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Ny behandling af gliomer rettet mod specifikt mikro-RNA
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Behandlingen af primaere hjernetumorer er en stor ud-
fordring. Til trods for behandling med kirurgi samt
strale- og kemoterapi er medianoverlevelsen for den
hyppigste og mest maligne hjernetumor, glioblastom
(GBM), 14,6 méneder. Behovet for mere effektiv be-
handling er saledes stort. En mulighed, der i de seneste
&r har pakaldt sig stor interesse, er mikro-RNA
(miRNA)-molekylerne, da de udggr et nyt regulatorisk
niveau i savel normale celler som kraeftceller. miRNA
er meget sma RNA-molekyler, der regulerer protein-
syntesen. Mekanismen, hvormed dette sker, kaldes
RNA-interferens og blev forste gang beskrevet i 1993
[1]1i et studie af rundormen Caenorhabditis elegans.
Overordnet set dannes miRNA-molekyler ved en kom-
pliceret raekke af processer i sével cellekernen som cy-
toplasmaet. Det feerdige miRNA-produkt haammer
herefter proteinsyntesen pa messenger-RNA (mRNA)-
niveau (Figur 1). Der er i dag identificeret 1.424 hu-

mane miRNA’er [2]. Det menes, at 3% at det humane
genom koder for miRNA, og at disse regulerer ca. 30%
af de proteinkodende gener. Det kan derfor ikke un-
dre, at miRNA har vist sig at have betydning for talrige
cellulzere processer, savel normale som patologiske.

I mange cancertyper har man fundet, at niveauerne af
de enkelte miRNA’er er forstyrret, séledes at der bade
ses over- og underudtrykte miRNA’er i cancercellerne,
hvilket ikke ses i de tilsvarende normale vav. Ligeledes
er det pavist, at cancercellernes feenotype kan endres
ved at normalisere miRNA-ekspressionen medicinsk.
miRNA som angrebspunkt for fremtidig mélrettet
kreeftbehandling er sdledes oplagt.

Formélet med denne statusartikel er at give et
kort overblik over den aktuelle miRNA-baserede te-
rapi og de fremtidige udfordringer inden for behand-
lingen af gliomer, der stadig hgrer til blandt de mest
maligne kraeftsygdomme.

I |

Mikro-RNA-genese og virkningsmeka-

nisme. Mikro-RNA-genet transkriberes
af RNA-polymerase Il (Pol Il) il primeert
mikro-RNA. Dette klgves af Drosha-en-
zymet til precursor-mikro-RNA og trans-
porteres herefter ud af cellekernen via
exportin-transportmolekylet. | cytoplas-
maet klgves precursor-mikro-RNA via
Dicer-enzymet til mikro-RNA-molekyler,
der igen kigves til maturt enstrenget
mikro-RNA. Maturt enstrenget mikro-
RNA binder sig til RNA-induceret silen-
cing complex (RISC) og afhaengig af
graden af komplementaritet til mal-
messenger-RNA forarsages haemning af
translationen eller klgvning af messen-

ger-RNAet.
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MIKRO-RNA OG CANCER

miRNA-udtrykket er undersggt i mange cancertyper.
Der er identificeret bade op- og nedregulering i
blandt andet leukaemi, karcinomer og gliomer. Betyd-
ningen af disse deregulerede miRNA’er er endnu ikke
fuldt belyst. For kun fem ar siden blev det for fgrste
gang pavist, at et miRNA (miRNA-17-92 cluster i B-
celle-lymfomer) kunne fungere som et onkogen [3].
Siden er dette ogsé pavist for andre miRNA’er
(miRNA-21, miRNA-221, miRNA-155). Modsat er det
pavist, at andre miRNA’er, der fungerer som tumor-
suppressorer, er nedregulerede i forskellige cancerty-
per. Dette er blandt andet pavist i kronisk lymfatisk
leukeemi (miRNA-15a, miRNA-16-1) samt i lunge-,
colon-, bryst-, ovarie- og ventrikelcancer (let-7-fami-
lien). Ud over at miRNA’er har betydning for veeksten
af en given cancer, har de betydning for invasion og
metastasering (miRNA-10b) samt kemoresistens
(let-7i, let-16, let-21).

MIKRO-RNA OG GLIOMER

Den hyppigste gligse tumor er det hgjmaligne GBM.

I de senere ar har der veeret forsket intensivt i nye be-
handlingsmodaliteter bl.a. inden for miRNA-omré-
det. 12005 gennemfgrtes det forste miRNA-profile-
ringsstudie pa GBM [4], og siden da er andre kommet
til. Man har herved faet pavist mange deregulerede
miRNA’er i netop denne tumortype.

Det mest kendte opregulerede miRNA er miRNA-
21, der er overudtrykt i mange cancertyper. Chan et
al [5] og Corsten et al [6] heemmede i kommercielt til-
gaengelige GBM-cellelinjer miRNA-21 in vitro med
sékaldte antisense-oligonukleotider, hvorved cellean-
tallet blev reduceret. Dette menes at bero pé caspase-
aktivering, der medfgrer gget apoptose (programme-
ret celledgd). I to andre studier pA GBM-cellelinjer
har man fundet, at kombinationen af miRNA-21-
hemning og behandling med visse cytostatika (pacli-
taxel [7] eller teniposid [8]) oger effekten af kemote-
rapi. P4 linje med disse in vitro-resultater er det
pavist, at intrakraniel implantation af GBM-celler, der
inden implantation blev behandlet med en miRNA-
21-hammer, i mus medferte nedsat tumordannelse.
miRNA-221 er ogsé opreguleret i hgjgradsgliomer
[9], og ved heemning er der pavist en tumorvekstre-
duktion [10]. I en lignende musemodel medfgrte di-
rekte intratumoral injektion af en miRNA-10b-hem-
mer ligeledes signifikant nedsat tumorvakst.
miRNA-10b blev i samme studie fundet opreguleret
[11].

Stgrstedelen af de deregulerede miRNA’er er
nedregulerede, og mange af disse har sandsynligvis
normale tumorsuppressoregenskaber. Det drejer sig
blandt andet om miRNA-124 og miRNA-137. Silber et

1. er sma (= 20-22 nukleotider) ikkekodende RNA-molekyler, som selv kodes af det humane
genom. Mikro-RNA (miRNA) binder til delvist komplementaere messenger-RNA-sekvenser, og der-
med reguleres translationen

2. er aktuelt identificeret i form af 1.424 forskellige humane miRNA-molekyler, der er navngivet i
den rekkefglge, de er opdaget

3. er op- og nedregulerede i mange cancertyper
4, har formentlig betydning for cancerstamceller
5. har betydning for tumorvaekst, invasion, metastasering og kemoresistens

6. kan op- og nedreguleres med malrettet miRNA-baseret terapi, hvilket er et terapeutisk poten-
tiale inden for fremtidig cancerbehandling.

al [12] paviste i et in vitro-studie, at eksperimentel
opregulering af henholdsvis miRNA-124 og miRNA-
137 i GBM-cellelinjer medfgrte haemning af celle-
vaeksten. Kefas et al [13] paviste, at miRNA-7 er ned-
reguleret i GBM-cellelinjer, og at eksperimentel
opregulering heemmede cellernes evne til invasion og
vaekst samt ggede andelen af apoptotiske celler.
Lignende nedregulering og tumorsuppressive egen-
skaber er pavist for miRNA-128 [14].

MIKRO-RNA OG CANCERSTAMCELLER
Cancerstamcelle (CSC)-paradigmet er i de seneste &r
kommet til at omfatte flere og flere cancerformer.
CSC-paradigmet bygger pa en antagelse om, at tu-
morer er heterogene og bestar af kraeftceller, der er
differentieret i vidt forskellige grader, herunder
modne kreftceller, progenitorkreftceller og de helt
umodne CSC. CSC defineres som kraftceller, der kan
etablere en ny kopi af tumoren og har et uendeligt
proliferationspotentiale og dermed kan forny sig selv
og samtidig give ophav til mere differentierede can-
cerceller. Noget tyder pd, at den ringe effekt af
strale- og kemoterapi i nogle cancerformer, herunder
maligne gliomer, skyldes overlevelse af de formo-
dede CSC trods behandlingen. Dette menes at bero
pa CSC-karakteristika som gget evne til at gendanne
tumoren, lav proliferationsrate, bedre evne til at re-
parere DNA-skader og overekspression af membran-
transportere, hvilket medfgrer hgjt effluks af cytosta-
tika fra CSC. Hvis det er muligt, synes det derfor at
vere oplagt at malrette behandlingen af en given
cancer mod netop CSC. En mulighed kunne veere
miRNA-baseret terapi, i fald det er muligt at identifi-
cere miRNA, der er specifikt deregulerede i netop
CSC. Der er inden for gliomer lavet et miRNA-eks-
pressionsstudie med fokus pd CSC. Man benyttede
den formodede CSC-overflademarkgr CD133 [15] og
gennemfgrte miRNA-profilering pd CD133-positive
og -negative GBM-celler [16]. Det har dog siden vist
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sig, at der ogsé findes CD133-negative CSC [17],
hvorfor miRNA-profilen i studiet ikke udtrykker en
egentlig miRNA-CSC-profil i GBM’er. Der savnes der-
for indtil videre gode studier af gliomer, hvor man
sammenligner miRNA-niveauerne i CSC og de mere
differentierede cancerceller.

MIKRO-RNA-BASERET TERAPI

Strategier

miRNA-baseret terapi kan opdeles i direkte og indi-
rekte terapi.

Ved direkte terapi blokeres ekspressionen af et
overudtrykt onkogent miRNA, eller ogsa substitue-
res den manglende ekspression af et tumorsuppres-
sor miRNA (Figur 2). En hyppigt benyttet metode til
at heemme onkogent miRNA er brug af antisense-oli-
gonukleotider [5, 6]. Antisense-oligonukleotider er
korte enkeltstrengede RNA-molekyler, der er om-
vendt komplementere (deraf navnet antisense) til
maturt miRNA. De pavirker miRNA’et ved at indu-
cere degradering eller dannelse af dobbeltstrenget
inaktivt miRNA. Da antisense-oligonukleotider enzy-
matisk nedbrydes meget hurtigt, har man udviklet
forskellige kemiske modifikationer, hvorved stabili-
teten er blevet veesentligt gget. En sddan kemisk mo-
difikation er locked nucleic acid (LNA)-antisense-oli-
gonukleotider, hvor Danmark er et foregangsland i
udviklingen af bl.a. et antihepatitismiddel i fase II,
tre typer kraftmedicin i fase I og to typer kolesterol-

senkende medicin i prakliniske forsgg. Der er séle-
des stor tiltro til LNA-teknologien, der for nylig ogsa
har vist sig at muligggre heemning af hele miRNA-fa-
milier [18]. Af andre og mindre benyttede metoder
kan nevnes miRNA-svampe, maskerende antisense-
oligonukleotider og small-molecule-inhibitorer, hvis
virkningsmekanismer kort er beskrevet i Figur 2.
For nedregulerede tumorsuppressive miRNA’er
(miRNA-7, miRNA-124, miRNA-128, miRNA-137)
er der ligeledes flere mulige angrebsvinkler. Den
mest brugte er direkte indgift af syntetisk miRNA,
som ogsa er benyttet i de tidligere refererede studier
[12, 13]. En anden mulighed er vektorbaseret te-
rapi, hvor man grundleeggende benytter forskellige
viras evne til at levere deres DNA til en given vaert.
Ved inkorporering af miRNA-gener i udvalgte vira
kan man dermed opregulere miRNA-ekspressionen i
verten.

Det indirekte princip bygger basalt set pa leve-
ring af et gen, der medfgrer cellens dgd, nér det ud-
trykkes. I genet har man indbygget en reekke miRNA-
maélpunkter, séledes at genet ikke udtrykkes, nér de
udvalgte miRNA’er er til stede i cellen. I normale cel-
ler med hgjt niveau af de udvalgte miRNA’er sker der
sdledes ingenting, men i cancercellerne med under-
trykte miRNA’er dgr cellen, idet selvmordsgenet ud-
trykkes. Denne metode er beskrevet i en musemodel
for GBM med kombination af miRNA-31, miRNA-127
og miRNA-143 [19].
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Direkte mikro-RNA-baseret terapi. Opre-
guleret onkogent mikro-RNA kan haam-
mes med: 1) small-molecule-inhibito-
rer, der pa transkriptionsniveau
haemmer mikro-RNA, 2) antisense-oli-
gonukleotider, der binder til maturt mi-
kro-RNA og herved inaktiverer det,

3) maskerede antisense-oligonukleoti-
der, der kompetitivt haemmer mikro-
RNA-RISC-binding til mal-messenger-
RNA ved at maskere bindingsstedet,

4) mikro-RNA-svampe, der suger mikro-
RNA-RISC til sig via komplementaere mi-
kro-RNA-bindingssteder. Nedreguleret
tumorsuppressor-mikro-RNA kan opre-
guleres med: 5) syntetisk mikro-RNA,
6) mikro-RNA-vektorer, hvor mikro-RNA-
gener inkorporeres i vira, der efter-
fglgende angriber cellerne og tran-
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Udfordringer

Som det fremgar, er der identificeret flere mulige
miRNA-targets i gliomer. Der er uden tvivl andre
endnu uopdagede miRNA-targets, og man ma for-
vente, at der i fremtiden fokuseres pd mulige CSC-
specifikke targets. Der er gennemfgrt flere dyreforsgg
med enten ned- eller opregulering af udvalgte dere-
gulerede miRNA’er i gliomer, hvorved tumorcellernes
veaekst er blevet haemmet. Dette er gennemfgrt med
flere forskellige teknikker, der dog alle er kendeteg-
net ved, at de ikke er direkte anvendelige i klinikken.
Man har saledes endnu ikke en dokumenteret brug-
bar teknik til cerebral miRNA-baseret behandling.
Administration er uden tvivl den stgrste udfordring,
der ma overvindes, fgr miRNA-baseret behandling af
hjernetumorer bliver praktisk anvendelig. Et stort
problem er blod-hjerne-barrieren, der minimerer
chancen for at opnd et terapeutisk niveau i hjernen
ved administration uden for hjernen. Derfor retter in-
teressen sig mod lokal administration. Det mest lo-
vende her er convection-enhanced-delivery [20], hvor
et legemiddel infunderes via et mikrokateter, der er
placeret i vevet. Der opnds herved en hgj koncentra-
tion i interstitialvaesken over et relativt stort omrade.
Fra interstitset ind i cellerne er der ogsa udfordringer
som biologisk instabilitet og lavt celluleert optag. Der
er forsggt flere forskellige strategier til at komme
uden om dette, herunder forskellige kemiske modifi-
kationer, som ogsé er navnt tidligere. En anden stra-
tegi er indpakning af leegemidler i sdkaldte nanocar-
riers, der gger stabiliteten og det cellulere optag,
samtidig med at toksiciteten er lav.

Overordnet set er der sdledes grund til opti-
misme om miRNA-baseret forbedring af behandlin-
gen af gliomer i fremtiden, hvilket pa alle mader er
gnskveerdigt for de mennesker, der far konstateret
disse tumorer.
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