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ANOTACE

Prace se zaméfuje na aktudlni vyzkumny stav terapeutického vyuziti siRNA. Nastifiuje
obecné mechanismy RNA interference a jeji roli v eukaryotni bufice. Popisuje chemické
modifikace a transportni systémy vyuzivané pii vyvoji siRNA 1éCiv, véetné detailngjsiho

pohledu na historicky prvni schvalené siRNA terapeutikum — Patisiran.
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TITLE
Therapeutic applications of sSiRNA

ANNOTATION

This work covers the current situation in therapeutic sSiRNA research. It briefly explains
the mechanisms of RNA interference and its role in eucaryotic cells. Describes chemical
modifications and transport systems used in the developed of siRNA therapeutics, with

emphasis on the historically first approved siRNA drug — Patisiran.
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SEZNAM ZKRATEK

ADRB2 B2 adrenergni receptory

AGO oznaceni pro rodinu proteinii Argonaute

Ago2 kataliticky aktivni protein Argonaute 2

AIDS Acquired Immunodeficiency Syndrome

ALA d-aminolevulinic acid

ALAS1 d-aminolevulinic acid synthase 1

aRNA antisense RNA

ASO antisense oligonukleotid

ATTR transthyretin-mediated amyloidosis (amyloidéza zprostfedkovana

transthyretinem)

ATTRwt wild-type ATTR, divoky typ ATTR

BMI Body Mass Index (index télesné hmotnosti)

bp pary bazi

CF cysticka fibroza

CFTR Cystic fibrosis transmembrane conductance regulator
COMPASS-31 Composite Autonomic Symptom Score 31

DNA deoxyribonucleic acid (deoxyribonukleova kyselina)
dsRNA double-stranded RNA (dvouvlaknova RNA)

ELISA Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay

EMA European Medicines Agency (Evropska agentura pro 1écivé piipravky)
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FAC
FAP
FDA
GalNAc
GIT

hATTR

HIV
IRES
IRI
LNP
miRNA

MNIS+7

MRNA
NADPH

QOL-DN (Norfolk)

PBG
PEG

PiIRNA

epitelidlni sodikovy kanal

familiarni amyloidoticka kardiomyopatie

familiarni amyloidoticka polyneuropatie

Food and Drug Administration (Utad pro kontrolu potravin a 1é¢iv)
N-acetylgalactosaminyl

gastrointestinalni trakt

hereditary transthyretin-mediated amyloidosis (hereditarni

transthyretinova amyloidoza)

human immunodeficiency virus (virus lidské imunitni nedostatecnosti)
internal ribosomal entry site (vnitini vazebné misto pro ribozém)
ischemia-reperfusion injury (ischemicko-reperfuzni poskozeni)

lipid nanoparticle (lipidova nanocastice)

micro RNA

modified Neuropathy Impairment Score (modifikované skore

neuropatického poskozeni)
messenger RNA (mediatorova RNA)
nikotinamid adenin dinukleotid fosfat

Norfolk Quality of Life — Diabetic Neuropathy (skore kvality Zivota —

u diabetického neuropatického poskozeni)
porfobilinogen
polyethylenglykol

Piwi interacting RNA



PIWI

PLK-1

PTGS

RBP

RISC

R-ODS

RNA

RNAI

rRNA

SshRNA

SiRNA

SNALP

SnoRNA

snRNA

SnRNP

SSRNA

TRBP

tRNA

TTR

P-element Induced WImpy (tfida protein)

polo-like kinase 1

post-transcriptional gene silencing (posttranskripéni tlumeni genti)
retinol binding protein (retinol vazajici protein)

RNA-induced silencing complex

Rasch-built Overall Disability Scale (Raschova stupnice miry postizeni)
ribonucleic acid (ribonukleova kyselina)

RNA interference

ribozomalni RNA

small hairpin RNA (vlasenkova RNA)

small interfering RNA (mald interferujici RNA)

stable nucleic acid lipid particles (lipozomy z lipidi a nukleovych

kyselin pokryté PEG-lipidovym konjugatem)

small nucleolar RNA (malé jadérkova RNA), téz guide RNA
small nuclear RNA (mala jaderna RNA)

small nuclear ribonucleoprotein

single-stranded RNA (jednovlaknova RNA)

trans-activation response RNA-binding protein

transferovda RNA

transthyretin



TERMINOLOGIE

Blokator H, a blokator H;: blokatory histaminovych receptord, tzv. antihistaminika.
Vyuzivaji se k prevenci a 1é¢b¢ alergickych reakci a k snizeni imunitni odpovédi (Vokurka &

Hugo, 2015)

Chorea: symptom onemocnéni charakterizovany neobvyklymi mimovolnimi pohyby

koncetin a celého téla (Vokurka & Hugo, 2015)

Dicer: endoribonukleaza katalyzujici §tépeni RNA prekurzori miRNA a siRNA (Wilson &
Doudna, 2013)

Downregulace: potlaceni exprese genu (Lodish et al., 2003, s. 577)

Duplex: dvouvlakno nukleové kyseliny sparované na zakladé komplementarity bazi (Lodish
etal., 2003, s. 104)

Komorbidita: vyskyt vice onemocnéni soucasné (Vokurka & Hugo, 2015)

Komplementarita: specifické parovani bazi a jejich sekvenci u nukleovych kyselin (Lodish
etal., 2003, s. 103)

Konformace: druh izomerie, tedy prostorového uspotadani chemickych sloucenin, nejcastéji

organickych molekul (Lodish et al., 2003, s. 21)

Kosuprese: jev, pii kterém se cizoroda RNA paruje s mRNA jiz existujici v burice a potlacuje

tak jeji expresi, vnesena RNA poté neexprimuje vlastni produkt (Napoli et al., 1990)

Loss-of-function mutace: mutace zpusobujici Gplnou ztratu funkce daného genu (Lodish et
al., 2003, s. 353)

Prevalence: pocet jedincu trpicich sledovanym onemocnénim v dané populaci, uvadény
obvykle v procentech (vztah poc¢tu nemocnych k celkovému poctu jedinct v populaci)
(Vokurka & Hugo, 2015)

Transpozon: DNA sekvence, ktera je schopna se pohybovat z jednoho mista na druhé
v genomu. Transpozony se chovaji se jako parazitické DNA, jejichz jedinou funkci je

replikace a propagace (Munoz-Lopez & Garcia-Pérez, 2010)



UVvOoD

RNA interference je jeden z mnoha mechanismt regulace genové exprese. Diky
schopnosti potlacit expresi gend, 1 jejich konkrétnich alel slouzila od svého objeveni Casto
ve vyzkumu k identifikaci funkce gent. V kombinaci snovymi poznatky v oblastech
molekularni biologie a patogeneze onemocnéni ma RNAI1 nepopiratelny potencial v kauzalni
1é¢be téchto onemocnéni. Vyuziti RNAi by tak mohlo vést k vyraznym pokrokim v 1écbé
nadorovych bujeni, nékterych dédicnych chorob, virovych nemoci a dalSich patologickych

stavu.

Hlavnimi pifedpokladanymi vyhodami 1é¢iv zaloZzenych na tomto principu jsou
sekvenéni specificita, ktera umoznuje ,,uml¢eni* konkrétni alely nebo mutace genu, minimum
vedlejsich ucinkd, snadna syntéza RNA a vyuziti mechanismu, ktery se pfirozené vyskytuje

ve vSech jadernych bunkéach.

Systémova aplikace RNALI stale jesté naraZi na problémy hlavné v efektivité distribuce
1é¢iva do cilovych bunék. Dal§imi piekazkami usp&$né terapie jsou riziko ptisobeni na jiné,
nez cilové sekvence (angl. ,,0ff-target effects*), rychla degradace RNA, toxicita, imunogenita

a rizika spojena s metodami aplikace.

Prvni 1é¢ivo zalozené na mechanismu RNAI bylo ve Spojenych statech americkych
schvaleno FDA v roce 2018, jedna se o Patisiran (komer¢ni nazev ONPATTRO) — 1ék pro

terapii polyneuropatie zptisobené hereditarni amyloidozou s defektem transthyretinu.

Tato prace predstavuje klicové typy RNA, popisuje mechanismus RNAI predevsim pro
SIRNA, podava prehled nejvyznamnéjsich oblasti uplatnéni 1€kt zalozenych na principu
RNAI a seznamuje s problematikou G¢inné a bezpecné aplikace tohoto typu 1é¢iv. Dale se tato
prace soustfedi na lécivo Patisiran, klinické studie jinych siRNA 1ékli a dalSi konkrétni

potencialni identifikované cile terapie SIRNA.
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1 RIBONUKLEOVA KYSELINA

RNA (ribonukleova kyselina) se stejné jako DNA (deoxyribonukleova kyselina) sklada
z nukleotid. Kazdy nukleotid RNA obsahuje purinovou (adenin, guanin) nebo
pyrimidinovou bazi (cytosin, uracil), monosacharid s péti uhliky ribézu a fosfatovou skupinu
na patém uhliku. Riboza se od deoxyribéozy (monosacharid v DNA) 1i8i pfitomnosti
hydroxylové skupiny na druhém uhliku, coz ji déld reaktivnéj$i a tedy méné stabilni.
Nukleotidy jsou spojeny fosfodiesterovou vazbou mezi 5'uhlikem na jednom cukerném
zbytku a 3' uhlikem pifedchoziho cukerného zbytku (Soukupova & Soukup, 1998, s. 47;
Lodish et al., 2003, s. 103).

VétSina RNA v bunikdch vznikd transkripei, tedy pifepisem z DNA pomoci RNA
polymeraz. Piepis probiha vzdy z jednoho vlakna DNA, které se oznacuje jako pracovni.
Nové nukleotidy se pfipojuji na 3' konec vznikajiciho vldkna, protoze pouze tam je volna
hydroxylova skupina pro vytvoieni nové fosfodiesterové vazby (Soukupova & Soukup, 1998,
s. 48).

Traskripce je provadéna enzymem RNA polymerazou. Ta nejprve rozpléta
dvousroubovici DNA v misté specifické sekvence oznacujici zacatek genu (iniciace). Poté
pfipojuje jednotlivé badze RNA (elongace) aZ dokud nenarazi na termindlni sekvenci
(terminace). Poté se polymeraza od vlakna odpoji. Transkribovany jsou nejen geny koddujici
proteiny, ale také geny pro RNA s katalytickou nebo signaliza¢ni funkci. Transkripce probiha
v bunkach vsech zivych organismt (Alberts et al., 2002). Transkripci jsou vénovany Obr. 1,
Obr.2aObr. 3.

R
TNk 7
Lii;ﬁ})’a“ ifu"

o

L

Tum
Obr. 1: Snimek z elektronového mikroskopu — transkripce dvou gentt pro ribozomalni RNA. Mnozstvi

polymeraz (¢erné tecky podél vlakna DNA) simultanné transkribuji gen na DNA do vlaken RNA. Tato RNA
bude tvofit soucast ribozomi a nebude translatovana do proteini. Cerné te¢ky na volnych koncich vlaken jsou
formujici se ribozomalni podjednotky. Podle délky vladken lze odvodit, Ze transkripce na obrazku probiha zleva

doprava. Zdroi: (Alberts et al., 2002).
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Transkripce je na Urovni piistupnosti DNA pro polymerdzu komplexné regulovana
proteiny, které jeji pfistup blokuji nebo naopak usnadiiuji, coz ovliviiuje také rychlost
transkripce (Alberts et al., 2002).

35 Celisti

v uzaviené L _
RNA polymeraza konfiguraci dVOJItla Sroubovice DNA

rozvijena
DNA ribonukleotid
7 trifosfaty
smér
transkripce

klapka
VvV uzaviené R o tunel

poloze vsipnl aktivni misto ribonukleotid

/ il transkripce trifosfata
/ 5 RNA
nové syntetizovany kratky usek
transkript RNA DNA/RNA Sroubovice
Obr. 2: Funkce RNA polymerazy. Zdroj: (Alberts et al., 2002)
RNA polymeraza Start/iniciacni Stop/terminaéni
kodon - pracovni kodon - pracovni

INICIACE (template) viakno (template) vliakno

Polymeraza se vaze
na sekvenci promotoru
v DNA duplexu.
"uzavieny komplex"

Polymeraza rozdéluje
vlakna DNA blizko
iniciatoru, tvori se
transkripéni bublina.
"otevieny komplex"

Transkripéni
bublina

Polymeraza katalyzuje
fosfodiester vazbu
dvou pocatecnich
ribonukleotidu (rNTP).

ELONGACE

Polymeraza postupuje 5’
3'— 5’ po pracovnim 33
vlaknu, déli duplex
DNA a pfidava rNTP Rodici se Hybridni duplex
k narustajici RNA. RNA i DNA-RNA

TERMINACE

Dosazenim stop kodonu 3’
transkripéni polymeraza &
uvoliiuje kompletni RNA \f

a oddéluje se od DNA

Vytvorené
vldkno RNA

Obr. 3: Kroky transkripce. NTP — ribonukleotidy. Zdroj: (Lodish et al., 2003, s. 110)
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RNA se vyskytuje nejcastéji v jednovlaknové podobé, ale jeji useky se mnohdy vazi
vodikovymi mistky na zakladé¢ komplementarity bazi do dvousroubovice (A forma stejné
jako u DNA). Tak vznika sekundarni struktura RNA. Sekundarni struktury, které 1ze u RNA
pozorovat jsou vlasenky (angl. ,,hairpins), u kterych jsou komplementarni sekvence od sebe
navzajem vzdaleny 5-10 nukleotidt, delsi smycky se stonkem (angl. ,,stem-loops®), vyduté
neboli boule (angl. ,,bulge®), smycky vnitini (angl. ,,interior loop*) a rozvétvené (angl. ,,multi-
branched loop*) (Lodish et al., 2003, s. 107; Pastuchova, 2007). Piehled téchto struktur
obsahuje Obr. 4.

a) b) C) d) e)

3! 51 3' so 3' 5‘ G; o
s &
50 J' s' 3. 5' 3. 51 3| 5' 31

Obr. 4: Zjednodusené zobrazeni element sekundarni struktury RNA: a) dvousroubovice, b) vlasenka nebo
delsi smycka, ¢) vydut neboli boule, d) vnitini smycka, e) rozvétvena smycka. Zdroj: (Pastuchova, 2007; (Ding
& Lawrence, 2003).

Motivy terciarni struktury zahrnuji interakce mezi sekundarnimi strukturnimi motivy.
Patfi mezi n¢ napfiklad ,triple-strands®, pseudouzly (angl. ,,pseudoknots®) a ,kissing
hairpins“, existuje jich ale mnoho. Piiklady jsou na Obr. 5. Jejich funkce spociva
ve sblizovani vzdalenych domén vétSich RNA a umisténi vSech funkénich sekci RNA

do spravnych pozic a tthlt (Nowakowski & Tinoco, 1997).

a) b) c)

8" 5!
Obr. 5: Ptiklady terciarnich struktur RNA: a) pseudouzel, b) ,kissing hairpins®, c) interakce vlasenky a vyduté.
Zdroj: (Nowakowski & Tinoco, 1997)
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Konformace RNA mize mit vliv i na posttranskripéni upravy. Konkrétni prostorové
uspotradani molekul, které jim umoziuje plnit jejich rozmanité funkce, bude dale popsano

U jednotlivych typti RNA.

1.1 Typy RNA uplatiiujici se primo v proteosyntéze

Jeden ze zakladnich procest, kterého se molekuly RNA ucastni, pfedstavuje translace,
cozZ je proces vyroby peptidii a bilkovin. Funkci zprostfedkovatele informace o budoucim
produktu vykondvd mRNA. Funkci pfenaSeCli aminokyselin na misto, kde mohou byt
do nového produktu kovalentn¢ navazany, plni molekuly se souhrnnym oznacenim tRNA.
Nékolik druht tzv. rRNA se také podili na stavbé ribozoémi, ve kterych translace probiha

(Soukupova & Soukup, 1998, s. 52). Ribozom a translace jsou znazornény na Obr. 6.

RNA interference je zaloZena na snizeni mnozstvi dostupné mRNA v buiice a tim

snizeni nebo zastaveni translace.

Translace v eukaryotickych bunkach probiha na ribozémech, coz jsou komplexy
proteini a RNA. Ribozom na zakladé signalnich sekvenci v mMRNA na ni nasedne a podle
tripletd kodujicich jednotlivé aminokyseliny tyto aminokyseliny pfebira od tRNA a spojuje je
do proteinového fetézce. Vznikajici protein se postupné skladd do funkéni konformace,
k ¢emuz mu pomaha mnozstvi dal§ich proteinti (chaperony). Chaperony brani vzniku chybné
konformace a Spatné zfoldované proteiny pomahaji odbourat. Jde o Sirokou skupinu molekul
S nejruznéjSimi  funkcemi v procesu kontroly a udrZovani funkce proteinti. Napiiklad
u Huntingtonovy choroby v8ak dochazi k takové produkci mutantnich a chybné poskladanych

proteint, ze je ochranné systémy nedokazi odbourat (Ciechanover & Kwon, 2017).

aminokyseliny

; \/ ribozom

tRNA

narGstajici
proteinovy
fetézec

Obr. 6: Translace mMRNA na ribozomu. Zdroj: (Fowler et al., 2013)
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1.1.1 Mediatorova RNA

Hlavni funkci mRNA (mediatorova RNA, angl. ,,messenger RNA*) je kodovani
sekvence pro syntézu proteint (translaci). Po transkripci je mRNA pomoci specialnich
proteint transportovana pies jadernou membranu do cytoplazmy, kde na ni nasedne néktery
z ribozoOmu a zahaji translaci. Mnozstvi dané mRNA v cytoplazmé je zasadni pro moznost a
rychlost translace daného proteinu. Rychlost vzniku, modifikace a degradace mRNA funguje
jako presny regulacni mechanismus mnozstvi proteinu v burice. Na regulaci se podileji také
malé RNA molekuly jako je siRNA. Jde 0 pfirozeny obranny mechanismus burky, ktery lze

vyuzit také v moderni medicing.

Na 5' konci je primarni transkript MRNA bezprostiedné po své transkripci opatien
tzv. Gepickou, tu tvoii zvlastni nukleotid 7-methylguanosintrifosfat. Cepicka brani degradaci
vznikajici mRNA endonukleazami. Na 3' konci se pfipojuje polyadenylova sekvence
(ptiblizn¢ 200 adeninovych zbytkid), kterda se podili na transportu mRNA z jadra
do cytoplazmy (Lodish et al., 2003, s. 493).

Pokud existuje vice variant sestiihu jednoho fetézce mRNA (tzv. alternativni splicing),
mize to mit vliv na strukturu budoucich proteint. Tento mechanismus zajist'uje, Ze z jednoho
genu muze u eukaryot vzniknout vice riiznych proteint a zvySuje se tedy bohatost

eukaryotické proteinové vybavy (Soukupova & Soukup, 1998, s. 53).

1.1.2 Transferova RNA

Transferovda RNA neboli tRNA slouzi pfedevS§im k pfenosu aminokyselin na spravné
misto v fetézci nové vznikajiciho proteinu na ribozomu. tRNA tedy spolupracuje

S ribozdmem a na ném navazanou mRNA na procesu translace.

Na jednom konci tRNA je tii-nukleotidova sekvence nazyvana antikodon. B&hem
biosyntézy proteinu (translace) tvoii antikodon tfi komplementarni pary bazi s kodonem
v mRNA. Na druhém konci tRNA je kovalentni pfipojeni k aminokyselin€, ktera odpovida
antikodonové sekvenci. Kovalentni ptipojeni ke 3' konci tRNA je katalyzovano enzymy

zvanymi aminoacyl-tRNA syntetazy (Lodish et al., 2003, s.121).

Primarni struktura tRNA je dana sekvenci nukleotidli, sekundarni struktura interakcemi
mezi jednotlivymi ¢astmi molekuly tRNA. Za terciarni strukturu se povazuje celkové

trojrozmérné uspotadani molekuly tRNA.
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Na sekundarni struktufe tRNA se vedle klasického parovani bazi podili
I newatsonovsky-crickovské parovani bazi, tedy tzv. kolisavé parovani bazi. Pti ploché
projekci molekuly ma sekundarni struktura tRNA typicky vzhled trojlistku s nékolika
charakteristickymi oblastmi — tzv. rameny (¢i smyckami), viz Obr. 7. Terciarni struktura
vSech tRNA ma pfiblizny tvar pismene "L" nutny ke spravné prostorové interakci

s ribozomem (Karlson, 1981, s. 148).

D smycka

variabilni
smycka

Obr. 7: Schematicka struktura tRNA. Zdroj: (Li et al., 2018)

1.1.3 Ribozomalni RNA
Tradicné se rRNA (ribozomélni RNA), podjednotky ribozémil, na jejichZ stavbé se
rRNA podileji, i samotné ribozomy oznacuji Svedbergovymi jednotkami (S), které vyjadiuji

rychlost sedimentace ¢astic v roztoku pfi centrifugaci za standardnich podminek.

Eukaryota
5.8S
28S -

ZES 28S :5.8S 5S

60S (4800 rNTP, 160 rNTP) (120 rNTP)
B

18S

e (1900 rNTP)

Obr. 8: Eukaryotni ribozomalni RNA. S — Svedberg, rNTP — ribonukleotidy.
Zdroj: (Lodish et al., 2003, s. 124)
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Jeden eukaryotni ribozom odpovidé 80S a sklada se z velké podjednotky 60S a malé
podjednotky 40S. Velkou podjednotku tvoii 50 riiznych proteini a 3 molekuly rRNA,
konkrétné 288, 5,8S a 5S. Malou podjednotku tvofi 33 proteini a jedna 18S molekula rRNA.

Stavba ribozému a konformace rRNA je znazornéna na Obr. 8.

Prostorova struktura rRNA vykazuje mezi riznymi zivo¢iSnymi druhy jen velmi malé

rozdily. Obsahuje ¢etné smycky a vazebna mista pro proteiny (Lodish et al., 2003, s. 125).

1.2 Typy RNA uplatiiujici se pri posttranskripénich modifikacich

Transkripci genit RNA polymerdzou vznika tzv. ,,surova™ pre-RNA. Nejcastéji je dale
modifikovana mRNA. Ta prochdzi tfemi zdkladnimi typy modifikaci: pfidanim guaninové
¢epicky na 5'konec, polyadenylova sekvence (cca 200 adeninovych zbytkll) na 3’konec a
sestiihem (splicing). Sestfihem se odstraniuji z mRNA introny, které neslouzi ke kodovani
protein. Nékteré mRNA mohou byt sestiihany vice zpusoby (tedy urcity tsek muize byt
jednou vystfizen jako intron, jiny ponechan spolu s exony), ¢imz z jednoho genu mohou
vznikat rizné proteiny. To pfidava buiice dal$i moznost ptesné regulace vyskytu jednotlivych

proteint (Lodish et al., 2003, s. 114).

1.2.1 Small nuclear RNA

snRNA neboli malé jaderné RNA (angl. ,,small nuclear RNA*) obsahuji velké mnozstvi
uridinu a podileji se na sestiihu mRNA v jadie. Patii mezi nekodujici RNA, které nejsou
ptepisovany do zadnych proteind, nybrz samy maji katalytickou funkci. Nékdy se mezi né
zatazuji 1 SNORNA, ale vzhledem kjejich odlisné funkci jim bude vénovana Samostatna
podkapitola. snRNA je schopna rozeznavat sekvence intront a spolu s 6 — 10 proteiny vytvaii
snRNP (small nuclear ribonucleoprotein), které se podili na jejich vystiihovani. Cely komplex
k vystfihovani intrond se nazyva spliceosom a je tvoren snRNP a mnozstvim dalSich proteind

(Lodish et al., 2003, s. 499).

1.2.2 Small nucleolar RNA

SnoRNA neboli malad jadérkova RNA (angl. ,small nucleolar RNA®) slouzi
k chemickym modifikacim ribozomalni RNA (rRNA), transferové RNA (tRNA) a vyse
popsané snRNA. Lze se setkat také s nazvem guide RNA.
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Dé¢li se na dva hlavni typy, pficemz typ C/D box zprosttedkuje methylaci ribézovych
zbytkd (v lidské RNA je vyuzivano asi 115 riznych methyla¢nich modifikaci) a typ H/ACA
box pseudouridylaci RNA. Pseudouridylace je izomerace uridinu na pseudouridin, pficemz
dochazi krotaci uridinové baze kolem jeho glykosidové vazby na ribézu o 180°. Tato
modifikace umoznuje této bazi jednu vodikovou vazbu navic, takze je schopna vytvaiet
celkem 3 vodikové mistky. Dva vyuziva k parovani s adeninem, tim tfetim se pseudouridin
muze prichytit na vzdalenéjsi baze, ¢imz vytvaii komplexni terciarni strukturu RNA, ktera je
nutnd k jeji funkci. Ve zralé RNA cloveéka se nachédzi cca 95 riznych pseudouridinovych

modifikaci (Maden & Hughes, 1997).

1.3 Typy RNA uplatiiujici se v regulaci genové exprese

Regulace genové exprese je zdkladem bun&né homeostdzy. Obsahuje enormni
mnozstvi mechanismtl vzajemné¢ propojenych zpétnovazebnymi smyckami, diky nimz burnka
funguje jako superslozity mechanismus. Regulace probiha na Grovni DNA (napt. methylace
histont a znepiistupnéni pro RNA polymerazu) — na $kale od uplného znepfistupnéni celych
chromozémt aZz po proteiny naopak podporujici navazani RNA polymeraz v konkrétnim
misté. Cely systém se navic neustdle dynamicky méni a transkripéni faktory zajistuji jeho
fizeni.

Dal$im mechanismem je sestiih mRNA a posttranskripéni modifikace v jadfe, jak bylo
popsano vyse, rychlost transportu z jadra, chemicka stabilita jednotlivych mRNA, exprese

proteinl zvySujicich stabilitu nebo naopak degradujicich konkrétni mRNA.

Vzniklé proteiny jsou aktivovany/inaktivovany jinymi proteiny, maji vlastni chemicky
polocas rozpadu, mohou byt degradovany nebo sekretovany mimo buiiku. Vzajemné pomeéry
riznych molekul v jadfe a cytoplazmé tedy také ovliviiuji, jak bude ktery gen na bunku
pusobit (Lodish et al., 2003, s. 664).

U genetickych poruch nebo virovych onemocnéni Ize cilit na rizné stupné regulace
exprese. NejCastéji se vyuzivaji protilatky nebo inhibitory jiZ vzniklych proteind. Moderni
metoda RNA interference cili na inaktivaci nebo degradaci mRNA a nékteré formy genetické
1é¢by se zamé&fuji na Gpravy samotného genomu — ty vSak zatim maji ptili§ mnoho rizik a

nejsou V klinické praxi ¢asto vyuzivany.

O RNA interferenci bude pojednavat druha kapitola této prace.
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1.3.1 Antisense RNA

Antisense  RNA neboli aRNA je Siroce rozsifena u prokaryot. V cytoplazmé
eukaryotnich bun¢k se dsRNA vyskytuje hlavné ve specifickych situacich jako je virova

vvvvvv

pravdépodobné vSechny eukaryotické organismy (Kumar & Carmichael, 1998).

Hlavnim ptisobenim aRNA je komplementarni vazba na mRNA a blokace navazani
translacnich proteinti na 5 ’konec molekuly. Podle toho je 1ze rozdélit na ty, které tvoii kratké
mén¢ specifické duplexy s mRNA a na ty s delsimi a pfesnymi duplexy. aRNA s kratkymi
duplexy maji komplementarni usek mensi nez 10 pari bazi (bp) a jejich celkova délka je
kolem 100 bp. Jsou kodovany v jiném lokusu DNA nez komplementarni RNA, na kterou se
vazou.

aRNA s delsimi duplexy jsou kédovany v opacném sméru komplementarniho genu a
piesahuji jej. Pfirozené se vyskytujici aRNA byla detekovana pro geny Surf-2 a Surf-4
u mysi. aRNA obsahovala oproti protein kddujici mRNA na 3” konci jeste 133 bp navic

Z nepiekladané oblasti.

Naptiklad mRNA proteinu p53 dilezittho pro regulaci bunééného cyklu je
posttranskripéné regulovéana v jadie pomoci 1,3 kb dlouhého vldkna jaderné RNA schopné
vazat se na jeji 5'konec v antisense sméru (Khochbin & Lawrence, 1989). Existuji i studie
delsich aRNA molekul schopnych véazat se na p53 mRNA a snizovat translaci tohoto proteinu.
Tento protein hraje vyznamnou roli v patogenezi rakoviny a jeden z mechanismu jeho

regulace je pravé aRNA (Dony et al., 1985).

1.3.2 Micro RNA a small interfering RNA

ProtoZe hraji klicovou roli v mechanismu RNAi, budou miRNA a siRNA podrobné
popsany az v dalsi kapitole. Jedna se o malé nekodujici RNA, které se vazou na mRNA
v cytoplazmé a inhibuji jeji translaci (RNA interference). Spolecnym znakem je, ze vznikaji
Stépenim delSich usektt dSRNA enzymem Dicer. V cytoplazmeé se vazou na ASO proteiny a
spolu s nimi se komplementarné vazou na cilovou mRNA. miRNA pouze blokuje translaci,
zatimco siRNA ma v rdmci RISC komplexu schopnost cilovou mRNA rozstipnout. siRNA se
v cytoplazmé piitozené vyskytuje zejména v reakci na virovou infekci, zatimco miRNA ma

pfedevsim regulacni funkci.

25



Pii vyvoji 1éCiv se vyuziva exogenné dodana siRNA, a to ve form¢ samotnych
chemicky modifikovanych molekul, obalena virovou kapsulou, malymi liposomy nebo
nanocasticemi. Muze byt podavéna také jako shRNA, kterd se zaclefiuje do genomu a

terapeuticka siRNA je na zéklad¢ ziskaného genu vytvarena dlouhobobé samotnou buiikou.

1.3.3 Piwi-interacting RNA

piRNA (piwi-interacting RNA) je tfida malych nekddujicich RNA o délce 26-31
nukleotidi. piRNA je nejvariabilnéjsi skupinou malych RNA. Riazné piRNA se navzajem lisi
v délce, sekundarni struktuie a nejsou evoluc¢né tak konzervované, jako nékteré jiné typy
RNA.

Jeji vznik, na rozdil od pfedchozich dvou, neni zavisly na enzymu Dicer. VaZe se
na specificky typ AGO proteiniit zvany PIWI, snimiz také tvoii komplex RISC. piRNA
komplexy se podili na posttranskripénim umléovani transpozonii (vétSina piRNA ma
antisense sekvenci k transpozontiim) a repetitivnich sekvenci a také na epigenetické regulaci

vyvoje pohlavnich bunék (Seto et al., 2007).
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2 RNA INTERFERENCE

2.1 Historie vyzkumu RNAIi

V roce 1990 bylo poprvé pozorovano posttranskripéni tlumeni genti (PTGS). Cilem
pokusu bylo zvysit expresi chalkonové syntazy (CHS) v rostlinach petiinie zavedenim CHS
transgenu. Chalkonova syntaza umoziuje tvorbu flavonoidii, které pak rostliny vyuzivaji
napt. pfi produkci pigmentl. Vysledkem pokusu byla ne¢ekan¢ ztrata zbarveni kvéti. Tento

fenomén byl také oznacovan pojmem kosuprese (Napoli et al., 1990).

V roce 1992 bylo PTGS prokazano u hub pod pojmem ,,quelling“ (Romano & Macino,
1992).

V roce 1995 bylo zavedeni jednovladknové RNA pouzito pii zkoumani exprese genu
PAR-1 v hlistici Caenorhabditis elegans (had’atko, modelovy organismus) (Guo
& Kemphues, 1995).

Vlastni RNA interference byla objevena v roce 1998 pravé u uvedeného organismu
Caenorhabditis elegans. Po injekci dsRNA a ssRNA komplementarni se sekvenci UNC-22
MRNA v C. elegans bylo prokazano, Ze dsRNA zpisobuje uc¢inné potlaceni genti ve srovnani
s sSRNA. Za tento objev obdrzeli v roce 2006 Andrew Z. Fire a Craig C. Mello Nobelovu
cenu za fyziologii (Fire et al., 1998).

V roce 2001 bylo provedeno uspé€Sné umlceni genu v savCich buiikach zavedenim
syntetické 21 nukleotidi dlouhé siRNA (Elbashir et al., 2001). Od té doby se zacalo uvazovat
0 moznych terapeutickych aplikacich siRNA (Nikam & Gore, 2018).

V roce 2010 probehla u pacientli s melanomem prvni klinickd studie, ve které doslo
k podani siRNA prostifednictvim systémové injekce v nanocasticich ptizpisobenych cili
(nadorové bujeni). Tato studie tak polozila zaklad pro efektivni klinické vyuziti siRNA (Davis
etal., 2010).

2.2 Fyziologicky vyznam RNAI

RNA interference je evolu¢né stary, dobfe konzervovany mechanismus regulace genové
exprese (predevsim miRNA), vyvoje a rozmnozovani (piRNA) a imunity (siRNA). Je zalozen

na komplementarité fet€zcii malych RNA s ¢astmi fet€ézci mRNA. Tim, Ze se malé RNA
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navazou na mRNA, stericky blokuji translaci do proteind, nebo jejich komplexy rovnou
zajistuji rozstépeni cilové molekuly

AZ 5 % lidského genomu kdduje miRNA, které dale ovliviiuji expresi minimalné 30 %
genti. Tim vznika dalsi urovei komplexity organizace bunéénych procesii. Cim komplexnéjsi
organismus, tim vice miRNA se v jeho genomu nachdzi. D4 se fict, Ze za specifika své

existence ¢lovek vdéci zejména malym RNA (Wilson & Doudna, 2013).
2.3 Micro RNA
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Obr. 9: Schéma vzniku funkéni miRNA. Zdroj: (Nakanishi, 2016)

MiRNA obsahuje kolem 22 nukleotidd. Lidsky genom jich koduje cca 2000, coz
naznacuje, ze reguluji expresi velké casti genii clov€ka. Jsou transkribovany RNA-
polymerazou II, ¢imz vznika primarni miRNA (pri-miRNA). Ta obsahuje jednu nebo vice
vlasenkovych struktur. Tyto vladsenky jsou v jadie rozpoznavany komplexem Microprocessor,
ktery se skladd z RNazy III zvané Drosha a z dvouvlaknovou RNA vézajicitho proteinu
DGCRS8. Microprocessor odstrani vlasenky, ¢imZz vytvoii pre-miRNA. Jeji hlavni cést
obsahuje 25 nukleotidii a koncovd smycka priméme 10. Pre-miRNA je dale transportovéna

z jadra do cytoplazmy za spotieby GTP (guanosin trifosfat) pomoci Exportinu-5 a proteinu
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Ran-GTPazy. Nakonec je pomoci enzymu Dicer a TRBP (trans-activation response RNA-
binding protein) odstranéna koncova smycka. Vznikly duplex je dale navazan na AGO
proteiny za vzniku RISC komplexu. Jedno z vlaken je béhem skladani komplexu vystréeno
ven (tzv. passenger vlakno) a druhé zastava uvniti AGO proteinu jako tzv guide vlakno.

Guide vlakno pak slouzi jako komplementarni pii rozeznavani cilovych sekvenci. Viz Obr. 9.

MIRNA se v cytoplazmé vaze na mRNA cilovych proteinti a umléuje translaci, avsak

nema sama o sob¢ schopnost je $tépit (Kobayashi & Tomari, 2016).

2.4 Small interfering RNA

SiRNA je obvykle dlouha 21-23 nukleotidti a patii do rodiny malych RNA (small RNA)
spolu s miIRNA (microRNA) a piRNA (PIWI- interacting RNA). V pfirozené formé slouzi
zejména k ochrané eukaryotni buiiky pied viry a transpozony. Je soucasti tzv. vrozené

imunity. Ucastni se Stépeni komplementarni mRNA (Sidahmed et al., 2014; Lam et al., 2015).

2.5 Mechanismus siRNA zprostiredkované RNAI

SIRNA muze vznikat z dlouhého dvouvldknového RNA transkriptu genu bufice
vlastniho, transkriptu genu infikujicitho patogenu nebo z uméle do buniky dodané dsRNA.
Tato dsSRNA je nastépena Spomoci RNazy III zvané Dicer na jednotlivé molekuly
(dvouvlakna neboli duplexy) siRNA, ktera se poté stava soucasti komplexu RISC (Lam et al.,
2015). Za pomoci ATP se komplex aktivuje a mize plnit svoji funkci — navazat se na
komplementarni DNA a rozstépit ji na dva nefunkéni fetézce k degradaci (Kobayashi &
Tomari, 2016). Mechanismus RNA interference véetné srovnani roli miRNA a siRNA

znéazornuje Priloha 1.

2.5.1 Dicer

Dicer je enzym typu RNaza III, ktery zajiStuje sestiih delSich vldken na jednotlivé
molekuly miRNA a siRNA. U Drosophila melanogaster byl popsan analog lidského enzymu
Dicer, ktery se nazyva Dcr-2.

Dicer se sklada z 8 podjednotek (z nichz 2 tvoii pseudo dimer Rnaz III) a 3 hlavnich
¢asti (head, body a base) a zajist'uje sestiih malych RNA, vazbu na RNA, a bez RNA ma také
regulacni funkci ve vyvoji, viz Obr. 10 (Song & Rossi, 2017).
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Obr. 10: Schematicka struktura a funkce enzymu Dicer. Zdroj: (Song & Rossi, 2017).

2.5.2 RNA-induced silencing complex

RISC (RNA-induced silencing complex) je komplex malych RNA a AGO (Argonaute)
proteinti. Skladani komplexu probiha ve vice krocich za ptisobeni Hsc70/Hsp90 chaperoni.
Nejprve musi dojit k navazani dvouvlakna, posléze k jeho rozd€leni na dva fetézce. Jak
pfesné tento proces probihd, zatim neni plné objasnéno. Spojenim malych RNA s AGO
proteiny vznika jadro RISC komplexu. K jeho efektivnimu fungovéani v regulaci genové
exprese je vSak potteba dalSich proteinii zodpovédnych za navazovani na cilovou mRNA

a iniciaci jeji degradace (Nakanishi, 2016).

2.5.3 Argonaute 2

Jedna se o jeden ze 4 AGO proteind, které se vazou na miRNA nebo siRNA, a vytvaieji
tak komplex RISC. Funguje jako obal pro RNA, ktery udrzuje jeji vlakna rozpojena. Jedno
zZ nich je vysunuté ven a druhé je uvnitt ve vazebné kapse, kde dochazi ke komplementarnimu
parovani s mRNA. Vsechny 4 lidské AGO proteiny vazou miRNA i SiRNA, u Drosophila
melanogaster je tomu jinak (Willkomm et al., 2015). Struktura Ago2 viz Obr. 11.
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Obr. 11: Lidsky Argonaute-2 protein. Vlevo doménova skladba, vpravo a uprostied dva typy strukturnich modelt
proteinu. Vpravo Cervené vyznacené oblasti s negativnim nabojem, pozitivné nabité struktury modte. Svétle zelené

kolec¢ko znazoriuje vazebnou ,.kapsu“ pro guide vlakno RNA. Zdroj: (Willkomm et al., 2015)
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3 METODY APLIKACE siRNA

Molekuly siRNA lze do cilové tkané dopravit piimo — lokalni aplikace. Lze ji vyuzit
napf. u pevnych tumorti nebo u modifikace lokdlni zanétlivé reakce. Méné zatézuje

systémovou imunitu a dochdzi k mensim ztratam.

V néekterych ptipadech vSak lokdlni podani nema smysl — napt. u lymfomt nebo HIV.
V takovém pripad¢ je siRNA podavéna intravendézné nebo subkutanné. K zefektivnéni jejiho
pusobeni jsou pak pouzivany rizné metody. Na mysich bylo testovano podani pod vysokym
tlakem, kdy spolu s siRNA byla do krevniho ob&éhu mysi vpravena tekutina v mnozstvi
cca 10 % jejich télesné hmotnosti. Ackoli transport siRNA do bunék byl aspésny, mysi trpély
zavaznymi ucinky zvySeného tlaku, jako jsou poruchy dychani, otok plic, poruchy srde¢niho
rytmu a Vv nékterych piipadech smrt. Tato technologie tedy nema zadné klinické vyuziti

u ¢loveéka.

Slibnéj§i moZznosti je ultrazvukovda metoda. Jsou vytvofeny bublinky ve vodé
nerozpustného plynu, které jsou obaleny lipidovou vrstvou a na né jsou navazany molekuly
siRNA. Aplikuji se do krevniho ob&hu a poté je vyuzit vysokofrekvenéni ultrazvuk v cilovych
(nddorovych) tkanich. Ultrazvuk zplsobi lokalni praskani bublin a soucasné naruSeni
membrany bunck, ¢imz se siRNA muze dostat dovnitt. Jde tedy o kombinaci systémového a
lokalniho piistupu. Tento postup byl zkouman u modelu rakoviny prostaty (Bae et al., 2016)
nebo na zvifecim modelu adenokarcinomu prsu, kde doslo k GispéSnému transferu pfednostné
do nadorovych bunék a zpomaleni postupu nemoci (Xie et al., 2016). I dalsi studie potvrzuji
efektivitu této metody — pfednostni hromadéni siRNA v cilovych bunikach, uml¢eni cilového

genu a zpomaleni rastu nadora (Xie et al., 2015).

3.1 Prekazky dosazZeni terapeutického uc¢inku

Jak bylo jiz nastinéno vySe, efektivnimu vyuziti RNA interference brani mnozstvi
prekazek. Piedev§im je to chemicka nestabilita molekul, rychlé odbourdni RN&zami
Vv krevnim ob&hu a vylouceni v jatrech a ledvindch. Kvili tomu se Casto museji podéavat
extrémné vysoké davky, které zase mohou vyvolat intenzivni reakci imunitniho systému

(interferonova odpovéd).
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Dalsi bariérou je pfestup siRNA z mezibunééného prostoru do cilovych bunék. Jedna se
o zaporn¢ nabité molekuly, které samy jen tézko prochazeji pies lipidickou dvouvrstvu
bunéné membrany. Proto se vyuziva obaleni molekul do lipidovych nebo nanocasticovych
partikuli, ptfipadné jejich chemickd modifikace. Cesta 1éCiva na misto ucinku je zndzornéna
na Obr. 13.

| v ptipadé uspésného transferu do cilovych bunék mize dojit k nezadoucim efektim.
Naptiklad malo specificka vazebna sekvence muze zpisobit uml¢ovani jinych gent, nebo
muze dojit k zahlceni pfirozenych regulacnich mechanismi zavislych na RNAi saturaci
zuCastnénych enzymui. U 1é¢by nadord to neni tak vyznamné, ale mize zde, stejné jako
u virovych onemocnéni, dojit k vzniku rezistentnich mutaci. Proto je u nadord vhodné cilit

RNA interferenci na vice genti sou¢asné.
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Obr. 13: Piekazky, které musi vesikuly piekonat k tispésnému transportu siRNA nebo shRNA do buiiky.
Zdroj: (Gao & Huang, 2013).
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3.2 Virové vektory

Virové systémy se pouzivaji k distribuci shRNA do bunék a jejich zabudovani
do genomu (retroviry). Produkt takto inkorporovaného genu je pak enzymem Dicer sestiihan
na jednotlivé siRNA molekuly. Ty vznikaji pfimo v bunice, ve velkém mnozstvi
a dlouhodobé. Tento zplisob je efektivnéjsi nez transport jiz hotové siRNA, ale méa také hodné
rizik. Napf. maze dojit k inkorporaci do nékterych dulezitych genti v bunice, jejichz naruSeni
muze vést k vzniku rakoviny. Viry také vyrazné aktivuji imunitni systém a mohou zptisobit
zivot ohrozujici alergickou reakci (Deng et al., 2014). K transportu shRNA se nejcastéji
vyuzivaji adenoviry (AV), lentiviry (LV) a retroviry (RV). SiRNA transportovana lentiviry
dokazala proniknout do bun¢k myokardu a snizit hypertrofii srdecniho svalu uml¢enim genu

pro myotrophin (Gupta et al., 2009).

Adenoviry a s adenoviry asociované vektory (AAV) patii k nejbezpecnéjs$im z hlediska
vedlejs$ich ucinkd. Bakuloviry a lentiviry jsou schopny pfenaSet do bunck velké mnozstvi

polynukleotidd. VyuZivaji se v transportu jiz hotové siRNA (Gao & Huang, 2013).

3.3 Nevirové transportni systémy

Vzhledem K rizikim vyuzivani virovych systému jsou vyvijeny také systémy nevirové.
Ty nemohou zptlsobit infekci a nejsou tolik imunogenni. Nejvice studované jsou kationové
lipidické systémy a systémy zaloZené na polymerech — liposomy a nanocastice. Kationy
slouzi jednak k navazani zaporné nabit¢ RNA, jednak k priniku ptfes zaporné nabitou

membranu. Nevirové systémy jsou méné efektivni nez virové.

Zalezi také na velikosti ¢astic. MenS$i neZ 6 nm jsou rychle odstraiovany renalni filtraci,
zatimco pftili§ velké (150-300 nm) jsou fagocytovany v jatrech. Maximalni velikost je
limitovana pramérem mikrokapilar a moznosti extravazace v cilové tkani (viz Obr. 13).
Neexistuje 7Zadnd standardizovand metoda k méfeni té€chto Castic, nejmoderné;si
z pouzivanych 4 vyuziva detekci Brownova pohybu a néasledny vypocet velikosti s pomoci
Stoke-Einsteinovy rovnice (Gao & Huang, 2013).

Po dosaZeni cilové oblasti a extravazaci z krevniho fecist¢ se mikrocastice nachazeji
V mezibunécném prostoru. Kladny ndboj jim umozni ptiblizit se k membran¢ a ¢asto obsahuji

chemické modifikace usnadiujici fagocytézu. Po priniku do buinky se museji uvolnit
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zendozomu a uniknout tak degradaci. Musi také dojit kuvolnéni interferujici RNA

Z transportnich ¢astic, u shRNA také k jejimu praniku do jadra.

3.4 Chemické modifikace molekuly siRNA

Chemické modifikace samotné siRNA zvySuji jeji stabilitu v séru nebo v cytoplazmé,
chrani ji proti ptisobeni endonukleaz, snizuji riziko imunitni reakce a nezadouci UcCinky
a podporuji endocytdzu, aniz by pii tom ovliviiovali schopnost interference. Modifikovat 1ze

sacharidové zbytky, kostru molekuly nebo samotné nukleotidy.

Sacharidové zbytky jsou modifikovany pfipojenim fluoru, O-methylové skupiny,
halogent, aminoskupiny nebo deoxy-skupiny na druhy uhlik cykld. Také lze propojit 2. a 4.
uhlik cyklu pomoci O-CH;- mistku, coZ vede ke stabilizaci molekuly v séru. 2-O-methylova
skupina navic pusobi imunosupresivné, nebot’ kompetitivné inhibuje toll-like receptor 7
(TLR7). O-methylace antisense vlakna navic omezuje off-target efekty. Nelze O-methylovat
vSechny cykly nékterého z vldken, protoze by to znemoznilo interferenci. Pokud ale

modifikujeme pouze 2-4 uhliky na kazdém vlakné&, funkce zlstava zachovana.

Modifikace uhlikaté kostry také ptispiva k stabilizaci molekuly v séru. Napf. pfipojeni
fosfothioatu (P=S) posili internukleotidové fosfatové mustky a vede ke stabilizaci. Navic tato
skupina zvySuje pfijem molekul buiikami a nenarusuje interferenéni funkci siRNA (viz Obr.
14). Podle nékterych studii je vSak fosfothioatova skupina cytotoxickd. Alternativou je

boranofosfat (P=B), ktery také chrani molekulu pfed nukledzami a nepisobi cytotoxicky.
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Obr. 14: Chemicka struktura fosfothioatované siRNA. Zdroj: (Gavrilov & Saltzman, 2012)
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K modifikaci nukleotidovych bazi se navazuje 5-jodourin, N-3-Me-uridin nebo 2,6-
diaminopurin na passenger vlakno nebo na koncové sekvence. Modifikace koncovych
sekvenci pomoci cholesterolu, folatu, peptidii nebo aptamerti zvysuje piijem téchto molekul

bunkami a nema negativni vliv na schopnost interference.

K vyzkumnym ucéelim Ize vyuzit také modifikace pomoci fluorescentnich molekul. Lze

tak sledovat ptijem siRNA do bun¢k (Deng et al., 2014).
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4 TERAPEUTICKY POTENCIAL siRNA

RNA interference se nabizi jako kauzalni 1écba mnoha genetickych onemocnéni. Lze
S jeji pomoci umlcet expresi mutantni alely v kli¢ovych bunkach (napt. v mozku nebo v oku)
a zabranit poSkozeni tkan¢ produktem genu. Pokud se podaii piekonat v pfedchozi kapitole
probrané problémy s aplikaci, mize jit o metodu lokalné pusobici, bezpe¢nou a s minimem
vedlejSich ucinki, ve srovnani s konvencnimi terapiemi zaméefenymi na zlepSeni odbouravani

mutantniho proteinu, nebo na zmirnéni dysregulace homeostazy timto proteinem zpisobené.

Interference mize umlcovat expresi nejen dédi¢né ziskanych skodlivych gent, ale také
gent specifickych pro nadorové nebo virem infikované buniky. Tim ptsobi specificky na tyto
pivodce patologie a nikoli na buiky zdravé (ve srovnani, napt. s chemoterapeutiky nebo

radiologickou 1écbou).

4.1 V 1écbé dédi¢nych onemocnéni

V této oblasti bylo provedeno zatim nejvice vyzkumi, a blize se ji bude vénovat dalsi
kapitola v souvislosti s lécivem Patisiran. Kromé& onemocnéni hereditarni amyloidoza
s defektem transthyretinu, probiha vyzkum a klinické studie také u neurodegenerativniho

onemocnéni Huntingtonova choroba nebo u cystické fibrozy.

4.1.1 Huntingtonova choroba

Jednd se o recesivni genetické onemocnéni projevujici se abnormélnimi motorickymi
projevy (chorea) a postupnou ztratou kognitivnich funkci. Pacienti postupné piestavaji
ovladat télo, ztraceji inteligenci a pamét’ a dochdzi také k emocénim zméndm vedoucim
v nékterych ptipadech az k ptiznakim psychozy (Snowden, 2017). Nemoc se projevuje
obvykle kolem 40. roku veku, ale s ohledem na pocet dédicné ziskanych CAG repetic miize

nastat i v détském véku (¢im vice zdédénych repetic, tim rychleji nemoc postupuje).

Pfi¢inou je nadmérny pocet repetic CAG v genu pro huntingtin. Produkt mutantniho
genu je pro bunky neodbouratelny a hromadi se s postupem ¢asu v mozkové tkani, coz

zpusobi jeji degeneraci.

Onemocnéni je dobrym kandidatem pro genovou lécbu z vice diivodi: jde o zndmou

jednogenovou mutaci a K feseni jeho pfi¢iny by stacilo zabranit expresi mutantni alely.
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Zdravé alela heterozygoti dokaZze dostate¢né naplnit funkce huntingtinu. Problémem je tedy
exprese a hromadéni mutantniho produktu. Byly provedeny studie s vyuZzitim siRNA, shRNA
a antisense oligonukleotidi (ASO) (Wild & Tabrizi, 2017).

SiRNA ma velké mnozstvi nezddoucich vlastnosti, zejména velmi kratké pietrvani
V organismu, proto zatim neni pouzivana v klinické praxi. Efektivngj$im feSenim se jevi

shRNA (Agrawal & Kandimalla, 2004).

Pokusy na normalnich (WT) a transgennich (YACI128, model obsahujici kompletni
lidsky Htt gen se 128 CAG repeticemi) mysich ukazaly, ze dlouhodobé podavani 2'-O-methyl
phosphorothioatované siRNA (Obr) injekéné¢ do striata zpusobilo pouze mirnou aktivaci
mikroglii, a je tedy z imunologického hlediska bezpe¢né (Johnson et al., 2015). Autofi vSak
zminuji, ze efektivni 1é¢ba u ¢lovéka by trvala desitky let, nikoli 28 dnt jako v experimentu.
Dlouhodobé¢jsi ucinky z hlediska neurotoxicity a imunitni reakce, ktera je u HD zvySena sama

o0 sob¢, musi byt predmétem dalSich studii.

4.1.2 Cysticka fibréza

Cysticka fibroza je genetické onemocnéni zpisobené recesivni loss-of-function mutaci
genu pro chloridovy kanal (CFTR, Cystic fibrosis transmembrane conductance regulator).
Postihuje cca 1 z2 500 narozenych déti a zpusobuje zivot ohrozujici multiorganové
poskozeni. Chloridové kandly se vyskytuji v riznych typech epitelidlnich bun¢k a zasadné
ovlivituji sekreci hlenu, potu a dalSich latek. Snizuji sekreci vody, takZze sekret se stava piili§
hustym a $patné se vyluCuje, coz vede kinfekcim a zanétim. Nejvyraznéji se nemoc
projevuje Vv oblasti dychaciho a traviciho traktu. Konvenéni 1éCba se zaméfuje pouze na
piiznaky — inhalace k fedéni hlenu, podavani antibiotik k potlaceni infekci, Gprava vyzivy,

fyzioterapie (Rafeeq & Murad, 2017).

Nefunkéni CFTR zptsobuje zadrzovani chloridu v buiikach, coz sekundarné zptisobuje
nadmérnou absorbci sodnych iontlh a vody. SiRNA miize byt vyuzita k sniZeni exprese

epitelialnich sodikovych kanalt (epithelial sodium channel — EnaC).

Nanocastice nesouci siRNA byly pouzity s vétsi efektivitou priniku pies lidsky CF
mukus (viz Obr. 15) a pfes bunééné membrany, nez samotna siRNA. Tyto nanocastice snizily
expresi ENaC 030 % a toto snizeni pfetrvalo minimalné¢ 7 dnd. Podani tfi davek siRNA

nanocastic zpusobilo snizeni o 50 % (Tagalakis et al., 2018).
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Pouziti interference je efektivnéjsi a ma delsi plisobeni nez pouziti chemickych 1é¢iv

blokujicich jiz exprimované sodikové kanaly.
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Obr. 15: Transport obalené a neobalené siRNA pifes normalni a CF mukus. Upraveno dle (Tagalakis et al.,
2018).

4.2 Lécba nadorovych onemocnéni

Rakovina je celosvétové druhou nejcastéjsi pricinou smrti. Vice nez polovina pacientl
s pokrocilym onkologickym ndlezem i ptes aplikaci dostupné protinddorové 1€cby nepiezije
prvni rok. Proto jsou nddory jednim znejvyznamnégjSich potencidlnich uplatnéni genové
terapie. Mnozstvi specifickych geni zapojenych do excesivni bunééné proliferace nebo
rezistence nadorovych bunék proti chemoterapii a radioterapii bylo zkouméno jako
potencidlni cile RNA interference. Na zvifecich a bunéénych modelech byla prokézana
ucinnost siRNA v zastaveni bunééného cyklu, omezeni tvorby metastdz a zvySeni apoptozy

nadorovych bun¢k (Mansoori et al., 2014).

Nejvice se osveédcily postupy cilici na vice geni a kombinace nejméné 3 léCebnych
metod, protoZe nadorové butiky se i na genovou lécbu mohou adaptovat. Dobré vysledky byly
dosazeny také personalizaci 1é€by — genetickou analyzou biopsie nadort a naslednym cilenim

1é¢by na specificka slaba mista (Bora et al., 2012).

Nékolik slibnych 1é€iv jiz proslo prvni fazi klinickych testd. Kromé siRNA interference

je vyuzivana také déle pretrvavajici shRNA (Mansoori et al., 2014).
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Umlceni genii pro proteiny fidici bunéény cyklus, jako jsou kinesin spindle protein
(KSP) a polo-like kinase 1 (PLK-1) bylo testovano u koznich a jaternich nadori. V obou
piipadech doslo k zastaveni bunécného cyklu a zvySeni apoptdézy nadorovych bunék
(potvrzeno histologicky). Zaroven nedochazelo k pfehnané imunitni odpovédi ani jinym
nezaddoucim u€inklim u mysi. SIRNA byla do naddorovych buné¢k dopravovana v lipidovych
partikulich (stable nucleic acid lipid particles — SNALP), které byly mySim podany
intravendzné. Jednorazové podani stailo k vyvolani pozorovatelného efektu, viz Obr. 16

(Judge et al., 2009).
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Obr. 16: Zivotaschopnost nadorovych bundk po podani rtiznych davek siRNA cilené na polo-like kinazu-1
(svétlé kosodtverce) a mnozstvi PLK1 mRNA v buiikach v zavislosti na davee 1é¢iva. nM — 10°° mol/l. Zdroj:
(Judge et al., 2009).

4.3 Lécba virovych infekei

4.3.1 HIV/AIDS

Infekce virem HIV, zpisobujici nevylécitelné onemocnéni AIDS, je nejvice
prozkoumanym cilem siRNA 1é¢by virovych infekci. Lécba se mliZze zamétovat na potlaceni

exprese specifickych virovych proteini v T-lymfocytech, monocytech a makrofazich.

Vinvivo studiich na mySich modelech byly interferenci downregulovany TAR-
elementy, dale proteiny Tat, Rev, Gag, Env, Vif, Nef (Jacque et al., 2002) a reverzni

transkriptaza (Ambesajir et al., 2012). Piekazkou ve vyuziti interference v klinické 1é¢b¢ je
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zejména vysoka diverzita a muta¢ni rychlost viri (Boden et al., 2003). To se snaZi obejit

kombinace cileni na virové a hostitelské proteiny.

Slibnych vysledkt bylo dosazeno downregulaci hostitelskych proteinti souvisejicich
s invazi do bun¢k a replikaci viru, napt. NFxf nebo receptor CD4, vyuzivany virem pro vstup
do buiiky, nebo jeho koreceptori CXCR4 a CCRS. Zde je hlavni prekazkou efektivni
transport siRNA do infikovanych bun¢k. K pfekonéni tohoto problému lze vyuzit navézani
siRNA vehikul na protilatky. Protilatky vazajici se na receptor CD7 se jiz v klinickych
studiich vyuzivaji k transportu toxini do cilovych bunék u leukémie a lymfomi. Receptor
CD7 je po navazani protilatky rychle internalizovan a mtze 1ék dopravit dovniti imunitnich

bun¢k (Ambesajir et al., 2012).

4.3.2 Hepatitida typu C

Hepatitida C je nevyléCitelné onemocnéni zpisobené jednovldknovym RNA virem
HCV. RNA interference zaméfena na vnitini vazebné misto pro ribozom (internal ribosomal
entry site — IRES) a nestrukturalni proteiny koduji mRNA (NS3 a NS5b) dokazaly
dlouhodobé zastavit replikaci viru v kultute in vitro (Wilson et al., 2003). Nicméné hlavnim
problémem vyuziti v zivych organismech je opét efektivni transport siRNA do cilovych
bungk. Z tohoto diivodu zatim neexistuji siRNA 1é¢iva k 16¢bé hepatitidy u lidi (Ambesajir et
al., 2012).

Jak si bude popsano V posledni kapitole, v klinickych studiich jsou jiz také 1é¢iva proti
hepatitidé B.

4.4 DalSi vyuziti

SiRNA predstavuje slibnou metodu 1écby také u nedédicnych poruch genové exprese,
napt. u jaterni (Khaja et al., 2016), ledvinové (Khaja et al., 2016), plicni (Liu & Zheng, 2017)
nebo srdec¢ni fibrozy. Fibroza je stav kdy ndsledkem chronického poSkozeni organu dochazi
k pfeméné epitelialnich bun€k na fibrotickou tkan excesivnim ukladanim kolagenu. Takto

zménéna tkan neplni funkce daného organu a jeho efektivita klesa.

Fibrotizaci se poskozeny orgédn pokousi zahojit. Dochazi k over-expresi protein
rustovy faktor pojivové tkané (Connective tissue growth factor — CTGF) a profibroticky

rustovy faktor (profibrotic cytokine transforming growth factor f1 — TGF-B1).
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SiRNA se da vyuzit také v regenerativni medicing, a to k umléeni exprese proteint,
které blokuji regeneraci po traumatickém poskozeni tkané. Byly provedeny studie ohledné
regenerace kuze, kosti, chrupavky, nervové tkané, ledvin, jater, oka, a srdce (Mottaghitalab et
al., 2017). Regeneraci srdce po infarktu zt€Zuje pfitomnost prozanétlivé pusobicich
kyslikovych radikalti, generovanych oxidaci NADPH v makrofazich. Snizeni exprese
katalytické podjednotky Nox-2 NADPH pomoci polyketonovych nanocastic (ty byly nejlépe
absorbovany makrofagy) nesoucich siRNA snizilo apoptdézu a degenerativni zmény v srdecni

tkani, a to i v minimalnich davkach (5 ug/kg) (Somasuntharam et al., 2013).
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5 ONPATTRO (PATISIRAN)

5.1 Patisiran — popis léciva

Toto IéCivo vyrabi firma Alnylam Pharmaceuticals pod ochrannou znédmkou
ONPATTRO. Vramci klinického testovani mu patii oznaCeni ALN-TTRO2. Jednd se
0 siRNA [éCivo formulované v lipidovych nanocasticich urcené pro 1éCbu hereditarni
transthyretinové amyloidézy. Tato formulace usnadiiuje specifické dodani siRNA
do primarniho mista produkce TTR, tedy do hepatocytl v jatrech. Samotna siRNA Patisiranu
je tvofena dvéma vlakny RNA o délce 21 nukleotidi. Chemické modifikace zahrnuji navazani
2'-methoxy skupiny na cukerné zbytky 11 nukleotidi a 2'-deoxythymidinové zbytky
u 4 nukleotida (Milani et al., 2019; Miiller et al., 2020).

5.2 Systémové amyloidozy

Tento pojem popisuje skupinu onemocnéni zptisobenych ukladanim atypicky slozenych
proteinti ve tkanich pacienta v podobé nerozpustnych amyloidnich fibril. Pfitomnost téchto
depoziti vede k narusSeni struktury a funkce postizenych organii. Bylo identifikovano
36 riznych prekurzorovych proteinii schopnych tvorby amyloidnich vlaken (Benson et al.,
2018a), jejichz hromadéni vyvolava fadu klinickych projevii nejcastéji spojenych s vlivem

usazeného amyloidu na ledviny, jatra, srdce a periferni nervovy systém (Kristen et al., 2019).

Kvili variabilité¢ a nizké specificité projevi je diagnéza amyloidéz Casto zpozdéna.
Klinicky obraz onemocnéni je zavisly na totoZnosti usazovaného proteinu, konkrétnich

zasazenych organech a mife naruseni jejich funkce.

Mezi nejbéznéjsi typy systémovych amyloidoz patii napiiklad AA amyloiddza, u které
je prekurzorovym proteinem sérovy amyloid A, a AL amyloidoza, pii niz dochazi
K hromadéni lehkych fetézcli imunoglobulini. AA amyloidéza postihuje hlavné ledviny
a funkci nervového systému narusuje pouze vzacné (Perfetto et al., 2010). Cast&ji se periferni

neuropatie vyskytuje u AL amyloiddzy, a to u pfiblizn¢€ 26 % pacienti (Matsuda et al., 2011).

Amyloidéza zprostfedkovana transthyretinem (ATTR) vznik4 néasledkem nespravného
sloZzeni prekurzorového proteinu transthyretinu (TTR). ATTR se déli na divoky typ
(ATTRwt) a dédi¢ny typ (hATTR, nebo také ATTRv). Ukladani divokého typu TTR proteinu
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je také znamo jako senilni systémova amyloidoza. Diagnéza ATTRwt je stale Castéjsi, jeji
vyskyt je odhadovan u pacientd se srde¢nim selhanim se zachovanou ejek¢ni frakei levé
komory na 25 % u osob nad 80 let v€ku a 13 % u pacienti nad 60 let véku (Tanskanen et al.,
2008; Gonzalez-Lopez et al., 2015). Prevalence byla v minulosti podceniovana (Kristen et al.,
2019; Ihne et al., 2020).

5.3 Hereditarni transthyretinova amyloidoza

Dédi¢na amyloidoza zprostiedkovana transthyretinem je heterogenni, multisystémové,
rychle progresivni onemocnéni. hATTR je autozomalné dominantni a bylo identifikovéano jiz
vice nez 130 mutaci TTR genu (Rowczenio et al., 2019). Hruby odhad celosvétového poctu
lidi s touto nemoci se pohybuje v rozmezi 5 000—10 000 osob (Schmidt et al., 2018). Jedna se
tedy o vzacnou chorobu (Ihne et al., 2020).

Ukladani amyloidu postihuje zejména periferni a autonomni nervy, srdce
a gastrointestinalni trakt. Také mulze dojit k poskozeni ledvin a oc¢i. Rychla progrese
onemocnéni je spojena s vyraznym zhorSenim kvality zivota (QOL, Quality of life) a
s dysfunkci organi. Median ptedpokladaného pteziti je pfiblizné 4,7 let po diagndze (Adams
et al., 2015). Transthyretin je transportni protein syntetizovany jatry, retinalnim pigmentovym

epitelem oka a choroidnimi plexy (Mitsuhashi et al., 2005).

Nejlépe prozkoumanymi funkcemi TTR jsou transport tyroidniho hormonu tyroxinu
a ucast na transportu vitaminu A prostfednictvim vazby na retinol vazajici protein (RBP).
TTR je podle vysledki elektroforézy sérovych proteinti také oznaovan jako prealbumin.
Pfitomnost amyloidogennich mutaci destabilizuje tetramericky komplex TTR a podporuje
proteolytickou pfestavbu, jejimz kone¢nym vysledkem je spojovani monomertt do fibril

a jejich depozice jako amyloidu v riiznych organech (Ando et al., 2013; Milani et al., 2019).

5.3.1 Klinicky obraz

Historicky byla dle pfevladajicich klinickych projevit hATTR amyloid6za popsana bud’
jako familiarni amyloidotickd polyneuropatie (FAP) nebo familiarni amyloidoticka

kardiomyopatie (FAC).

Zasazeni vice systémi vede k heterogenni klinické prezentaci, ktera zahrnuje

senzorimotorickou a/nebo autonomni neuropatii, srde¢ni pfiznaky a méné casto zakal sklivce
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nebo nefropatii. Mnoho pacientii vykazuje soucasné, variabilni pfiznaky (Shin & Robinson-
Papp, 2012).

Mezi projevy senzorické neuropatie patii bolest, necitlivost a zhorSena tepelna citlivost.
Ptiznaky zacinaji obvykle distalné¢ u dolnich koncetin a postupné se §iii proximalné az
postihnou v pozd¢jsich stadiich i horni koncetiny (Coelho et al., 2013b). Zhorseni motoriky
dolnich koncetin vede ke slabosti svalll a zptisobuje obtize s chiizi a ztratu rovnovahy (Ando

etal., 2013).

Pod pojem autonomicka dysfunkce spadaji priznaky jako abnormality poceni, sexualni
impotence, neumyslny ubytek na véze, poruchy motility GIT (prijem, zacpa, nevolnost

a zvraceni), retence moci a ortostaticka hypotenze (Ando et al., 2013).

Amyloid tvofi depozity 1 v kardiovaskularnim systému, coz se miize projevit jako

kardiomyopatie, arytmie, dusnost a otoky (Dungu et al., 2012).

Dalsi priznaky spojené s amyloidézou hATTR jsou naptiklad poskozeni ledvin a o¢ni

postizeni ve formé zakalt sklivce, glaukomi a pupilarnich poruch (Ando et al., 2013).

Heterogenita projevujicich se pfiznakil, penetrace nemoci a proménlivy vék nastupu
¢asto vedou k nespravné diagnéze (Adams et al., 2016). hATTR amyloidéza s ptevazujici
polyneuropatii byva zaménovana s chronickou zanétlivou demyeliniza¢ni polyneuropatii,
ktera se také projevuje slabosti, smyslovymi symptomy a motorickymi symptomy. HATTR
amyloiddza s kardiomyopatii Casta u starSich pacientii je mnohdy nespravné diagnostikovana
jako hypertroficka kardiomyopatie nebo arterialni hypertenze kvuli podobnym piiznakiim

a vyssi prevalenci téchto onemocnéni u starsi populace (Hawkins et al., 2015).

Vcasna diagnéza a zahajeni lécby jsou kritické, protoze u pacienti s hATTR
amyloidozou casto dochdzi k rychlému rozvoji neurologickych a srdecnich symptomi

(Adams et al., 2015; Gilmore et al., 2015; Kristen et al., 2019).

5.4 Lécba Patisiranem

5.4.1 Princip u¢inku

Specifickou vazbou SiRNA na geneticky konzervovanou sekvenci v 3-UTR
nepiekladané oblasti TTR mRNA mutantniho i divokého typu zptsobuje Patisiran degradaci

této mRNA prostiednictvim RNA interference. Nasledné sniZzeni hladiny TTR proteinu v séru
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vede k poklesu ukladani TTR v tkanich (Hoy, 2018). Schéma ptisobeni Patisiranu obsahuje
Piiloha 2.

5.4.2 Davkovani

Léku jsou podavany 0,3 mg/kg té€lesné hmotnosti formou 80 minut trvajici intravendzni
infuze jednou za 3 tydny. Optimalni davkovani bylo stanoveno v otevienych studiich fazi I

all.

Ve fazi I byly zkoumany zvySujici se davky ALN-TTRO2 v rozmezi 0,01-0,5 mg/kg.
Studie se Gidastnilo 17 zdravych jedinct. U¢innost 1é&iva byla posuzovana podle hladiny
transthyretinu v séru, ktera byla méfena metodou ELISA. ALN-TTRO02 (0,3 mg/kg) zpusobil
za 3 dny sniZeni hladiny TTR o vice nezZ 50 %. Maximalniho potlaceni 87 % bylo dosazeno
po 10 dnech. Potlaceni TTR ptetrvalo po dobu 28 dnt, kdy sniZeni hladiny TTR bylo stale o

67 %. Vyssi davkou nebylo dosazeno vyznamného zlepSeni ucinnosti (Coelho et al., 2013a).

Ve studii II. faze dostavalo 26 pacienti s TTR-FAP infuze intraven6zné kazdé 4 tydny
(0,01, 0,05, 0,15 a 0,3 mg / kg) nebo kazdé 3 tydny (0,3 mg / kg). Patisiran zpusobil na davce
zavislé snizeni hladiny TTR az o 96 % pfti davkovém rezimu 0,3 mg/kg kazdé 3 tydny (Suhr
et al., 2015; Titze-de-Almeida et al., 2020).

5.4.3 Vedlejsi u¢inky

S podavanim Patisiranu jsou spojeny mirné az stiedné zavazné vedlejsi Gcinky, z nichz
mnoho souvisi s infuznim zplisobem podéni. Vedlejsi ucinky tohoto typu se s postupem lécby
zmirnovaly. Bylo pozorovano zaervenani, bolest v zaddech, nepfijemné pocity v biise nebo
nevolnost, dusnost a bolesti hlavy, které postihly 19 % pacienti 1é¢enych Patisiranem oproti
9 % ve skupiné s placebem (Titze-de-Almeida et al., 2020). Dale také periferni otoky se
vyskytovaly Castéji u pacientll 1é¢enych Patisiranem (Adams et al., 2018).

Vzhledem k riziku reakci souvisejicich s infuzi musi pacienti dostavat premedikaci

-----

blokator H; a blokator H; (Miiller et al., 2020).

Sérovy TTR slouzi jako nosi¢ retinol-vazajiciho proteinu, a tak se ucastni transportu
vitaminu A krvi. Snizeni hladiny TTR vedlo v 18-mési¢ni studii APOLLO faze III v séru
k redukci RBP 0 45 % a vitaminu A o 62 %. Lécba Patisiranem je proto provazena

suplementaci vitaminu A (Alnylam Pharmaceuticals, 2018; Hoy, 2018).
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Dale byly pozorovany nezadouci udalosti jako napiiklad prijmy nebo naopak zacpy,
infekce mocového uUstroji, zavraté a tnava. Tyto pfiznaky se vyskytovaly piiblizné stejné
Casto jak u skupiny pacientu 1é¢ené Patisiranem, tak u skupiny s placebem, a lze je povazovat
za projevy samotné hATTR (Adams et al., 2018).

5.4.4 U&innost Patisiranu

Patisiran je vyjimec¢ny tim, ze je zatim jedinym dostupnym lékem, pfi jehoz podavani se
stav pacientl s polyneuropatii zlepsil. Patisiran byl dobfe tolerovan a prokazal zvladnutelny
bezpe¢nostni profil pro pacienty s amyloidézou hATTR. Pferuseni 1écby v duasledku
nezadoucich udalosti bylo Castéjsi u pacientti, kterym bylo ve studii APOLLO III podavano
placebo (Adams et al., 2018; Kristen et al., 2019).

5.4.4.1 Vysledky studie APOLLO IlI
V této studii byla primarnim sledovanym vystupem zména od vychozi hodnoty po 18
meésicich v tzv. mNIS+7 (modified Neuropathy Impairment Score) s hodnotami v rozmezi

0 az 304, kde vyssi vysledek naznacuje vétsi neuropatické poskozeni.

Primérné vychozi hodnoty mNIS+7 (+ smérodatné odchylky) byly 80,9 + 41.5
ve skuping s Patisiranem a 74,6 + 37,0 ve skupiné dostévajici placebo. Po 18 mésicich byla
v mNIS+70proti vychozimu stavu primérnd zména (+ stfedni chyby priméru) —6,0 £ 1,7
u Patisiranu ve srovnani s 28,0 = 2,6 u placeba. U¢inek Patisiranu na mNIS + 7 byl pozorovéan
Jiz pti testovani po 9 mésicich 1écby.

Reakce na 1écbu byla patrnd napfi¢ celou skupinou pacientll s Patisiranem, pfi¢emz
74 % pacienti vykazalo v mNIS+7 po 18 mésicich méné nez 10-bodové zvySeni oproti
vychozi hodnoté ve srovnani se 14 % pacientd ve skupiné s placebem. Byla pozorovana
souvislost mezi mirou snizeni hladiny transthyretinu proti vychozi hodnot¢ a zménou
mNIS+7, viz P¥iloha 3. Ke zlepSeni stavu (pokles mNIS+7 po 18 mésicich) doslo u 56 %

pacientd, ktefi dostavali Patisiran, ve Srovnani se 4 % u pacientt, ktefi dostavali placebo.

Dalsi vystupy zahrnovaly dotaznik Norfolk Quality of Life — Diabetic Neuropathy

(Norfolk QOL-DN) o rozsahu -4 az 136, kde vyssi skore oznacuje horsi kvalitu Zivota.

Na pocatku studie byly primérné hodnoty (+ smérodatné odchylky) Norfolk QOL-DN
skore ve skuping s Patisiranem 59,6 + 28,2 a ve skupiné s placebem 55,5 + 24,3. Primérné
zmény od vychoziho stavu (+ stiedni chyby priméru) po 18 mésicich byly s Patisiranem -6,7

+ 1,8 a s placebem 14,4 + 2,7. Takto vyrazné sniZzeni zmény po 18 mésicich oproti vychozimu
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Norfolk QOL-DN skore dokazuje lepsi kvalitu zivota s Patisiranem. ZlepSeni stavu bylo

pozorovano u 51 % pacientti S Patisiranem ve srovnani s 10 % pacientii s placebem.

Prospéch 1é¢by Patisiranem byl pozorovan u vSech ostatnich sekundarnich vystupt.
Jednalo se napiiklad o troven disability hodnocenou dle tzv. Rasch-built Overall Disability
Scale (R-ODS, ve které¢ nizsi skore na stupnici od 0 do 48 znamena horsi postizeni), vyskyt
autonomnich piiznakii (hodnoceny dle tzv. Composite Autonomic Symptom Score 31 —
COMPASS-31, kde vyssi skore na stupnici od 0 do 100 odpovida vice autonomnim
symptomum), rychlost chlize v testu na 10 m a upraveny index télesné hmotnosti definovany
jako hmotnost v kilogramech délena druhou mocninou vysky v metrech a vyndsobena

hladinou albuminu v g/1, kde niz$i hodnoty znamenaly hors$i nutri¢ni stav.

Ve srovnani s vychozim stavem bylo zlepSeni pozorovéno naptiklad v testu rychlosti
chtize u 53 % pacientt, kteti dostavali Patisiran, oproti 13 % pacientu, ktefi dostavali placebo.
Dale v testu motorické sily (40 % vs. 1 %), coz bylo stanoveno testem slabosti NIS
(Neurological Impairment Score) po 18 mésicich (Adams et al., 2018). Podavani Patisiranu
melo také pozitivni vliv na autonomni ptiznaky. Po 18 mésicich se hodnota COMPASS-31
U pacientll, jimz byl nasazen Patisiran, zlepSila primémé o -5,3 bodl a u pacientt, ktefi

dostavali placebo, se zhorsila primérné o 2,2 bodu (Gonzalez-Duarte et al., 2020).

U pacientd s kardiomyopatii byla také sledovana hladina NT-proBNP (N-terminalniho
fragmentu prohormonu mozkového natriuretického peptidu), jehoz koncentrace roste u osob
s dekompenzovanym srde¢nim selhanim. Po 18 mésicich byl upraveny geometricky primérny
pomér k vychozimu stavu 0,89 u Patisiranu a 1,97 u placeba. Lécba Patisiranem byla také

spojena s lepsi srde¢ni strukturou a funkci, napt. s vVyssi stiedni tloustkou stény levé komory.

U vS8ech sekundarnich vystupt byly rozdily ve prospéch Patisiranu patrné jiz v prvnim
kontrolnim bod€ hodnoceni Ucinnosti, tedy po 3 mésicich u modifikovaného BMI

a po 9 mésicich u ostatnich sledovanych ukazatelti (Adams et al., 2018).

5.4.5 Ostatni mozZnosti 1é¢by

Dosavadni 1é¢ebné rezimy byly zaméfeny na zpomaleni progrese onemocnéni a ulevu
od symptomil klicCovou pro zlepSeni kvality Zivota. Hlavni kategorie symptomatické terapie
jsou léky proti neuropatickym bolestem, léky na motilitu, které se zabyvaji ptiznaky
gastrointestinalniho traktu, a 1éky urcené pro potlaceni srde¢nich symptomi, jako jsou srde¢ni

selhani, fibrilace sini a ortostaticka hypotenze (Kristen et al., 2019).
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Ortotopickd transplantace jater je povazovdna za ucinnou terapii u specifické
podskupiny pacienti s mutaci ValTRMet v ¢asném stadiu hATTR s polyneuropatii, ale bez
srde¢niho postizeni (Ericzon et al., 2015). Doby pieziti 5 let po transplantaci dosahuje 77 %
pacientd (Herlenius et al., 2004).

Farmakologicky pfistup k terapii hATTR byl plivodn¢ zaméfen na stabilizaci TTR

tetrameru, aby se zabranilo jeho disociaci a tvorbé¢ fibril.

Tafamidis byl prvnim stabilizatorem TTR schvalenym v Evropé pro pacienty se stadiem
| se symptomatickou polyneuropatii. U ¢asti pacientd bylo prokazatelné zpomaleni progrese
neuropatie a delsi zachovani kvality zivota ve srovnani s placebem. Tafamidis se projevil
ucinnym  pfi  snizovani vSech pfi¢in Umrtnosti a hospitalizaci  souvisejicich
s kardiovaskularnimi pfiznaky transthyretinové amyloidozy (Milani et al., 2019).

w1

vysledkti randomizované, placebem kontrolované studie faze IIl. V této studii Diflunisal
mirné snizil rychlost progrese neurologické poruchy a pomahal zachovat kvalitu zivota (Berk
et al., 2013). Nebylo u n&j prokazano zlepSeni v kardiovaskularnich piiznacich. Navzdory
nizkym nékladim tak tento 1€k neni schvalen pro 1écbu hATTR a neni Siroce dostupny

(Milani et al., 2019).

V soucasné dob¢ jsou zkoumany ptipravky snizujici hladinu TTR. Tato tfida v soucasné
dobé zahrnuje Inotersen a Patisiran. Inotersen je antisense oligonukleotid, ktery pusobi na
TTR mRNA produkovanou v jadru hepatocytl a inhibuje jaterni syntézu divokého typu i
mutantniho TTR. Ve fazi III NEURO-TTR studie prokdzal vyznamny piinos pro
polyneuropatii hodnoceny dle skore postizeni mNIS+7 a stupnice kvality Zivota Norfolk
QOL-DN. Byl schvalen Evropskou lékovou agenturou (EMA) a US Food and Drug
Administration (FDA). V podskupiné pacientii se srdecnim postizenim nebylo pouziti
Inotersenu spojeno s zadnym detekovatelnym zlepSenim srde¢nich parametrd (Benson et al.,
2018b). Podavani Inotersenu bylo ve studii NEURO-TTR spojeno s rizikem trombocytopenie

a glomerulonefritidy, coz vyzadovalo pravidelné sledovani pacientt (Milani et al., 2019).

Piimé srovnani studii faze III Patisiranu a Inotersenu, tedy sloucenin snizujicich hladinu
TTR, je omezeno rtiznymi velikostmi studovanych skupin pacientti, odliSnym zastoupenim
mutaci TTR a pouzitim rtiznych méfitek mNIS+7. Vyhodou Inotersenu je subkutanni zptisob

aplikace (Kristen et al., 2019).
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6 KLINICKE STUDIE

Aktualné existuji na trhu dvé schvalend siRNA 1éCiva, vySe zminény ONPATTRO
anove vV roce 2019 FDA schvaleny GIVLAARI (givosiran), uréeny k 1écbé akutni hepatické

porfyrie u dospélych. Oba tyto 1€ky jsou uréeny k 1é¢bé pomérné vzacnych onemocnéni.

Porfyrie jsou skupinou poruch, u kterych enzymatické nedostatky v produkci hemu
vedou k akumulaci neurotoxickych prekurzort, jako jsou kyselina 6-aminolevulinova (ALA)
a porfobilinogen (PBG). Ty pak zplsobuji akutni porfyrické zachvaty, které se primarné
projevuji neurovisceralnimi symptomy, jako jsou bolest bficha, akutni neuropatic a

psychiatrické symptomy.

Givosiran pusobi degradaci mMRNA pro syntazu -aminolevulové kyseliny (ALASL),
¢imz snizuje hladiny ALA a PBG. Givosiran je podavan subkutanné jednou mési¢né v davce
2,5 mg/kg. Po 6 mésicich 1é¢by klesly primérné hladiny ALA a PBG o 77 %, respektive 76 %
a prokazateln¢ se u pacientt snizila frekvence zachvata (Scott, 2020; de Paula Brandao et al.,

2020).

Pro transport na misto pisobeni vyuziva vétSina modernich 1€k konjugat GalNAc-
SIRNA v piipad¢ systétmového podani, nebo nevyuzivaji Zadny specializovany transportni
systém v pfipad¢ lokdlniho podani. Pravdépodobné vsSechny léky vyuzivaji modifikaci
siRNA, které prodluzuji jeji efekt z fadu hodin aZ na mésice. Ne u vSech 1€kt je ale informace

0 modifikacich vetejné dostupna (Hu et al., 2020).

vvvvvv

dyslipidémie, glaukom, ischemicka choroba srde¢ni, hemofilie, hepatitida B nebo nadorova

onemocnéni. Piiklady testovanych siRNA 1é¢iv ve vztahu k ¢astem téla obsahuje Priloha 4.

6.1 Léciva v posledni fazi klinickych studii

Léciva v poslednich fazich klinickych studii maji nejblize ke schvaleni, proto jich zde

bude ptedstaveno nejvice ze vsech uvedenych.

Inclisiran (ALN-PCSsc) je terapeutikum k 1é¢bé hypercholesterolémie a vyuziva stejny
transportni systém i modifikace jako vySe zminéna 1é¢iva. S dlouhodobou ucinnosti inhibuje
expresi PCSK9 (proprotein convertase subtilisin-kexin type 9), ¢imz snizuje hladinu LDL

cholesterolu. Podle klinickych studii mize mit mirné az stfedné vazné nezadouci ucinky
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zahrnujici bolest svali a kosti, bolest zad, kasel, zdnét nosohltanu a prijem. Jednordzové
podani 300 mg 1é¢iva snizilo hladinu LDL o primérnych 74,5 % a vicendsobné podani efekt

jesté zvysilo (Fitzgerald et al., 2017).

Fitusiran (ALN-AT3SC) slouzi k 1é¢b¢ hemofilic A a B, vyuziva stejny transportni
systétm 1 modifikace jako vySe zminéna léCiva. Obsahuje siRNA interferujici v jatrech
s mRNA pro antithrombin. Podavé se tydné nebo mésicné subkutanné. Efekt v preklinickych
a klinickych studiich je zavisly na davce a vede ke zvySeni hladiny thrombinu a zlepSeni
srazlivosti krve. Nemél vyrazné vedlejsi uCinky, avSak u jednoho pacienta, kterému byla
souCasn¢ podavéana konvencéni 1éCiva (vysoké davky lidského koagula¢niho faktoru VIII),

doslo k fatalni tromboze (Machin & Ragni, 2018).

Lumasiran (ALN-GOI1) je uren k1écbé primarni hyperoxalurie typu 1. Vyuziva
GalNACc transportni systém a siRNA je modifikovana PS, 2°-OMe a 2'F. Hyperoxalurie je
zpusobena ztratovou mutaci (loss-of-function) enzymu alanine-glyoxylate aminotransferase
(AGXT). Vysoké hladiny nerozpustnych vapenatych oxalati zpusobuji poskozeni ledvin
udéti, a mohou vést K multiorginovému selhani. Konvencni 1é¢ba c¢asto vyzaduje
transplantaci ledvin a jater. Lumasiran potlacuje expresi genu HAO1 a tim snizuje tvorbu
oxalatu v jatrech. Potlaceni tohoto genu by klinicky mélo byt bezpecné, protoze existuji lidé
s vzacnou kompletni knock-out mutaci genu HAOI, a tato mutace jim nepusobi zadné

zdravotni potize (Hu et al., 2020).

Vutrisiran (ALN-TTRSCO02) slouzi k 1é¢bé amyloidozy a vyuziva stejny transportni
systém i modifikace jako Lumasiran. Byla vice rozebrana v kapitole o Patisiranu (Hu et al.,
2020).

DCR-PHXC slouzi k 1é¢bé primarni hyperoxalurie (popsana vyse). Vyuziva GalNAc
transportni systém. Modifikace siRNA nejsou znamy (Hu et al., 2020).

QPI1-1002 (15NP) je urcen k lé€bé komplikaci po transplantaci ledviny. Je podavan
lokaln¢ do proximalnich tubulli transplantované ledviny, takze nevyuziva Zzadnych
transportnich ¢astic. Modifikovan je O-methylaci. Po transplantaci ledviny casto dochazi
k ischemickému a reperfusnimu poskozeni (IRI). Funkce organu je narusena fibroézou a atrofii
ledvinovych kanalkd, miize dojit i k akutnimu odmitnuti ledviny. Lék QPI-1002 kratkodobé
potlacuje expresi p53 genu, ¢imz snizuje apoptoézu epitelialnich bunék a snizuje zavaznost

IRI. Utinnost je pouze lokélni, protoze &astice jsou rychle vyfiltrovany z ledviny nebo
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vychytany bunkami epitelu — to zajistuje uréitou bezpecnost (Nieuwenhuijs-Moeke et al.,
2020).

Tivanisiran (SYL1001) slouzi k 1é¢bé syndromu suchého oka a bolesti o¢i. Nevyuziva
transportnich ¢astic a je podavan lokalné. Modifikace nejsou znamy. Syndrom suchého oka je
porucha regulace slzného omyvani povrchu oka, vedouci k zanétim a neurosenzorickym
porucham. Dostupna 1éciva se zamétuji zejména na potlaceni zanétu oka a maji pouze
Caste¢nou ucinnost. Tivanisiran obsahuje siRNA potlacujici expresi TRPV1 (Transient
Receptor Potential Vanilloid 1). TRPV1 je kanal v nociceptivnich neuronech, ma ale i dalsi
funkce v odpoveédi na stres, fibrotizaci a modulaci zanétu (zprostiedkuje uvoliovani
prozanétlivych cytokint IL-6, IL-8 and IL-1f. Snizeni exprese tohoto receptoru potlacuje

velkou c¢ast ptiznaki syndromu (Moreno-Montafiés et al., 2018).

6.2 Vybrana léciva v pocateénich fazich klinickych studii

Ve fazi 1 a 2 klinickych studii se nachazi né€kolik desitek potencidlnich 1é¢iv. Bude zde
piedstaveno pouze nékolik zastupcti s ohledem na cCetnost a zavaznost onemocnéni

a s ohledem na neexistenci siRNA 1é¢iva na danou nemoc v tieti fazi studii.

ALN-AGT je 1ék na hypertenzi. Vyuziva GalNAC transportni systém a siRNA je
modifikovana PS, 2°-OMe a 2'F. Lék dlouhodobé snizuje expresi angiotensinu v jatrech.
Umlcovani exprese je efektivnéj$i nez jiné terapeutické piistupy, protoze u béZnych léka
ovliviiyjicich renin-angiotensinovy systém regulace tlaku dochéazi k postupné adaptaci
a zvyseni angiotensinu na ptuvodni hodnotu. siRNA se proto jevi jako nadéjné feSeni, avSak
drive pouZzivané molekuly mély velmi kratky biologicky polo¢as. ALN-AGT je prvni siRNA
proti angiotensinu, ktera plisobi dlouhodobé (k pozorovatelnému efektu staci jedno
subkutanni podani). Zaroven dle preklinickych studii ALN-AGT neposkozuje ledviny.
Nejlepsiho efektu bylo dosazeno soucCasnym podavanim ALN-AGT a klasickych
antihypertensiv (testovany byly Captopril nebo Valsarta) (Uijl et al., 2019).

ARO-HBV je 1éCivo proti hepatitidé B. Vyuziva GalNAC transportni systém.
Modifikace siRNA nejsou znamy. Hepatitidou B trpi kolem 250 miliont lidi celosvétove.
V klinickych studiich je né€kolik nadé€nych siRNA 1€kidi na tuto nemoc, cilicich na rizné
oblasti virového genomu, které snizuji produkci virovych replikonti a tlumi expresi virovych
proteinti o 75-90 % in vitro (Ying et al., 2003). Vyraznych ucinkd bylo dosaZeno také

Vv klinickych studiich na lidskych pacientech, ovS§em panuji urcité obavy ohledné bezpecnosti
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1€ku, zejména ve vztahu ke komorbidnim onemocnénim, véku pacienti a sou¢asného uzivani

jinych 1é¢iv (Smolders et al., 2020).

ND-L02-s0201 slouzi k 1écbé idiopatické plicni fibrozy. K transportu siRNA vyuziva
lipidovych mikrocastic v kombinaci s vitaminem A. Modifikace nejsou znamy. Plicni fibroza
je zivot ohrozujici onemocnéni, kdy se vlivem ukladani kolagenniho vaziva v plicich ztréaci
jejich funkce. Tato siRNA je zamétena proti kolagenné specifickému chaperonu HSP47. Tim

snizuje produkci kolagenu myofibroblasty, vede K jejich apoptdze a snizuje zanétlivou reakci

v plicich (Otsuka et al., 2017).

Bamosiran (SYL040012) je 1ék proti vysokému nitroocnimu tlaku a zelenému zakalu
(glaukom). Podava se lokalng, takze nevyuziva transportnich systémi. Modifikace nejsou
znamy. Pfi glaukomu dochézi k nevratné degeneraci optického nervu a ztraté zraku. Vysoky
nitroo¢ni tlak je rizikovym faktorem. Je zptisobem nerovnovahou mezi tvorbou tekutiny v oku
a jejim odtokem. Blokaci B2 adrenergnich receptori (ADRB2) Ize dosahnout snizeni tvorby
tekutiny v tyCinkovych bunkach a tim snizeni nitroo¢niho tlaku. Bamosiran je siRNA

umlcujici expresi ADRB2 receptori. Ma dlouhotrvajici u¢inek (Martinez et al., 2014).

6.3 Vybrana léciva v preklinické fazi

Si-PT-LODER je urcen k 1é¢bé rakoviny prostaty. Jako transportni systém vyuziva
polymerni matrici LODER. Modifikace nejsou znamy. Tato siRNA cili na heat shock protein
HSP90 (Hu et al., 2020).

SLN226 je 1€k urceny k podpote odvykani zavislosti na alkoholu. K transportu vyuziva
konjugatt,, modifikace siRNA nejsou znamy. Umlcuje gen ALDH2. Ten koduje enzym, ktery
pfi metabolizaci alkoholu odbourava toxicky meziprodukt acetaldehyd (Hu et al., 2020). Lidé
s mutaci v ALDH2 genu (u nckterych néaroda je cCastéjSi) Spatné snaSeji alkohol a silngji
pocituji jeho negativni UcCinky. Efekt lécby je tedy pravdépodobné zaloZen na tom, ze
neodbourany acetaldehyd bude u alkoholika zptisobovat silné neptijemné u¢inky alkoholové
intoxikace. U¢inek bude dlouhodoby, takze pacient nemiize 1é¢bu samovolné vysadit a porusit

abstinenci. Zatim je o léku SLN226 dostupnych jen velmi malo informaci.

SYL116011 je urcen k oftalmologické 1é¢bé alergického zanétu spojivek. Nevyuziva
zadnych transportnich systémdi, je aplikovan lokalné. Modifikace nejsou znamy. Plsobi

na protein Orail, ktery je soucasti vapnikovych kanali aktivujicich T-lymfocyty. Mutace
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v tomto proteinu zplsobuje tézkou imunodeficienci, nicméné pii lokalnim podani neni 1€k

v tomto ohledu nebezpecny (Hu et al., 2020).

ARO-ENaC je Iék proti cystické fibroze. Vyuziva TRiIM (Targeted RNAiI Molecule)
transportni systém a je modifikovan PS, 2°-OMe a 2'F. Pasobi proti ENaC sodikovym
kanaliim v epitelovych bunkach, ¢imz zabranuje excesivnimu piijmu sodiku do bunky (Clark

etal., 2013).
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ZAVER

RNA interference je nadéjnou oblasti medicinského vyzkumu. Vysledkem dvacetileté
usilovné prace mnoha laboratofi jsou dnes dva schvalené 1éky proti zdvaznym onemocnénim,
a n¢kolik desitek dalSich v procesu klinickych studii. Pomoci vzdjemné spoluprace a diky
interakcim mezi laboratoiemi a vyzkumnymi centry bude ziejmé brzy mozné 1éCit vzacna
genetickd onemocnéni, mnohd degenerativni onemocnéni nebo rakovinu. Své vyuziti si
siRNA nachdzi také v oftalmologii pfi 1écbé zeleného zakalu, makularni degenerace, nebo
relativné méné¢ zavazného, avSak castého, syndromu suchého oka. Nadéje svitd také

nemocnym s HIV/AIDS nebo s virovou hepatitidou.

Krom¢ siRNA jsou zkoumany také dalS$i metody interference, napt shRNA, ktera
po zabudovani do genomu umozni produkovat terapeutickou siRNA piimo v bunikach. Kazda
metoda ma vSak sva uskali a rizika. U siRNA jsou to problémy s transportem, stabilitou
molekul a imunogenitou. shRNA miize zase svou inkorporaci zpiisobit naruseni funkce jinych
genl. Jakykoli zdsah do regulace genové exprese miize mit nezddouci ucinky ve formé
ovlivnéni jinych gent, naruseni homeostazy a cytotoxicity, nebo zahlceni pfirozenych RNAi

regulac¢nich mechanismu.

V této praci byly prezentovany zakladni typy a fungovani RNA, popsana struktura
a funkce malych RNA zapojenych do RNA interference a ¢tenat byl seznamen s metodami
feSeni problémi pii terapeutickém pouziti sSiRNA — zejména s chemickymi modifikacemi
a transportnimi systémy. Blize se prace zamétuje na dosud nejlépe prozkoumané RNAi 1é¢ivo

— Patisiran a nabizi shrnuti vysledka studie, ktera vedla k jeho schvaleni.
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PRILOHY

Piiloha 1: Srovnani mechanismu ptisobeni miRNA a siRNA. Zdroj: (Hu et al., 2020)
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Priloha 2: Patisiranova terapie k potlac¢eni hATTR amyloiddzy.
Upraveno: (Titze-de-Almeida et al., 2020)
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(a) Pacienti s amyloidozou hATTR dostavaji patisiran intravenozni infuzi.
(b) Patisiran se formuje v LNP, ty jsou opsonizovany ApoE pfitomnym v ob&hovém

systému.

(c) Opsonizované LNP se vazou na ApoE receptory v jaternich buikach a jsou

internalizovany endocytozou.
(d) Endocytické vacky obsahujici LNP ziskavaji kladny naboj protonaci v dusledku jejich
kyselého pH. Pozitivné nabité LNP se vazou na negativné nabitou endozomdalni membranu a

faze t€chto membran dodava ds-siRNA do bunééné cytoplazmy.

(e) Dicer a pomocné proteiny (TRBP a PACT) tvoii komplex s ds-SIRNA a odlucuji
passenger (sense) fetézec. Zbyvajici antisense guide fetézec TTR cilenych siRNA zapojenych

do komplexu RISC se vaze na komplementarni sekvence v TTR mRNA.
(f) AGO enzym v komplexu RISC provadi TTR mRNA §tépeni.

(9) SniZzeni exprese TTR zabranuje hromadéni abnormalnich TTR amyloidnich proteind,
snizuje mnozstvi nestabilnich tetramerd TTR v krevnim ob&hu, omezuje ukladani B-amyloida

v organech a nasledné potlacuje nebo stabilizuje neurokardiopatii a kardiopatii.
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Priloha 3: Korelace mezi snizenim hladiny transthyretinu a zménou mNIS+7 od vychozi

hodnoty po 18 mésicich. Zdroj: (Adams et al., 2018)
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Piiloha 4: Nazvy vybranych siRNA 1é¢iv v klinickych studiich ve vztahu K jednotlivym
Castem t¢la. Zdroj: (Hu et al., 2020)
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