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Uspecifikke effekter af visse RNAi-molekyler brugt til
behandling af aldersrelateret maculadegeneration

Postdoc Mette Ebbesen, professor Toke Bek, professor Finn Skou Pedersen & professor Thomas G. Jensen

Aldersrelateret maculadegeneration (AMD) er den
hyppigste rsag til svagsynethed og blindhed blandt
@ldre i den vestlige verden. AMD kan opdelesien
atrofisk (tgr) form, som skyldes aldersbetinget dege-
neration af nethindens veav, og en ekssudativ (vad)
form, som oftest skyldes indvekst af blodkar fra det
koroidale karsystem. Denne karindvakst medfgrer
destruktion af nethinden, enten pé grund af blodkar-
renes invasion i det neuronale vaev eller pé grund af
pdemdannelse og blgdninger, som er en fglge af de-
fekte barriereegenskaber i de prolifererende kar. Ind-
veakst af koroidale blodkar i nethinden er atheengig af
flere faktorer, herunder andringer i pigmentepitelets
basalmembran (Bruchs membran), som under nor-
male omsteendigheder udggr en barriere for karind-
veekst, samt tilstedevarelsen af en raekke vaekstfakto-
rer, herunder vascular endothelial growth factor
(VEGP).

Der har i de seneste ar vaeret et stort fokus pé be-
handling af vdd AMD ved at haemme virkningen af
VEGF pa de koroidale kar. Kliniske studier [1-3] har
vist en positiv effekt af intravitreal injektion af VEGF-
haemmere, og pd baggrund af disse studier har
Sundhedsstyrelsen godkendt, at behandlingen kan
udfgres som udviklingsfunktion til behandling af vad
AMD ved nogle fa centre i Danmark. Det er en
ulempe ved behandlingen, at den skal gentages ofte,
da det er resursekreevende og giver en kumulering af
de risici, der er forbundet med intraokuler injektion.
Der arbejdes derfor med at optimere behandlingen,
s& de VEGF-heemmende stoffer kan gives med leen-
gere mellemrum. F.eks. arbejdes der med metoder,
der er baseret pa den biologiske mekanisme ribonu-
kleinsyreinterferens (RNAi), der kontrollerer normal
genekspression (Figur 1). RNAi blev fgrste gang be-
skrevet i 1998 [4] og kan benyttes til specifikt at ned-
lukke gener pa posttransskriptionelt niveau. RNAi
kan anses for at vaere en naturlig mekanisme til be-
skyttelse mod mobile endogene transposable elemen-
ter og invasion af eksogene virus, der har dobbelt-
strenget RNA (dsRNA) som intermedizert produkt
[5]. RNAi nedlukker gener posttransskriptionelt ved
at klgve lange dsRNA’er ved hjalp af enzymet Dicer.
Herved fremkommer 21-23 nukleotider (nt) lange
RNA-duplekser, ogsa kaldet sma interfererende RNA

(siRNA). SiRNA-molekylerne indkorporeres efterfgl- STATUSARTIKEL
gende i proteinet RNA-induced silencing complex
(RISC). Dette bevirker, at RISC genkender og klgver
mRNA’er, der har en komplementer sekvens til
siRNA’erne, og de proteiner, der kodes af de klgvede

mRNA’er, produceres dermed ikke [6].
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KLINISKE FORS®G MED
RIBONUKLEINSYREINTERFERENS MOD
ALDERSRELATERET MACULADEGENERATION

I kliniske forsgg forsgges blodkardannelsen (angioge-

nesen) i AMD hammet ved at nedlukke signalkaska-
den, der fremmer angiogenese. Den prakliniske basis
for disse kliniske forsgg er bl.a. eksperimenter i mus
fra 2003, som viste, at RNAi mod vascular endothelial
growth factor-A (VEGFA) og dens receptor (VEGFR1)
hemmer laserinduceret koroidal neovaskularisering
(CNV). Man designede siRNA-molekyler specifikt
mod mRNA, der koder for VEGFA og VEGFR1 og inji-
cerede disse direkte i det syge gje pa mus. Dette redu-
cerede angiogenesen. Man tolkede disse fund som en
folge af, at siRNA optages i cellen og specifikt nedluk-
ker udtrykket af VEGFA og VEGFR1, hvorved angio-
genese i gjet heemmes [7, 8]. Kliniske forsgg med
RNAi-molekylerne, der fik navnet bevasiranib, til be-

AGO2 = argonaute 2-proteinet

AMD = aldersrelateret maculadegeneration
dsRNA = dobbeltstrenget RNA

I-kB = supressorprotein

IFNy = interferon-y

I-12 = Interleukin-12

Luc = luciferase

NF-kB = transskriptionsfaktor

nt = nukleotider

RISC = RNA-induced silencing complex

RNA = ribonukleinsyre

RNAi = ribonukleinsyreinterferens

siRNA = sma interfererende RNA

TLR3 = toll-like receptor 3

TRIF = adaptorprotein

VEGF = vascular endothelial growth factor
VEGFA = vascular endothelial growth factor-A
VEGFR1 = receptor for vascular endothelial growth factor-A
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Mekanismen bag ribonukleinsyreinterferens. Lange dobbeltstrengede RNA-molekyler (dsRNA) op-
tages af cellen. | cytoplasma klgves dsRNA til sma interfererende RNA (siRNA) af enzymet Dicer
(siRNA kan ogsa introduceres direkte). SiRNA inkorporeres da i proteinet RNA-induced silencing

complex (RISC). Dette resulterer i klgvning af sense-strengen af proteinet argonaute 2 (AGO2). Akti-

veret RISC-siRNA-kompleks binder og nedbryder derefter mRNA, der er komplementzer til sSiRNA.
Dette medfgrer nedlukning af malgenet. Det aktiverede RISC-siRNA-kompleks kan derefter genan-
vendes (Figuren er inspireret af [11, Figur 1]).
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Potentiel siRNA-interaktion via receptoren TLR3. Kleinman et al [9] viste, at uspecifikke siRNA-mole-

kyler binder direkte til receptoren TLR3. Dette resulterer i dimerisering af TLR3 og dermed aktive-
ring af en intracellulaer pathway, der involverer adaptorproteinet TRIF. Samtidig nedbrydes kom-
plekset mellem suppressorproteinet I-xB og subunits fra transkriptionsfaktoren NF-xB. NF-xB
aktiverer derefter gener, der koder for interferon-y (IFN-y) og interleukin-12 (IL-12), hvilket haem-
mer angiogenesen (Figuren er inspireret af [14, Figur 1]).
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handling af AMD startede i 2004, og dette var fprste
gang, at RNAi-terapeutika blev anvendt i mennesker
[10,11].

NYE FUND SAR TVIVL OM DEN PRZKLINISKE BASIS
FOR KLINISKE FORS®G

Kleinman et al satte sig for at undersgge, om nedluk-
ningen af udtrykket af VEGFA og VEGFR1 og dermed
haemningen af angiogenesen i gjet sker specifikt ved
hjeelp af RNAi [9]. Gruppen injicerede derfor forskel-
lige ikkespecifikke siRNA-molekyler direkte i gjet

(i glaslegemet) pé forsggsmus med CNV, hvilket re-
sulterede i en dosisatheengig heemning af CNV. Der-
udover testede Kleinman et al siRNA’er med en til-
faeldig (random) sekvens og siRNA-molekyler med
kemiske modifikationer, der hindrer inkorporering i
RNA-induced silencing complex (RISC) [7]. Begge
disse typer af siRNA-molekyler hammede ogsa CNV.

Dernest undersggte Kleinman et al mekanismen
bag den siRNA-medierede haamning af angiogenesen
imus. Gruppens tese var, at siRNA-molekyler aktive-
rer overfladereceptoren toll-like receptor 3 (TLR3)
(der normalt fungerer som dobbeltstrenget viral
RNA-sensor), og at denne aktivering af TLR3 med-
fgrer heemning af CNV (Figur 2). Tesen blev under-
stottet af eksperimenter, der viste, at uspecifikke
siRNA’er ikke nedlukker CNV i mus, der ikke udtryk-
ker TLR3 (Tlr3-/--mus) [9]. Derudover viste grup-
pen, at CNV-reduktion i mus ved hjelp af siRNA mod
markgrgenet, der koder for luciferase (Luc), kunne
haemmes ved at tilseette TLR3 i oplgsning. Dette
gjaldt dog ikke, hvis der tilsattes TLR4 i oplgsning
eller denatureret TLR3. Dette tyder pd, at TLR3 i op-
lgsning konkurrerer med TLR3-sensoren, og dermed
at der er en direkte interaktion mellem siRNA og
TLR3. Kleinman et al viste ogsa, at CNV reduktion ved
hjeelp af siRNA mod Luc forhindres ved at tilsaette
antistof mod TLR3 (dvs. at TLR3 blokeres).
Tilsammen tyder disse eksperimenter pd, at sSiRNA
aktiverer TLR3, som heemmer angiogenesen [9].

Kleinman et al underspgte ogsd, hvilken leengde
af siRNA, der er optimal for at aktivere TLR3. De
fandt, at 21 og 23 nt siRNA-molekyler hammer CNV,
mens dette ikke er tilfaeldet for hverken 7, 13, 16 eller
19 nt siRNA. Derudover viste de, at lange siRNA’er pa
1.000 nt ogsa heemmer angiogenesen. Dette viser, at
siRNAer skal veere mindst 21 nt lange for at aktivere
TLR3 og dermed haamme angiogenesen.

Ved ovenstdende forsgg mener Kleinman et al [9]
saledes at have vist, at hemningen af CNV ikke sker
ved hjelp af RNAi, som man troede, men ved aktive-
ring af TLR3. Der har tidligere vaeret eksempler pa,
at effekter, der i fgrste omgang blev tilskrevet RNAI,
viste sig at skyldes en mere uspecifik aktivering af cel-
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lernes innate immunforsvar. Dette gaelder bl.a. for
benyttelse af siRNA mod virusinfektioner, hvor den
antivirale effekt i nogle tilfeelde har mattet tilskrives
en uspecifik aktivering af interferonsystemet [12].

MULIGE KONSEKVENSER

Baseret pé de nye fund blev det diskuteret, om man
burde fortsette de kliniske forsgg, der benytter RNAi
mod VEGFA og VEGFR1, fordi grundlaget for studi-
erne og for patienternes informerede samtykke var
endret. Det blev fremfort, at de nye fund er et tilba-
geslag for terapeutiske anvendelser af RNAi, og at
resultaterne illustrerer vigtigheden af at inkludere
egnede kontroller i prakliniske forsgg [13]. Desuden
blev der papeget betydningen af, at siRNA, som an-
vendes i terapeutisk gjemed, pakkes ind eller skeer-
mes, sa de ikke kommer i kontakt med immunrecep-
torer [13]. Firmaet OPKO Health, Inc., der stod for
behandlingen, annoncerede i marts 2009, at et fase
III-forsgg med RNAi-molekylerne blev standset.

Det skal preeciseres, at uspecifik binding af siRNA
til TLR3 kun er pavist for siRNA-molekyler, der bestar
af 21 eller flere nukleotider. Et lignende siRNA-lage-
middel, der aktuelt i Danmark er under fase II-klinisk
afprgvning til behandling af diabetisk maculagdem,
er et 19-nukleotider langt RNA-molekyle, som er vist
at kunne nedregulere signaleringen fra sit targetgen
RTP801 uden at aktivere TLR3 [15].

Behandling af patologisk angiogenese med
VEGF-haammer er den forste kendte interventions-
mulighed mod ekssudativ AMD, som er specifikt
rettet mod at haamme et led i sygdommens udvikling.
Den aktuelt anvendte behandling kraever hyppige,
ofte ménedlige, injektioner i corpus vitreum af
stoffer, som binder VEGF, og dermed heemmer virk-
ningen af stoffet pd receptorniveau. Dette er omkost-
ningskravende, bade for patienterne og sundheds-
vaesenet. Det vil derfor have stor betydning at kunne
udvikle nye metoder til at heemme den angiogenese-
fremmende virkning af VEGF, herunder haemning af
VEGF-syntesen med RNAI.

Som det fremgér af artiklen, er det muligt at
opna en specifik effekt af RNAI, hvis siRNA-moleky-
lerne indkapsles, sé de ikke reagerer med uspecifikke
receptorer pa vejen fra indferingsstedet til de celler,
hvor de skal virke. @jet er et oplagt méalorgan for
udviklingen af sédanne nye administrationsméder,
for det fgrste fordi stoffer, der er indgivet i corpus
vitreum kun vil have mulighed for at interagere med
nogle fa og velkendte celletyper i gjets nethinde og
pigmentepitel, og for det andet fordi injektionen og
dens konsekvenser kan observeres direkte gennem
gjets optik in vivo. Dog ikke mindst, fordi en mulig
effekt vil have direkte implikationer for behandlingen

Sma interfererende ribonukleinsyre (siRNA)-medieret nedregulation
af vascular endothelial growth factor (VEGF) eller dennes receptor
afprgves til behandling af patienter med aldersrelateret maculade-
generation (AMD).

Resultater fra dyreforsgg tyder pa uspecifikke ekstracellulaere effekter
af visse typer af ribonukleinsyreinterferens (RNAi)-molekyler.

Mekanismen ser ud til at inkludere binding til toll-like-receptorer
(TLR3).

af alvorlig synstruende gjensygdom, herunder serligt
ekssudativ aldersrelateret maculadegeneration.
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