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At give fingeren til Huntingtons Sygdom - to
forskningsgrupper har succes med
zinkfinger-laegemidiler i celler og mus

Zinkfingerlaegemidler nedsaetter succesfuldt produktionen af det skadelige protein i
celle- og musemodeller for HS

@ Skrevet af Professor Ed Wild 10. december 2012 Redigeret af Dr Jeff Carroll

Oversat af Signe Marie Borch Nielsen Oprindelig offentliggjort 1. november 2012

t designe laegemidler, der far vores celler til at lave mindre af det skadelige

mutante huntingtin-protein, er en af de mest lovende tilgange til behandling af

Huntingtons Sygdom. De fleste huntingtin-reducerende forsag hidtil har forsggt at
“skyde budbringeren” snarere end at angribe kilden til budskabet - selve DNA'et. Nu har to
uafhaengige studier haft succes med behandling af HS-mus med “zinkfinger-laagemidler” -
som interagerer direkte med HS-genet. Denne nye teknologi er stadig i den tidlige
udviklingsfase: hvad ved vi, og hvilke udfordringer ligger forude?

Hvad i alverden er zinkfingre?

Zink er det skinnende metal som findes i “selv’-menter, batterier og hvid maling. Men vores
egne kroppe bruger ogsa zink til et speendende formal - som forskerne haber at kunne
udnytte til at bekaempe Huntingtons Sygdom. Det viser sig, at zink har stor betydning for,
hvorvidt cellerne er i stand til at kontrollere aktivitetsniveauerne af forskellige gener i vores
DNA.
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Zinkfingre kan designes til at binde sig til en hvilken som helst DNA-sekvens vi gnsker. De
ligner dog ikke rigtigt en robothand, som navnet ellers kunne antyde.

Husk pa at et gen er et seet instruktioner, stavet med de kemiske ‘bogstaver’' A, C, Gog T.
Hvert gen bestar af en specifik sekvens af bogstaver, og celler bruger zink-holdige
proteiner til at hjeelpe med at kontrollere individuelle gener baseret pa deres specifikke
bogstavsekvens.

Nar zink binder sig til et gen-kontrollerende protein, danner de tilsammen et “zinkfinger-
protein” - navnet skyldes, at det kan raekke ind i det smalle mellemrum imellem de to DNA-
strenge og rere ved den bogstavrakkefelge, de er lavet til.

Et enkelt zinkfinger-protein kan binde sig til tre bogstaver ad gangen, afhangigt af hvordan
zink- og proteindelene er arrangeret. Sa én zinkfinger kunne ga efter sekvensen “ATG”,
mens en anden kan ga efter “CAG".

Den spaendende del er, at individuelle zinkfingre kan saettes sammen efter hinanden. Saetter
man fx de to fernaevnte proteiner sammen, ville man ende op med et molekyle, der binder til
bogstavssekvensen ATG-CAG.

Designerfingre

Efter artiers arbejde med at afkode og forsta vores DNA og gener, kan forskerne nu skabe
syntetiske zinkfingre, som er fremstillet til at binde sig til en hvilken som helst DNA-
sekvens, de matte onske.

Endvidere kan disse syntetiske zinkfingermolekyler endres, sa de kan pakkes sammen med
andre leegemidler, for at skabe DNA-bindende proteinvaerktgjer, der bade kan holde pa3,
skeere i, lime og blokere for DNA.
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Da Huntingtons Sygdom er forarsaget af et enkelt defekt gen, er det en god kandidat til
zinkfinger-laegemiddelforskning.

Huntingtons Sygdom opstar, nar en person har en stavefejl i det gen, der forteeller cellerne,
hvordan de skal lave et bestemt protein, der kaldes huntingtin. Nar en person har for mange
gentagelser af bogstavsekvensen ‘CAG’ efter hinanden neer starten af huntingtin-genet,
laves der en skadelig “mutant” variant af proteinet, der produceres ud fra anvisningerne i
genet.

Blokering af HS-genet ved kilden

To grupper af forskere - den ene en forskningsgruppe fra Barcelona, Spanien, den anden en
biotekvirksomhed fra Californien kaldet Sangamo - har netop annonceret, at de har
gennemfort vellykkede forseg med zinkfinger-laegemidler rettet mod genet for Huntingtons
Sygdom.

Det spanske holds resultater blev for nylig offentliggjort i tidsskriftet PNAS. Sangamos
resultater blev praesenteret pa det seneste ‘Society for Neuroscience’-mgde i New Orleans,
hvor HDBuzz var blandt publikum.

Begge grupper har designet zinkfinger-molekyler, der binder sig til den del af huntingtin-
genet, hvor der er mange “CAG”-gentagelser - pa den made kan molekylerne forteelle
cellerne, at de ikke skal afleese genet.

Zinkfinger-proteinerne blev udvalgt og tilpasset til at binde sig sa godt som muligt til de
skadelige lange CAG-raekker, uden at binde sig til CAG-raekker af normal leengde. Det
spanske hold kaldte det ‘molekylzer malebands’-tilgangen.

Efter lidt kemiske tilpasninger, kunne hver af grupperne derpa teste deres bedste opskrifter
pa zinkfingre i celler, der vokser i en petriskal.

»Nar forst et zinkfinger-protein er blevet rettet mod en specifik DNA-sekvens,
bliver det teoretisk set muligt at gere mange spandende ting. «

Virale proteiner

Desveerre kan forskerne ikke bare designe og lave et zinkfinger-protein og heelde det over
nogle celler, eller proppe det ind i en pille. Proteiner som zinkfinger-laegemidlerne er nemlig
store, komplekse og skregbelige. Hvis man indtog dem som en pille, ville l.egemidlet
nedbrydes af fordgjelsessystemet.

Selv hvis man gav dem som en injektion i blodet, vil zinkfinger-proteinet ikke na hjernen,
endsige komme sa langt som ind i kernen af vores neuroner, hvor det skal na hen for at
udfere sit arbejde.

For at lgse dette problem, kan forskerne bruge virus til at na ind i cellernes kerner.
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Efter at have valgt det zinkfinger-protein som de gnsker, er det forholdsvis ligetil for
forskerne at designe en DNA-sekvens, der forteller celler, at de skal fremstille lige praecis
det protein. Denne DNA-sekvens kan derefter puttes ind i viruspartikler kaldet AAV, som er
ufarlige, men gode til at inficere neuroner.

Nar virusen meder en egnet celle, sprojter den sit indhold af DNA ind i cellen hvorved cellen
omdannes til en lille fabrik, der kan fremstille zinkfinger-laagemidlet!

Afprovning i celler

Det spanske hold finpudsede deres bedste potentielle zinkfinger-leegemidler i flere typer
gensplejsede celler samt celler dyrket fra hudpraver fra patienter med Huntingtons
Sygdom. Forskerne fra Sangamo brugte ogsa disse HS-patientceller samt hjerneceller fra
en HS-musemodel.

Begge holds zinkfinger-laagemidler gjorde som de skulle og reducerede aktiviteten af
gener, der indeholder en lang straekning med CAG-gentagelser.

Uonskede effekter

Der er dog en mulig hage her. Huntingtingenet er ikke det eneste, der indeholder et stort
antal CAG-gentagelser - det er der masser af andre gener, som ogsa ger. Sa derfor kunne
et lazgemiddel, der er malrettet mod CAG-rige omrader, komme til at slukke for disse gener
ogsa, hvilket kan ende med at gere mere skade end gavn.

En lille szerhed ved huntingtingenet kan veaere nyttig, nar det kommer til at undga disse
sakaldte “off-target effekter”. CAG-omradet i huntingtingenet ligger meget taet pa starten af
genet, hvor zinkfinger-laegemidler virker mest effektivt.

Begge grupper foretog malinger for at se, om andre gener blev pavirkede af zinkfinger-
leegemidlerne, og deres resultater var opmuntrende. De eventuelle virkninger, der opstod,
var sma sammenlignet med den gnskede virkning pa det mutante huntingtingen.

Gor musene klar

Den spanske gruppe, som er naet en smule lsengere med deres arbejde, valgte derefter at
teste deres bedste zinkfinger-laagemiddel i en musemodel for Huntingtons Sygdom.
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The huntingtin protein

Forskellen mellem zinkfingre og “traditionel” genhaamning via RNA er, at zinkfingre
forhindrer, at der produceres RNA ved at binde til DNA, mens genhamningsteknikker som
RNA interferens (RNA.I) eller anti-sense oligonukleotider (ASOer) forhindrer, at der
produceres protein, ved at binde sig til RNA.

De gav musene en enkelt injektion i hjernen, der indeholdt viruspartikler pakket med DNA-
instruktioner i at fremstille zinkfinger-protein.

Aktiviteten af det mutante huntingtingen blev reduceret med omkring 50% i hjernen taet ved
injektionsstedet. Fremkomsten af klatter af mutant huntingtin-protein blev ogsa reduceret
med omkring 40%. Der var ingen tegn pa skadelige virkninger sdsom vaegttab, men
undersgagelsen var for lille til at afgere, om zinkfinger-leegemidlet forbedrede
sygdomssymptomerne.

Vent nu lige lidt - er det ikke bare
genhamning?

Hvis det du har laest her om zinkfinger-teknologi minder dig om “genhamning” eller
“huntingtin-reducerende” metoder til behandling af Huntingtons Sygdom, sa giv dig selv et
klap pa skulderen. Hvad disse grupper forseger at gare, er dybest set “genhaemning”, med
et twist - det er rettet direkte mod DNA'et, snarere end mod et “meddelelsesmolekyle”
kaldet RNA.

Hidtil har de fleste forseg pa at seenke huntingtinproduktionen fokuseret pa RNA-
beskedmolekyler, fordi det er lettere at designe lsegemidler rettet mod RNA end DNA. RNA
flyder rundt i cellerne som en enkelt streng, mens DNA er gemt veek i vores cellers kerne.
Desuden har RNA-haemningsmedicin eksisteret laengere, og nogle behaver ikke engang at
blive pakket ind i viruspartikler.
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Da forseg med RNA-baserede genhamnings-leegemidler har vaeret vellykkede indtil videre,
hvorfor sa bruge tid pa den sterre udfordring med at malrette medicin mod huntingtin-
genets DNA, isaer hvis det betyder brug af viruspartikler og store, skrgbelige stoffer
fremstillet af protein? Det er et rimeligt spergsmal, og der er tre svar.

For det farste gar man her direkte til arsagen til Huntingtons Sygdom. Vi ved med sikkerhed,
at mutationen i huntingtingenet er den ultimative grund til, at folk far HS. At ga efter DNA'et
med zinkfingre betyder, at man malrettet gar efter den kendte arsag til sygdommen. Selvom
RNA er et vigtigt punkt i processen nar celler laver mutant protein, sa er det stadigvaek et
skridt vaek fra den egentlige arsag - genmutationen. Zinkfinger-entusiaster mener, at det er
veerd at fors@ge at overvinde de yderligere forhindringer der er, for at udvikle medicin rettet
mod DNA, fordi der er en chance for, at slutresultatet kan vaere mere sikkert og mere
effektivt.

Det andet svar vedrgrer RNA. Traditionelt set har biologer antaget, at RNA ikke direkte ger
nyttige eller skadelige ting - det indeholder simpelthen bare noget information som aflaeses
af det celluleere maskineri. Men vi ved nu, at der er mere i det end det, og der er flere
genetiske sygdomme, hvor RNA-molekyler er direkte giftige for celler, snarere end blot at
veere beaerere af et skadeligt budskab.

Mens alle er enige om, at det muterede huntingtin-protein er den vigtigste arsag til skader i
Huntingtons Sygdom, er der nogle forskere der mener, at huntingtin-RNA kunne give ophav
til yderligere skade. Andre er uenige, men hvis RNA kan veere skadeligt, virker det ideelt at
forhindre det i at blive lavet, i stedet for at slippe af med det bagefter.

Den sidste grund handler om at ga videre end genhamning. Zinkfingre kan bruges til mere
end at reducere gen-aktiviteten. Nar forst et zinkfinger-protein rettes mod en specifik DNA-
sekvens, bliver det teoretisk set muligt at gare mange spandende ting.

Hvis vi taeenker mange ar frem i fremtiden, er det muligt, at zinkfingre kan anvendes som
direkte molekylaere sakse og lim i det mutante HS-gen, og simpelthen “klippe” de ugnskede
CAG-gentagelser helt ud. Dette kaldes genomredigering, og det er en af de
fremgangsmader, som Sangamo og andre er interesserede i at forfglge.

Fordele og ulemper

De fleste af de HS-forskere vi taler med, siger, at zinkfingre er en “ret sej” made at behandle
Huntingtons Sygdom pa3, og vi er tilbgjelige til at give dem ret. At bekaempe HS pa DNA-
niveau, den egentlige arsag til problemet, er absolut noget, vi skal forsege, og vi er glade
for, at to forskellige grupper uafhaengigt af hinanden har kunnet gere fremskridt efter sa
kort tid.

Det er vigtigt at huske p3, at det vil tage lang tid at finpudse disse teknikker, som stadig er
meget nye - og det vil tage artier far ting som genomredigering vil komme til at kunne
bruges af HS-patienter.
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I mellemtiden er alle, der beskaeftiger sig med HS, stadig begejstrede for de igangvasrende
bestrabelser rundt om i verden pa at seenke huntingtinniveauet ved at ga malrettet efter
RNA. Disse teknikker er meget laengere fremme, og ber vaere pa vej mod kliniske studier
med mennesker meget snart.

Dr. Carroll, som har redigeret denne artikel, har tidligere arbejdet med
genhamningsteknikker via RNA indenfor Huntingtons Sygdom, og har del i et patent
associeret til dette. Artiklen blev udformet uden hans input, og hans forskning og
publikationer indgar ikke direkte i artiklen. Redigeringen af artiklen, med henblik pa at sikre
dennes videnskabelige ngjagtighed, aendrede hverken dens indhold eller vinkling. For mere
information om vores offentliggerelsespraksis kig under FAQ...

ORDLISTE

Huntingtin-protein proteinet, der dannes af HS-genet.

Genomredigering brugen af zink finger nukleaser eller CRISPR til at lave sendringer i
DNAet. "Genom" er et ord, som bruges om alt det DNA vi hver isaer har

Genhaemning en made at behandle HS pa, hvor der benyttes malrettede molekyler, der
forteeller cellerne, at de ikke skal producere det skadelige huntingtinprotein

Kerne en del af cellen, der indeholder gener (DNA)

RNA det molekyle, der ligner DNA, som fungerer som 'budbringer'-molekyle i cellerne,
nar de laver arbejdskopier af generne til proteinproduktionen
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