| DNA origami

Kan
av DNA bli en
del av kampen
mot cancer?
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| bérjan av 8o-talet arbetade en professor vid namn Ned Seeman pa New York University. Ned
Seeman forsokte 16sa protein-strukturer med kristallografi men han hade ett problem: Inga av de
proteiner han arbetade med verkade bilda kristaller. For att kunna bestamma
strukturen hos ett protein med rontgenkristallografi s mdste man ha
just kristaller. 53 som Ned Seeman berattade historien, sa var han pa
vag att forlora jobbet om han inte fick resultat. Han bérjade fun-
dera pad alternativa sétt att ”hjalpa till” med kristallbildningen. Det
han hittade pd har sedan dess vuxit till ett helt félt, ndmligen att
anvanda sma DNA-strangar for att sétta ihop designade struktu-
rer. Under de f&ljande drtiondena larde vi oss att bygga med DNA
lite som man bygger med Lego, fast pd nanometerskalan och ett
av faltets genombrott kom 2006 ndr Paul Rothemund, vid Caltech,
upptdckte DNA origami.’
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| DNA origami

»Just nu letar vi efter samarbetspartners med cancer-
expertis och hoppas kunna ta projektet till néista niva.«

Vad ir DNA origami och hur fungerar det?

I DNA origami anvinder vi en lang, enkelstriangad
DNA-molekyl och till den 1dnga molekylen tillsétter vi
smé korta DNA-stringar som binder till olika delar av
den langa. Pa sa sitt si viks den langa striangen ihop och
genom att designa hur, sa kan vi viva nanometerstora
“virkningar” av DNA, dir formen bestdms helt och
héllet av DNA-koderna som vi blandar. En typisk nanos-
truktur gjord med DNA origami dr ungefir lika stor som
ett virus, men vi kan designa och férutsiga formen pa
strukturerna med extrem precision.

Nanometerstora strukturer

och deras anviindningsomraden

DNA origami kan idag vika DNA till i princip vilken
form vi vill, och forskare har gjort nanometerstora
kuber, sfarer, gubbar med mera. Det kan liknas vid

en teknik for 3D-utskrifter pA nanometerskalan. S
varfor ar det viktigt? Jag vill hdvda att DNA origami ar
en teknik som &r helt omatchad i att skapa monster av
biologiska molekyler pa nanometerskalan. Det vi gor,
ir att vi anvinder DNA origami som en grundstruktur,
en byggstillning, och sedan dekorerar vi dessa med
proteiner, peptider, smé molekyler med mera.

Genom att kontrollera exakt vilken bit av DNA e

som vi sétter ett protein p4, si kan vi kontroll-

era exakt vilka monster av dessa proteiner i
i

som bildas nér vi viker vir DNA origami. Dessa 4 O Ty

nano-monster av proteiner eller andra moleky- 3 A
e

ler anvander vi sedan for att studera hur celler
reagerar. Genom att géra manga sddana forsok kan
vi sakta lara oss att forsta cellernas blindskrift, hur
celler via ytreceptorer kidnner av sin omgivning och
reagerar pa den.

Upptickten av monster for apoptos

med TRAIL-liknande peptider

I ett forsok for nagra ar sedan utférde vi ett forsok med
peptider som imiterar TRAIL. TRAIL eller Dulaner-
min &r ett protein som binder till s.k. dodsreceptorer,
framst DR5 eller Death Receptor 5. Detta protein, samt
antikroppsagonister som ocksa binder till DR5 och DR4
(som Mapatumumab och Lexatumumab) har under
relativt 1ang tid undersokts for cancerterapi eftersom
aktivering av receptorn leder till apoptos som skulle
kunna anvindas for att eliminera cancerceller. Med
hjélp av tidigare hypoteser om hur DR5 signalerar kun-
de vi designa olika monster pa nanometerniva av den
TRAIL-liknande peptiden med hjilp av DNA origami.
Vi fann snabbt i cellstudier, att peptiden bara indu-
cerade apoptos nir den placerades i smé, hexagonala
monster om sex peptider, med ett inbordes avstand
mellan peptiderna pa mindre 4n 10 nm.2 Om peptiderna
gavs il6sning, eller placerades pa DNA origami med
inbordes avstand storre dn 10 nm, sa var de verknings-
16sa. Genom att anvinda DNA origami kunde vi alltsa
sluta oss till att bara vissa specifika monster av dessa
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DRs-bindande peptider var cytotoxiska. Vi hade fatt en
ledtrad om hur en del av cellernas blindskrift fungerade
och vi hade hittat ett meddelande (ett monster) som
verkade fungera som en order till cancerceller att begé
sjalvmord.

Design av nanostrukturer for kontrollerad cyto-
toxicitet

Att bara injicera denna specifika nanostruktur av
TRAIL-peptider skulle dock inte vara négon bra terapi.
DR5 uttrycks i ménga celler och det aktiva monstret
verkade vildigt cytotoxiskt. Vi behovde ett sitt att
aktivera monstret nira cancerceller, men inaktivera det
i 6vrigt. Min doktorand Yang Wang tog tag i problemet
och losningen var att gdmma monstret i magen pé en
DNA-nanostruktur, och bara visa upp det i en specifik
miljo.

Trippel-helixar: En pH-beroende 16sning
Att DNA kan bilda en dubbel-helix vet de flesta. Men att
DNA under vissa forhallanden &ven kan bilda en trip-
pel-helix dr mindre kint. Genom att vilja baserna nog-
grant kan vi bilda en trippel-helix vid specifika pH.
Nér omgivningen &r sur bildas en trippel-helix,
ndr omgivningen ar neutral, slipper den tredje
: DNA-stridngen och kvar blir en dubbel-helix.
i Yang designade en DNA-struktur med en
hélighet i mitten, likt en tunna utan lock. I
* \'."" tunnans mage installerade vi 6 TRAIL-pep-
tider och 6 specifika dubbel-helixar precis
bredvid. Nir pH:t sjunker, s& bildar DNA:t
som peptiderna monterats pa, en trippel-helix med
intilliggande DNA som ér riktad langs med tunnans
langsidor och pekar darmed upp, och ut ur tunnan. Nar
pH &r neutralt s bildas inte trippel-helix och DNA:t
som TRAIL-peptiderna sitter pa, pekar i stillet in i
tunnans mage. Vi hade allts designat en struktur som
vid neutralt pH ar ofarlig (peptiderna géms i struktu-
rens mage), men vid nagot surare pH (mindre in pH 6.8)
inducerar den apoptos och blir ddrmed cytotoxisk.

Nanorobotar for cancerbehandling:
Forsta experimenten
Eftersom cancertumorer generellt sett har hogre
metabolism och svarare med blodgenomstréomning dn
friska organ, resulterar det ofta i ett pH som &r surare i
tumoren dn omgivande vavnad. Idén var alltsa att desig-
na en autonom "nanorobot” som kan bedéoma pH:t i sin
omgivning och visa upp det cytotoxiska nano-ménstret
av peptider som vi upptéckt tidigare, bara néar pH &ar
under 6.8.3

Med denna formulering utforde vi djurforsok. I
immunoresistenta moss med subkutana xenografts av
maénskliga brostcancerceller sag vi en signifikant re-
duktion av tumortillvaxt, upp till 70%, efter injektioner
innehallandes nanostrukturerna. Genom att anvinda
en variant av nanoroboten, en dir sekvensen som bildar
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trippel-helixarna som far peptiderna att skjuta ut vid
lagre pH, muterats nagot, sa sig vi ingen effekt alls - en
tydlig indikation pa att mekanismen faktiskt fungerar
som vi tror.

Utmaningar och framtidsutsikter
inom DNA origami-terapier
Aven om denna typ av nanorobotar av DNA-origami

visar pa potential for eventuella framtida behandlingar,

sa ar det mycket som aterstar att gora. Vara strukturer
verkar ha bra specificitet mot subkutana xenografts,
men ar pH-switchen tillrackligt for att ge specificitet
mot mer realistiska cancermodeller? Kan nanoroboten
ge biverkningar i ménniskor? Vi kunde inte se nagra
tydliga biverkningar i méss, men dar beh6vs ocksa mer
realistiska modeller for att dra négra slutsatser. Just nu
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letar vi efter samarbetspartners med cancerexpertis
och hoppas kunna ta projektet till ndsta niva.
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