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Sammandrag

RNA interferens (RNAI) ar bade en forsvarsmekanism mot infektioner och ett sjalvreglerande
system for post-transkriptionellt genuttryck i eukaryoter. Dubbelstréngat RNA (dsRNA) i
cytoplasman inducerar RNAI vilket leder till sekvensspecifik gentystnad: ett riboprotein-
komplex binder till mMRNA och antingen klyver eller inhiberar dess translation. Metoder
utvecklas for att utnyttja detta i genterapi och anvanda det vid kliniska behandlingar. Det finns
systemiska och celluldra barridrer som hindrar dess anvandning idag; serumnukleaser,
immunforsvaret, filtration via njurarna och cellulart upptag ar vissa faktorer som hindrar sma
interfererande RNA (siRNA) fran att effektivt levereras till malceller in vivo. Nanopartiklar,
sdsom nanogel och liposomer, utvecklas for att effektivt transportera siRNA till malceller i
hopp om att i framtiden anvanda dessa vid genterapi. Forskning pa dessa partiklar har mest
fokuserat pa in vitro studier eller in vivo intratumorala injektioner pa moss. Men det &r viktigt
att aven forska kring intravenosa injektioner for genterapeutiskt andamal.

Inledning

RNA interferens (RNAI) ar en cellular reaktionsvag hos eukaryoter med tva viktiga uppgifter:
en forsvarsmekanism gentemot frammande nukleinsyror, bland annat bakteriella och virala,
samt ett sjalvreglerande system for post-transkriptionellt genuttryck. Det fungerar pa sa satt
att en dubbelstréngad RNA (dsRNA) molekyl k&nns igen av intracelluldra proteiner och
inducerar RNAI. Detta leder till sekvensspecifik bindning till MRNA; budbararen bryts
antingen ned eller dess translation hammas, i bada fallen leder det till tystat genuttryck.
(Wilson & Doudna 2013)

Sedan RNAI:s egenskap att nedtysta genuttryck upptacktes har intresset dkat for dess
applicering i behandling av bade genetiska och forvarvade sjukdomar, sasom cancer (Burnett
et al. 2011) och virusinfektioner (Geisbert et al. 2010). Men for att RNAI skall ha en bra
verkningsgrad behovs det tas fram en vektor som éverkommer de hinder som bemdoter
leveransen av siRNA in vivo.

| det har litteraturarbetet beskriver jag radande begransningar med RNA. terapi. Det finns
systemiska och cellulara barriarer hos daggdjur som hindrar leveransen av sma interfererande
RNA (siRNA) till malceller. Jag beskriver dven tva olika typer av vektorer, nanogel och
liposomer, under utveckling for leverans av sSiRNA och den forskning som har gjorts i design
av dessa for att 6verkomma begrénsningarna. Ifall problemen med in vivo leverans kan over-
kommas med innovativ bioteknik kan RNAI utnyttjas for att behandla en bred grupp av sjuk-
domar, fran cancer till virusinfektioner. Vilka vektorer och egenskaper som undersoks for
optimal siRNA leverans samt den utveckling som sker inom detta forskningsomrade &r av
intresse for framsteg inom genterapi.

RNAI upptacktes forst i Caenorhabditis elegans som transfekterades med langa dsRNA (Fire
et al. 1998) men dess tillampning pa daggdjur visade sig endast vara effektiv med korta
dsRNA < 30 baspar (Elbashir et al. 2001). Langa, nakna nukleinsyror kom att inducera en
immunrespons hos daggdjur (Alexopoulou et al. 2001) och bréts ned av endonukleaser redan
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i blodet (Hoerter & Walter 2007). Pa grund av detta kan RNAI reaktionsvagen inte utnyttjas
inom kliniska forsok i dagslaget. Forst maste en vektor framtas for att skydda siRNA fran att
brytas ned och effektivt leverera den till malceller.

RNAI reaktionsvéagen

RNA. reaktionsvéagen fyller tva funktioner i den eukaryota cellen: den reglerar genuttrycket
av det egna genomet och forsvarar gentemot exogent dsRNA, fran till exempel viruspartiklar,
med hjélp av mikro RNA (LRNA) respektive siRNA. Detta sker i samband med proteiner i ett
riboproteinkomplex med RNA molekylen. Komplexet h&mmar translationen av mRNA
molekyler eller klyver dem beroende pa om antisens si- eller uRNA:t har ofullstandig
respektive fullstandig komplementaritet med mRNA:t. (Wilson & Doudna 2013)

De tva arter av korta dsRNA (Figur 1) som ar involverade i RNAI reaktionsvégen ar pa kring
22 baspar. Dessa &r si- och URNA. Det forstndmnda &ar produkter av langre exogena dsRNA
som har kluvits i syfte att vara delaktiga i det celluldara immunfdrsvaret gentemot det
frammande genetiska materialet. URNA &r istéllet syntetiserad fran eget genom och har en
genreglerande effekt. Det ar fragment av enkelstrangade transkripter fran exempelvis antisens
DNA som vikt ihop sig och bildat harnalar och sedan kluvits. Vare sig det ar siRNA eller
HURNA som inducerar RNAI har dem bade samma effekt, vilket ar sekvensspecifik ned-
tystande av en gen. (Bartel 2004)
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Figur 1. Hlustration dver prekursorer (6vre) som fragmenterats (nedre) till A. URNA respektive B. siRNA. Saxar
representerar ribonukleasen Dicer; rod och bla kedja representerar sens respektive antisens.
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MRNA och siRNA har skilda biosyntetiskt ursprung men sammanldper sedan i cytoplasman
dar bada medverkar i den aktiva delen av RNAI reaktionsvagen. Bada orsakar sekvens-
specifikt nedtystande av en gen genom samma mekanism.

MRNA och siRNA

Primar uRNAs (pri-uRNAS) &r transkripter av enkelstrdngade nukleinsyror som vikt ihop sig
och bildat dubbelstrangsstruktur (de bestar av harnalar samt manga inre 6glor). Dessa &r minst
1000 nukleotider langa molekyler som bearbetas dver ett fatal steg till uRNA. Pri-uRNA
bearbetas i cellkarnan av ett sa kallat mikroprocessor komplex bestaende av ribonukleasen
Drosha och ett dsRNA-bindande protein (dsRBP). DsRBP binder till pri-uRNA sa att Drosha
kan klyva den till en precursor URNA (pre-uRNA) molekyl pa ca 65-70 baspar. Pre-uRNA
transporteras sedan ut till cytoplasman med hjélp av transportproteinerna exportin-5 och Ran-
GTP (Figur 2). (Wilson & Doudna 2013)

| cytoplasman &r det ribonukleasen Dicer som bearbetar pre-uRNA vidare och klyver den till
HURNA pa drygt 20 baspar med hjalp av ett annat dsRBP. Det ar dven vid det har steget av
RNA.I reaktionsvagen som URNA och siRNA borjar ssmmanlopa med varandra. Aven siRNA
ar en produkt av Dicer-katalyserat kluven dsRNA (Figur 2). (Wilson & Doudna 2013)



Pre-miRNA

m|RNA 21 miRNA duplex

( E_%Dmm g

Pri-miRNA

Nucleus

RISC

Cytoplasm
T
chr siRNA duple“ /

dsRNA

Target mRNA
Figur 2. Schematisk bild éver biosyntesen av si- och uRNA och transport av dessa till RISC. Ateranvand av
(Zhou et al. 2016) med tillatelse fran Wiley Interdisciplinary Reviews: RNA. © 1999-2016 John Wiley and
Sons, Inc.

RISC

Efter att ha bearbetats av Dicer transporteras URNA eller siRNA vidare i cytoplasman av
ribonukleasen i association med dsRBPer. Nukleinsyrorna transporteras till och laddas pa ett
Argonaut (Ago) protein dér dubbelstrangen léses upp och endast en av RNA-strédngen blir
associerat i ett riboproteinkomplex, den sa kallade guidestrangen. Den andra strangen,
passagerarstrangen, forkastas till cytoplasman dar den bryts ned av nukleaser. Riboprotein-
komplexet, RNA-inducerat forstummande komplex (RISC), bestar av guidestrangen, Ago,
Dicer och dsRBPer, och den binder komplementért till MRNA med guidestrangen for att tysta
genen. Vid fullstandig komplementaritet—vilket oftast ar fallet med siRNA—kan Ago klyva
det bundna mRNA:t och tysta genuttrycket. Hos manniskor har endast Ago2 en katalytisk
aktivitet. URNA har oftast ofullstandig komplementaritet vilket tillater att den kan reglerera
flera olika gener och verkar genom att guida RISC till MRNA och inhibera dess translation
bade innan och efter initiation. Icke-katalytisk Ago kan da rekrytera deadenylerande proteiner
sa att mMRNA:t exponeras for och bryts ned av exonukleaser (Figur 3) (Wilson & Doudna
2013). RISC kan tysta flera budbarare under nagra cykler (Whitehead et al. 2009).
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Figur 3. Illustration pd RNAI reaktionsvagen fran biosyntes av URNA och siRNA till inkorporation i RISC och
gentystande. Omarbetad med tillatelse fran Wilson & Doudna 2013. © 2016 Annual Review of Biophysics.



Syntetiskt SIRNA kan direkt introduceras till celler for att inducera RNAI reaktionsvagen,
utan att forst bearbetas av Dicer. Detta kan uppnas med hjélp av nanopartiklar som levererar
siRNA till celler och skyddar den under transport fran till exempel serum nukleaser i blod-
serumet (Kozlowska & Puszynski 2016). Att direkt introducera dsRNA till blodet for
transport till malceller har visat sig att inte vara effektiv, vilket kommer att utforskas senare i
artikeln.

Begransningar med RNAI i genterapeutiskt syfte

Radande in vivo forhallanden och siRNA:s struktur presenterar en del utmaningar som hindrar
RNAI reaktionsvagens effektiva éversattning till kliniska behandlingar. In vitro ser
behandling med RNAI lovande ut och har till exempel inhiberat replikationen av japansk
encefalit viruset (Yuan et al. 2016), in situ behandlingar med siRNA pa moss har ocksa visat
sig vara framgangsrika (Lau et al. 2012).

Naket sSiRNA — RNA-molekylen for sig sjalv, utan modifikationer eller krosslankad till andra
molekyler — kréaver en transportor som kan béra den till och integrera den i malcellers cyto-
plasma for terapeutiska andamal, speciellt vid direkt administrering till blodet. Utan en
transportor bryts naket siRNA snabbt ner av serumnukleaser innan den nar malceller.

Det finns saval systemiska som cellulara barriarer (Figur 4) som utgar ett hinder for
anvéandandet av naket RNA i genterapi. De systemiska barridrerna ar de problem som upp-
kommer vid icke-lokal administrering, till exempel intravendst. Cellulara barriarer uppstar vid
upptag och integration av RNA av malcellerna, till exempel pa grund av molekylens storlek
(Moghimi et al. 2016). Forst vid framtagandet av en effektiv transportér, en nanopartikel, kan
klinisk behandling med siRNA 6vervagas igen. Det finns vissa krav som satts pa nano-
partiklarna for en lyckad leverans av siRNA till RNAI maskineriet i cellerna:

1) Nanopartiklarna behdver en langvarig cirkulationstid i blodomloppet for att SIRNA
ska effektivt nd och ackumuleras i malceller. DA galler det att undvika
immunforsvaret, serumnukleaser och filtration via njurarna da dessa paverkar
cirkulationstiden och siRNA:s livslangd i organismen. (Kanasty et al. 2013, Xia et al.
2016)

2) De bor vara specifika och endast tas upp av malceller for minskad cytotoxicitet.
(Kanasty et al. 2013, Xia et al. 2016)

3) Efter att ha integrerats i cytoplasman behdver nanopartiklarna eventuellt bryta sig ut ur
endosomer till cytosolen. Endosomen fangar in dem vid cellulért upptag och eventuellt
transporterar dem till lysosomer dar de bryts ned. (Kanasty et al. 2013, Xia et al.
2016)

4) Nar nanopartiklar vél har natt cytosolen och RNAIi maskineriet behover de effektivt
lamna av siRNA. Dérefter bor de brytas ned och filtreras ut istéllet for att ackumuleras
i cellerna for minskad cytotoxisk effekt. (Zhang et al. 2015)
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Figur 4. Schematisk Gversikt dver en transportors resa genom blodet till mélceller och de barridrer den bemdéter
vid systemisk administrering. A. systemiska barridrer vid injektion. B. Celluléra barriarer vid cellulart upptag.
Omgjord fran (Miyata et al. 2012) med tillatelse fran The Royal Society of Chemistry.

Systemiska barriarer vid intravends administrering

RNA har en generell instabil struktur: ribos i RNA molekyler har en 2°-OH vilket gor den till
en reaktiv molekyl. Vid basiska forhallanden kan hydroxylgruppen bli deprotonerad och
omvandla sockret till en nukleofil som kan angripa och klyva fosfodiesterbindningen i RNA
kedjans egna ryggrad. Detta resulterar i fragmenterade RNA molekyler. (Strobel & Cochrane
2007)

Utover nukleinsyrans autokatalytiska aktivitet har det visat sig att naket RNA hotas av blod-
serumets proteiner, till exempel av endonukleaser som snabbt kan bryta ner den. Naket RNA
har en halveringstid pd 15 minuter i blodet, vilket inte &r en tillracklig lang cirkulationstid for
att SiIRNA ska ha ett terapeutiskt varde vid intravends administrering. Den bryts snabbt ned av
serumets nukleaser och hinner inte fram till malcellerna (Hoerter & Walter 2007). Dessutom
ar naket RNA i blodet immunogen: den inducerar opsonisering och tas sedan upp och rensas
bort av mononukleara fagocytsystemet (MPS) i bland annat levern. Opsonisering &r en
process dar patogener blir markta av opsoniner, en grupp molekyler som framjar fagocytos
genom MPS, vilket leder till att sSiRNA:s cirkulationstid reduceras (Huang & Liu 2011, Naeye
etal. 2011).

Det har dven visat sig att dsSRNA inducerar en typ I interferonrespons. Detta immunsvar
stimulerar produktionen av proinflammatoriska cytokiner (proteiner som stimulerar
inflammation) for att bekdmpa infektioner och det kan eventuellt leda till cellddd. Infektionen
som stimulerar en typ | interferonrespons i detta fall blir exogent siRNA. Aktivering av
immunsvaret kan bero pa specifika sekvensmotiver pa RNA molekylen och pa sa satt kan det
skiljas mellan egen producerat och exogen dsRNA. (Gantier & Williams 2007)

Forutom RNA molekylens kemiska egenskaper, vilka ger upphov till en rad olika problem i
blodcirkulationen, kan dven dess sma storlek orsaka problem. Som namnt tidigare kan RNA
filtreras bort fran blodet av MPS i levern, men det vanligaste séttet for naket RNA att filtreras



bort &r via njurarna. Gransen for filtration genom njurens glomerulus ligger pa runt 50 kDa
och siRNA har en molekylar vikt pa 13-15 kDa. (Tamura et al. 2009)

Ett nanoplex (nanopartikel med en siRNA last) skyddar nukleinsyran fran att brytas ned av
serumnukleaser. Hog salthalt i blodet kan dock paverka nanoplexets integritet och orsaka dess
sonderfall vilket leder till att lasten exponeras och siRNA:t blir tillganglig fér endonukleaser
(Naeye et al. 2011). En positiv ytladdning hos katjoniska nanoplex kan minska specificiteten
och se den binda ospecifikt till cellmembran och stéra dess membranintegritet, vilket kan leda
till nekros och apoptos. Nanoplex kan beh6va en viss positiv laddning for att behalla
stabiliteten och bindningen till negativt laddade siRNA samtidigt som laddningen inte &r for
stor for att ha en cytotoxisk effekt (Miyata et al. 2012).

PEGylation

SiRNA nanoplex maste sjalv undvika ospecifika interaktioner med serumproteiner, till
exempel opsoniner, och darmed upptag av MPS (Guo & Huang 2012). En strategi for detta
har varit att forse nanoplexets yta med hydrofila polymerer som utgor ett steriskt hinder.
Oftast anvands polyetylenglykol (PEG) for detta &ndamal.

PEGylation kan bidra till nanoplexets stabilitet och 6ka dess cirkulationstid, vilket beror pa
PEGens langd. Korta PEG ar inte tillrackliga for att minska pa ospecifika interaktioner med
serumproteiner; for langa PEG reducerar chansen for nanoplex att tas upp av celler och pa-
verkar deras formaga att bryta sig ur endosomer (Pozzi et al. 2014). Det &r viktigt att placera
PEG vid motsatt ande av ligander som binder till ytreceptorer for att inte paverka nanoplexets
formaga for cellulart upptag (Guo & Huang 2012).

Nackdelen med PEGylering ar att langvarig administrering av PEGylerade nanopartiklar har
visat sig slutligen bli immunogena: anti-PEG immunoglobulin har producerats. Denna in-
duktion av immunférsvaret har lett till att &ven PEGylerade nanopartiklar togs upp av MPS
och filtrerades fran blodet. (Gomes-da-Silva et al. 2012)

Celluléara barriarer

Utover systemiska barriarer har siRNA visat dven ha lagt cellulart upptag (Gomes-da-Silva et
al. 2012). De har en total negativ laddning vid fysiologiskt pH, vilket inte gér dem lampliga
for upptag av celler (Raemdonck et al. 2009). Dess laddning leder till repulsiva krafter mellan
dem anjoniska cellmembranen samtidigt som de &r for stora for att passivt diffundera genom
membranen (Xia et al. 2016).

Nanoplex kan eventuellt konstrueras med formagan att stimulera cellulart upptag genom
endocytos. Dock behdver den formagan att bryta sig ut ur den fangslande endosomen den
hamnar i och ta sig ut i cytosolen dar RNAI maskineriet befinner sig. Om inte nanoplexet
lyckas bryta sig ut fran endosomen kommer den att trafikeras genom vesiklar med sjunkande
pH och slutligen till en lysosom. Val i lysosomen kommer nanoplexet att brytas ned och
SiRNA:t lyseras (Huang & Liu 2011, Miyata et al. 2012). Alternativt kan det konstrueras
nanopartiklar som kan kringga cellulart upptag genom endocytos och direkt tas in i cyto-
plasman istéallet (Morris et al. 2000). Detta uppnas med hjalp av amfipatiska peptider som
binder till ytan av malceller och destabiliserar membranet sa att negativt laddade nukleinsyror
kan passera (Dom et al. 2003). Slutligen, efter leverans av siRNA till cytoplasman behdver
nanopartiklarna kunna filtreras bort ut ur cellen for att inte ha en cytotoxisk effekt (Zhang et
al. 2015).



Vektorer under utveckling for siRNA leverans

Biokompatibla vektorer klassificeras generellt i tva typer, virala och icke-virala vektorer (Guo
& Huang 2012). Virus ar naturligt forekommande vektorer for introduktion av exogent
genetiskt material. Rekonstruerade virus utnyttjas for leverans av siRNA in vivo. Icke-virala
vektorer ar syntetisk framstallda vektorer designade for att besitta liknande egenskaper som
en viral vektor for biodistribution och leverans av sSiRNA. Exempelvis, polymer- och lipid-
baserade vektorer (Guo & Huang 2012) som nanogel respektive liposomer. Nanoplex av
dessa tva typer av vektorer benamns poly- respektive lipoplex i litteraturarbetet.

Virala vektorer

Virus ar naturligt forekommande partiklar som besitter formagan att infektera och introducera
frammande genetiskt material till en vardcell. De bestar av ett skyddande proteinskal, en sa
kallad kapsid, som ibland &r omsluten av ett yttre hélje av lipid. Kapsiden forpackar det virala
genomet — den genetiska informationen for att syntetisera nya viruspartiklar, och kan antingen
vara en dubbel- eller enkelstrangat DNA eller RNA molekyl. Virus klarar inte av att sjdlvmant
replikera sig utan besitter formagan att tvangsrekvirera infekterade cellers eget maskineri for
att transkribera sitt virala genom och producera nya viruspartiklar (Dimmock et al. 2007). En
viruspartikel kan pa sa satt ge upphov till 100-tals eller sd mycket som 1000-tals nya per livs-
cykel (Howard Hughes Medical Institute 2016). Hela deras livscykel bestér av att komma in i
vardorganism samt transporteras till och infektera malceller dar den replikerar sig.

Virus ar framst associerade med sjukdomar da vissa av dem &r patogena, med nagra 6kanda
virusstammar som influensa, HIV och hepatit. Deras naturliga formaga att introducera
frammande genetiskt material till en cell och 6verkomma manga av dem systemiska och
celluléra barridarerna gor dem till eftertraktade partiklar att rekonstruera till sSiRNA vektorer.

Virus har redan anvénts som vektor vid kliniska forsok (Blaese et al. 1995, Aiuti et al. 2002)
men det kommer inte utan sina risker da det har visat sig kunna sprida sig vidare med blod-
cirkulationen och inducera inflammationer genom att initiera en cytokin kaskad. | ett fall
rapporterades det att en patient hade utvecklat flera andra sjukdomar (disseminerad intravasal
koagulation, chocklunga och multiorgansvikt) direkt pa grund av en omkonstruerad adeno-
virus, och dott som en foljd (National Institute of Health 2004). Adenovirus har proteiner i
kapsiden vilka anvands for att bade stimulera endocytos och sedan for att bryta sig ut ur den
efter cellulart upptag (Nakano et al. 2000). Denna egenskap utnyttjas i design av en viral
vektor i det rapporterade fallet. Vid konstruktion av virala vektorer for siRNA leverans
behdvs det minskas pa faktorer som kan inducera cytotoxicitet och generera immunsvar. Pa
grund av sakerhetsrisker med virus som vektor forskas det dven grundligt pa att ta fram andra
icke-virala alternativ for SiRNA leverans.

Virus anvander olika mekanismer for att replikera sig beroende pa dess vardorganism. Vissa
retrovirus inkorporerar sitt virala genom bland véardorganismens vilket far en langvarig effekt
som overfors till infekterade cellers dotterceller (Vargas et al. 2016). Detta kan utnyttjas for
att inkorporera komplementar DNA av siRNA hos exempelvis cancerceller. Férdelen med en
sadan langvarig effekt av engangsdosering ar att man kan minska pa behovet av kontinuerlig
behandling, eller forlanga tidsramen mellan varje behandling. Risken med en sadan retroviral
konstruktion ar att man kan stéra vardorganismens naturliga genuttryck genom insertions-
mutationer. Till exempel, en plasmid kan inkorporeras vid oldampliga platser i vardgenomet;
den kan inkorporeras mitt i en gen eller vid forstarkande gensekvenser sa att ett genuttryck



nedregleras (Uren et al. 2005). Detta kan eventuellt leda till grava konsekvenser. Vid ett fall
rapporterades det att patienter hade utvecklat ett leukemi-liknande sjukdom efter ett kliniskt
forsok pa grund av insertionsmutationer (Hacein-Bey-Abina et al. 2003).

Vid bruk av virala vektorer anvénds vissa av virusens egna gener, vilka &r nodvéandiga for att
leverera siRNA med framgang. Det ar viktigt att separera pa dessa for att undvika exempelvis
insertionsmutationer eller oonskad viral replikation. Retrovirala gener klipps ut fran det virala
genom och kvar lamnas endast gener nddvandiga for inkorporation i vardorganismen. Ut-
klippta gener—vars funktion &r att uttrycka proteiner for syntes av nya viruspartiklar— ersatts
med Onskad gensekvens istallet, till exempel siRNA. Dessa gener kan sattas i en sa kallad
hjalparvirus ifall vektorn med siRNA behdovs replikeras for en langvarig effekt. Design av
dessa sker for att hindra en rekombination mellan viral vektor och hjélparvektor sa att den inte
aterfar sin virulens (Vargas et al. 2016).

Nanogel

Gel i nanostorlek ar en lovande vektor for leverans av SiRNA som undersoks i flera olika
studier. Nanogel ar en polymerbaserad vektor, det vill sdga uppbyggd av ett natverk av
polymerer (Figur 5A).

En gel ar ett tredimensionellt natverk av krosslankade polymerer; det ar ett amne bestaende av
bade flytande och fasta komponenter. Natverket ger den en fastform, och det kan absorbera
till sig vatska (till exempel vatten) i relativt stor kvantitet i fickorna mellan polymererna och
svalla upp som en konsekvens (Figur 5B). Det innebér att den besitter egenskaper typiskt for
amnen i bada aggregationstillstanden, och den forekommer som ett &mne i mjukt, fast eller i
ett halvfast tillstand. Exempel pa gel inom biologin ar agarosgel. En annan typ av gel, hydro-
gel, bestar framst av hydrofila polymerer och ar vattenrika (Almdal et al. 1993). Hydrogel kan
forekomma i valdigt sma dimensioner; nér dess storlek forefaller i nanoskala betecknas den
som nanogel (Oh et al. 2008).
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Figur 5. A. lllustration av en nanogel. B. En uppsvullen hydrerad nanogel (tdckt med peptider) efter
inkorporation av siRNA. Omgjord med tillatelse fran Smith & Lyon 2012. © 2011 American Chemical Society.

Det som ar viktigt for nanogel som vektor ar att polymerresterna inte &r toxiska och
ackumulerar i celler efter nedbrytning utan kan filtreras bort via njurarna efter leverans
(Zhang et al. 2015). Ett annat viktigt kriterium for att nanogel skall vara effektiva vektorer ar
att de ar stabila och kan ha en lang cirkulationstid; instabila gelkonstruktion kan eventuellt
leda till att SIRNA lasten slapps av for tidigt. Aven att gelens diameter &r mindre &n 200 nm



skulle 6ka dess cirkulationstid da det skulle minska risken att immunforsvaret fagocyterar och
bryter ner nanogelen innan den har natt malcell och uppfyllt sitt uppdrag (Oh et al. 2008).

Den pordsa gelen har en stor ytarea vilket tillater for multivalent biokonjugation, det vill sédga
att biomolekyler kan kovalent binda till gel och bilda komplex. Tillsammans med det inre
natverket kan ett stort antal biomolekyler inkorporeras i gelen, exempelvis siRNA (Figur 5B)
eller ligander. Detta kan utnyttjas i bland annat lakemedelsdistribution in vivo till malceller.
Ligander — fran antikroppar till folsyraderivat — kan kanna igen specifika receptorer och kan
utnyttjas for att finjustera specificitet och fa vektorn att endast binda till malceller, vilket dven
ar ett satt att minska pa cytotoxicitet.

Blackburn och medforfattare konstruerade nanogel beklddda med YSA (tyrosin-serin-alanin)
peptider, vilka harmar en naturlig ligand till en viss typ av tyrosinkinasreceptor. Denna
receptor ar vanlig i en rad olika cancertyper, till exempel &ggstocks-, prostata- och brost-
cancer. Forfattarnas konstruktion pavisade hog selektivitet och endocytiskt upptag av agg-
stockscancerceller in vitro &ven om den verkade vara en aning ostabil med lackage av sSiRNA-
last upp till ca 33%. UtOver det indikerar aven deras resultat ett effektivt nedtystande av
epidermal growth factor receptor i cellerna. Nedtystande av denna receptor har inte dédliga
konsekvenser men &r av kliniskt intresse vid behandling av dggstockscancer da de &r over-
aktiva. Det betyder att polyplexet lyckades bryta sig ut ur endosomen och levererades till
RNAI maskineriet. Forfattarna ar ovissa om hur detta kan ha skett men spekulerar att osmos-
trycket i vesikeln kan ha paverkat polyplexets volym. De kunde heller inte observera nagon
cytotoxicitet efter leverans. (Blackburn et al. 2009)

Nanogelen kan potentiellt konstrueras till att binda till och endocyteras av cancerceller och vél
inne i cellen lasta av SiRNA. Det ar viktigt kriterium att gelkomplexen &r nedbrytbara for att
lasten ska sléppas fri—i nukleinsyrornas fall for att de skall kunna inducera RNAI reaktions-
vagen. Disassociation kan uppnas efter stimuli (pH, enzymaktivitet, redoxpotential med mera)
i radande miljo beroende pa vilka polymerer nanogelen har konstruerats med och hur gelen
har betingats. Polymerer med nedbrytbara huvudkedjor eller sidogrupper med klyvbara
bindningar anvénds i detta syfte. (Oh et al. 2008)

Shatsberg och kollegor konstruerade nanogel rik pa krosslankade disulfider. Disulfiderna
agerade som ankare till katjoniska molekyldelar med aminogrupper som band till och
neutraliserade negativt laddade siRNA (Shatsberg et al. 2016). Disulfidbindningar &r av stort
intresse i och med att dem klyvs hastigt vid hog redoxpotential, vilket rader i celler (Zhang et
al. 2015). Uppmatta zeta potential (den elektriska potentialen hos ett disperst system) pa-
visade bildandet av stabila polyplex, och dven att dess ytladdning var positiv. Detta mojliggor
en elektrostatisk interaktion med cellmembranens negativt laddade cellytor for att stimulera
endosomalt upptag. Vidare testade forskarna sin konstruktion in vivo pa moss (med in-
planterad ménsklig cancer) genom intratumoral injektion. VVad de fann var en effektiv ned-
tystande av malgener (ett uLRNA-replikat anvandes for att reglera flera gener), vilket indikerar
en lyckad flykt fran endosomer (Shatsberg et al. 2016).

Experiment med nanogel har pavisat att det ar en lovande vektor for siRNA leverans. Dock
har experiment med nanogel polyplex annu inte dvergatt till kliniska forsok, experiment har
mest fokuserad pa leverans av vacciner med till exempel trunkerade proteiner (Tahara &
Akiyoshi 2015). De experiment jag har beskrivit har ocksa varit fokuserade pa lokal
administrering och inte systemisk.



Liposomer

Liposomer &r en annan vektor av intresse for SiRNA leverans. De &r en koncentrisk lipid-
baserad vektor med hog potential for siRNA leverans och bestar av en lipid tvaskiktsmembran
(Figur 6A), likt cellmembranen. De besitter amfipatisk karaktér vilket gor dem lampliga for
inkorporering av bade hydrofila och hydrofoba ldkemedel. Lakemedel kan antingen in-
korporeras i den akvatiska fasen eller inbaddas i det hydrofoba lipidlagret (Akbarzadeh et al.
2013). Molekyler kan dven fastas pa ytan av liposomerna av olika skal (Figur 6B), till
exempel for att 6ka cirkulationstid och hindra aggregation av andra molekyler (PEG kan
anvandas i detta syfte). Aven andra molekyler kan fastas, speciellt nar specificitet onskas. D&
binds det molekyler som kan binda till malcellers ytreceptorer (Xia et al. 2016).
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Hydrophilic head
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Figur 6. A. en vanlig liposom konstruktion med bilipidlager. Hydrofoba molekylar (r6d cirkel) kan fastas i
bilipidlagret medan hydrofila molekyler (gron stjarna) kan hysas i k&rnan. B. Polymerer, till exempel PEG, kan
fastas pa ytan for att skydda liposomen eller frén att hindra lackage in eller ut. Aven molekyler (bl& rektangel)
kan fastas for att agera som ligand till cellytreceptorer for specificitet. C. Ett s& kallad lipoplex. Liposomen har
flera bilipidlager av katjoniska lipider som omsluter varandra med nukleinsyror (lila cylinder) inbaddade i den
hydrofila miljon mellan bilipidlagren (Safinya & Ewert 2012). Omgjord med tillatelse fran Macmillan Publishers
Ltd: Nature (Safinya & Ewert 2012), © 2012.

Liposomer kan ha varierande egenskaper beroende pa lipidkomposition de byggs upp av; de
kan vara uppbyggda med kolesterol, glykolipider och fosfolipider med mera. Detta gor dem
till valdigt anpassbara vesiklar och det utnyttjas i design av ett optimalt siRNA leverans-
system (Moghimi et al. 2016). Valet av lipidkomponenter styr bland annat liposomers
fluiditet och laddning. Exempelvis, lipidkomposition av omattade fosfatidylkoliner leder till
mindre stabila samt lattgenomtréngliga liposomer. Liposomer uppbyggda av fosfolipider med
langa acylkedjor &r rigorésa och ogenomtrangliga istallet (Akbarzadeh et al. 2013). Lazebnik
och kollegor demonstrerade in vitro att lipoplex konstruerade med kolesterol kringgick
endosomalt upptag av celler och istéllet integrerades i celler genom fusion med cell-
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membranet (Lazebnik et al. 2016). En sadan konstruktion slipper verktyg—som annars kan
paverka lipoplexets integritet—for att bryta sig ut ur endosomer da de direkt hamnar i cyto-
solen.

Lipidkompositionen, lipoplexets morfologi och vikt samt proportionen av lipid/genetiskt
material styr lipoplexets storlek. Morfologin kan skilja sig till den grad att liposomen inte
bestar av en tvaskiktsmembran utan flera som omsluter varandra (Figur 6C). Bilipidlagren kan
endast bildas av katjoniska lipider, vilka kan interagera med RNA, och mellan de hydrofila
utrymmena kan siRNA hysas (Moghimi et al. 2016).

Det finns &ven liposomer som har konstruerats for att inga i ett komplex med polymer-
baserade vesiklar — ett sa kallad lipopolyplex (Xia et al. 2016). Exempel pa detta &r nanogel i
komplex med siRNA: komplexet kan ges ett skal av lipidbilager som omsluter den och bilda
ett lipopolyplex. Ett lipopolyplex konstruerades av Itakura och kollegor. Polyplexet bestod av
peptidkedjor med histidin och glutamin sidokedjor vilket gav den olika laddning beroende pa
pH: i sura miljoer protonerades histidinresterna och nanopartikeln fick en positiv netto-
laddning; vid fysiologisk pH deprotonerades de och fick en negativ nettoladdning.
Konsekvensen av en deprotonation var att sSiRNA kunde frigoras fran komplexet samtidigt
som nanopartikeln inte interagerade med naturliga RNA molekyler. Det &r jatteviktigt att
interaktion med cellens egna RNA inte sker vilket kan ge upphov till en cytotoxisk effekt.
Polyplexet omsl6éts med en liposom, och for att testa lipopolyplexets effektivitet in vivo
levererades den bade intratumoralt och intravendst i moss. Effektiv gentystnad observerades
vid lokal administrering men inte signifikant vid systemisk administrering (Itakura et al.
2016).

In vivo studier pa intravendst administrerade lipoplex finns. Genom att administrera
konstruerade lipoplex i svansvenen pa moss upptackte Xiao et al. att lipoplexen hade
distribuerats framst till levern, lungorna och mjalten. Ingenting upptécktes i njurarna och den
hade alltsa varit i tillracklig stor storlek for att undvika filtration. De upptéackte dven att RNAI
var effektiv i leverceller vid anvandning av deras lipoplex och att det hade en dosberoende
verkan. Den hade heller ingen tydlig cytotoxisk verkan, speciellt vad géllde fodointag, vikt
och generell hélsa. Leverenzymer i blodserumet okade heller inte vilket ocksa pavisar att lipo-
plexen inte hade ndgon synbar toxicitet (Xiao et al. 2016). Framsteg i design av liposomer
stodjer tanken av att det ar en potentiell vektor vid genterapi.

Diskussion

Det ar nodvandigt att titta pa alternativa lakemedel vid behandling av sjukdomar, till exempel
alternativ till antibiotika och antiviralt med inkommande rapporter om multiresistenta
bakterier och virus (World Health Organization 2016). RNAI har visat sig vara ett lovande
alternativ med hog effektivitet vid in vitro applikationer. Aven mot diverse sjukdomar, saval
som mot genetiska sjukdomar och cancer, vid in vivo studier pa moss.

Mojligheten for infektiOsa agenter att utveckla resistans mot det SiRNA patienter behandlas
med skulle potentiellt kunna uppsta genom mutation i mal-mRNA sekvenser. Detsamma vad
géller cancer. Men detta hinder skulle latt kunna 6verkommas genom att anpassa nukleinsyra-
sekvensen av dem siRNA som anvands for behandling. Att anpassa existerande lakemedel, till
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exempel antibiotika, ar inte lika enkelt. Antibiotika har valdigt specifika interaktioner (Barna
& Williams 1984), och kan vara lika specifikt som den siRNA som tystar en specifik gen eller
MRNA som kan kénna igen flera gener. Fast antibiotika interagerar inte med gener, utan med
makromolekyler, som proteiner. Om en gensekvens forandras kan det leda till férandrat gen-
uttryck; en aminosyra byts ut mot en annan. Det har kan paverka hela den kodade peptidens
struktur och funktion, och i férlangning dess interaktion med andra molekyler. Till exempel,
samma antibiotika som hdmmade en proteins funktion kan ha forandrad interaktion med
proteinet efter att den muterat. Den kanske inte binder till proteinet lika effektivt och ar nu
vardelos som antibiotika. Det &r sa resistens uppkommer.

Det ar inte lika enkelt att anpassa antibiotika for att den effektivt ska hdmma det muterade
proteinets funktion som det ar med siRNA. Med RNA. &r det endast sekvensspecifik inter-
aktion med siRNA och mal-mRNA som galler — om mRNA sekvensen muteras kan siRNA
latt modifieras for att pa nytt vara komplementar. Om proteininteragerande lakemedel
modifieras i ndgon molekyldel kan det medfdlja grava konsekvenser; det &r inte bara att
administrera det modifierade lakemedlet utan en ny preklinisk forskning kravs for att pavisa
att ingen cytotoxisk effekt tillkommer av det nya &mnet. En fosfatgrupp istallet for en
amingrupp i sidokedjan kan ha véldigt olika effekter. Det finns heller ingen garanti for det
modifierade lakemedlet att vara effektiv. Det tar bade lang tid och kostar valdigt mycket
pengar att producera nya lakemedel: kliniska forsok har flera faser (U.S. National Library of
Medicine 2016) innan en ny produkt kan rullas ut.

Problemet med RNAI visar sig vara i transporten av sSiRNA in vivo eftersom nakna nuklein-
syramolekyler bryts snabbt ner av serumnukleaser. Det finns dven andra barriérer till SIRNA
transport vid systemisk administrering och cellulart upptag. Det kravs en nanopartikel som
kan transportera siRNA till malceller. Kan dessa problem éverkommas med innovativ bio-
teknik utgér RNAI ett lovande medel inom genterapi for behandling mot diverse sjukdomar.
Fran vanlig forkylning, till sexuellt 6verforbara sjukdomar och till cancer. Samtidigt ar det
viktigt for nanopartikeln att inte ha cytotoxiska effekter under och efter leverans. Man vill
framta ett nanoplex som &r specifik for malceller och malgener, och som sedan kan brytas ner
av cellerna.

Virus har visat sig vara effektiv till hog grad som vektor. Patienter har rapporterats bli botade
fran allvarliga sjukdomar. Men med den grad av effektivitet medféljer aven hoga risker da
virala vektorer har visat sig utveckla virulens och orsaka andra sjukdomar. En djupare
forstaelse for virusbiologi kravs for att den ska pa nytt ses som en potentiellt effektiv vektor
for anvandning inom genterapi. For att undkomma den cytotoxicitet som virala vektorer
orsakar har forskare vant sig mot syntetiska vektorer. Nanogel och liposomer &r tva exempel
pa vektorer som utvecklas.

Bada typer av vektorer har visat pa hog formaga att dverkomma de celluléra barriarerna och
leverera sSiRNA till cytosolen, med observerad gentystnad. Det stodjer deras potential for hog
genterapeutiskt varde, men samtidigt begransar det. Dem flesta forskningarna har fokuserat pa
tumorbehandlingar genom intratumorala injektioner. Behandlingshara sjukdomar blir da be-
gransad till de fall da endast lokal administrering ar mojligt. Nanoplexens férmaga att upptas
av cellen och gentysta gér dem ideala for endast viss typ av sjukdomar. Grundlig forskning
saknas for nanoplexens kapacitet vid systemisk administrering, till exempel vid intravendsa
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injektioner. Genetiska sjukdomar uttrycks oftast i celler otillgangliga for lokal administrering
och kréaver systemisk leverans av siRNA till exempel genom blodcirkulationen. Darfor ar det
viktigt att forska kring huruvida nanoplex klarar sig i blodet. Det &r valdigt fa forskning som
har undersokt det och fler forskare behdver ta det steget.

Samtidigt finns det alternativa administreringsvagar som inte togs upp i artikeln, till exempel
oral, nasal, anal, vaginal administrering med mera som presenterar andra utmaningar. Dessa
kan mojligtvis foredras 6ver intravendsa injektioner beroende pa bland annat sjukdom och
malceller. Det finns forskning som undersoker dessa administreringsvagar istallet.

Viktigt att tanka pa ar, det &r inte en vektor att simja dem, en vektor att framja dem, en vektor
att djupt i morkrets vida riken tdmja dem som géller. De olika vektorer som utvecklas kan
vara optimala for olika typer av sjukdomar eller kanske for olika typer av administrerings-
végar och ar vért att undersoka.

Tack

Under litteraturarbetets gang har jag fatt hjalp fran min handledare lda Lundholm samt mina
gruppmedlemmar Hanna Borjeson, Victor Bjork och Elin Ekman. Tack till dem. Deras ater-
kopplingar har varit till stor hjalp.

Ifall jag aldrig vinner en Oscar vill jag &ven ta tillfallet i akt och tacka familjen Gorgulu. Tack
till min syster Afife for sitt stod och karlek &dnda bort fran Oceanien under hela arbetets gang.
Tack till WhatsApp som tillater gratis samtal 6ver internet med aktivitetskoll sa vi bade hade
koll pa nar den andra var vaken for uppringning. Tack till mor och far for moraliskt stod och
karlek till dem med. Aven tack till mor for alla matlédor och alla timmar jag inte spenderade
varje dag pa att tanka pa vad jag skulle laga for mat, och sen laga det. Tack for att ni finns!

Jag vill dven stracka ut min tacksamhet till Gwendoline Ifans for att hon standigt skickade
mig ’good vibes” dnda frdn Australien och holl mitt humdr uppe under arbetets gang. Ocksé
tack till henne for den aterkoppling jag fick pa min popularvetenskapliga sammanfattning.
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Dual-use av RNAI

RNAI har varit en revolutionerande upptackt som grenat sig in i flera olika forsknings-
omraden. Tekniken att tysta gener genom sekvensspecifikt bindande med siRNA har visat sig
ha ett terapeutiskt véarde och ar av intresse vid genterapi. Men tekniken kan saval anvandas i
ett gement syfte och ha en sa kallad ”dual-use”. Istillet for att behandla sjukdomar skulle det
lika val kunna utnyttjas for att avsiktligt ha en cytotoxisk effekt hos en organism. SIRNA kan
syntetiseras for att rikta sig in mot friska gener och orsaka sjukdomar istallet for att behandla
dem. Bor utvecklingen av siRNA vektorer fortsatta om det lika latt gar att avsiktligt
syntetisera sSiRNA sekvenser som slar ut friska gener istallet for att behandla sjukdoms-
alstrande gener?

Att utveckla teknologi som potentiellt kan bota en stor variation med sjukdomar skall inte
skys fran for att det medfoljer en risk att samma teknologi kan anvéndas for ont. Med samma
logik borde saxar sluta séljas for allmanheten: saxar kan anvandas som vapen istéllet for att
generera preciserade snitt. Nagot 16jligt. Visst ar det mojligt att riva papper istéllet for att
klippa, men det uppnar inte samma funktion lika val. Och likasa, visst finns det antibiotika
och andra lakemedel for sjukdomar, men det funkar inte heller alltid sa bra — precis som med
rivning.

Men en sax ar inte en likstalld analogi till ett potentiellt biovapen, kan det argumenteras for.
Med RNAI som en etablerad metod kan terrorister (t.ex. vilseledda unga ménniskor som
springer in i skolor eller biosalonger och avfyrar vapen) enkelt designa siRNA pa labb och
eventuellt bestalla hem en vektor. Kombinera, och vips sa har de ett biovapen till handa—
RNAI riktad mot friska gener—som de ser till att tilltdnkta offer sedan fortar. Men lattare, och
formodligtvist billigare, skulle de kunna anvénda rattgift istallet och generera samma utfall.

Men vi har fortfarande lagar och reglemente som finns dér for att skydda oss. Mord &r
juridiskt olagligt internationellt, vilket &r en trygg barridr till att RNAI inte anvands i gement
syfte. RNAI banar inte direkt vagen for en ny, oupptéackt och nyanserat metod for att ta dod pa
nagon eller en folkmangd. | gement syfte dr det ett toxin som vilket annat, som &ven
tillgangliggor potentiella botemedel — ett annat SIRNA som riktar sig in mot det giftiga
RNA:t, eller kanske specificerade ribonukleaser eller annat.

Anseende ’dual-use” av RNAI finns det inget stort etiskt dilemma vare sig metoden ska
utforskas mer eller inte i genterapeutiskt syfte.
Forskningsetik

Jag har framst anvant mig av Web of Science for att soka pa artiklar, och darefter Google
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Scholar om den forstndmnda inte rackte till.

Vid valet av artiklar att lasa och citera tankte jag inte direkt pa genus. De fallen da namnet pa
forfattaren hade nagon betydelse var ifall jag redan hade en kalla med samma forste forfattare
da det inte foredrogs, samt vid originalartiklar féredrogs det minst tre namn medan antalet
forfattare inte spelade nagon roll vid citerade review-artiklar. Det tittades nastan inte nagot
alls pa namn utan bara pa efternamn. Viss diskriminering kan ha skett mot artiklar publicerade
i ett utomeuropeiskt eller utom-nordamerikanskt land, med undantag for japanska tidskrifter,
da jag ar omedveten om till vilken utstrackning forskningsvarlden har slagit sig till rot i dessa
lander generellt. Diskrimineringen var till den grad att jag var medveten om en specifik
nation, inte att artikeln valdes bort for det.

Jag tog inte hansyn till fran vilket hall de citerade forskarna hade tagit emot ekonomiskt stod
och om det mojligtvis medforde partiskhet hos forfattarna.
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