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TERMINOLOGIE 

Blokátor H2 a blokátor H1: blokátory histaminových receptorů, tzv. antihistaminika. 

Využívají se k prevenci a léčbě alergických reakcí a k snížení imunitní odpovědi (Vokurka & 

Hugo, 2015) 

Chorea: symptom onemocnění charakterizovaný neobvyklými mimovolními pohyby 

končetin a celého těla (Vokurka & Hugo, 2015) 

Dicer: endoribonukleáza katalyzující štěpení RNA prekurzorů miRNA a siRNA (Wilson & 

Doudna, 2013) 

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

Duplex: dvouvlákno nukleové kyseliny spárované na základě komplementarity bází (Lodish 

et al., 2003, s. 104) 

Komorbidita: výskyt více onemocnění současně (Vokurka & Hugo, 2015) 

Komplementarita: specifické párování bází a jejich sekvencí u nukleových kyselin (Lodish 

et al., 2003, s. 103) 

Konformace: druh izomerie, tedy prostorového uspořádání chemických sloučenin, nejčastěji 

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

Kosuprese: jev, při kterém se cizorodá RNA páruje s mRNA již existující v buňce a potlačuje 

tak její expresi, vnesená RNA poté neexprimuje vlastní produkt (Napoli et al., 1990) 

Loss-of-function mutace: mutace způsobující úplnou ztrátu funkce daného genu (Lodish et 

al., 2003, s. 353) 

Prevalence: počet jedinců trpících sledovaným onemocněním v dané populaci, uváděný 

obvykle v procentech (vztah počtu nemocných k celkovému počtu jedinců v populaci) 

(Vokurka & Hugo, 2015) 

Transpozon: DNA sekvence, která je schopna se pohybovat z jednoho místa na druhé 

v genomu. Transpozony se chovají se jako parazitické DNA, jejichž jedinou funkcí je 

replikace a propagace (Muñoz-López & García-Pérez, 2010)   
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ÚVOD 

RNA interference je jeden z mnoha mechanismů regulace genové exprese. Díky 

schopnosti potlačit expresi genů, i jejich konkrétních alel sloužila od svého objevení často 

ve výzkumu k identifikaci funkce genů. V kombinaci s novými poznatky v oblastech 

molekulární biologie a patogeneze onemocnění má RNAi nepopiratelný potenciál v kauzální 

léčbě těchto onemocnění. Využití RNAi by tak mohlo vést k výrazným pokrokům v léčbě 

nádorových bujení, některých dědičných chorob, virových nemocí a dalších patologických 

stavů.  

Hlavními předpokládanými výhodami léčiv založených na tomto principu jsou 

sekvenční specificita, která umožňuje „umlčení“ konkrétní alely nebo mutace genu, minimum 

vedlejších účinků, snadná syntéza RNA a využití mechanismu, který se přirozeně vyskytuje 

ve všech jaderných buňkách.  

Systémová aplikace RNAi stále ještě naráží na problémy hlavně v efektivitě distribuce 

léčiva do cílových buněk. Dalšími překážkami úspěšné terapie jsou riziko působení na jiné, 

než cílové sekvence (angl. „off-target effects“), rychlá degradace RNA, toxicita, imunogenita 

a rizika spojená s metodami aplikace.  

První léčivo založené na mechanismu RNAi bylo ve Spojených státech amerických 

schváleno FDA v roce 2018, jedná se o Patisiran (komerční název ONPATTRO) – lék pro 

terapii polyneuropatie způsobené hereditární amyloidózou s defektem transthyretinu.  

Tato práce představuje klíčové typy RNA, popisuje mechanismus RNAi především pro 

siRNA, podává přehled nejvýznamnějších oblastí uplatnění léků založených na principu 

RNAi a seznamuje s problematikou účinné a bezpečné aplikace tohoto typu léčiv. Dále se tato 

práce soustředí na léčivo Patisiran, klinické studie jiných siRNA léků a další konkrétní 

potenciální identifikované cíle terapie siRNA.  
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1 RIBONUKLEOVÁ KYSELINA 

RNA (ribonukleová kyselina) se stejně jako DNA (deoxyribonukleová kyselina) skládá 

z nukleotidů. Každý nukleotid RNA obsahuje purinovou (adenin, guanin) nebo 

pyrimidinovou bázi (cytosin, uracil), monosacharid s pěti uhlíky ribózu a fosfátovou skupinu 

na pátém uhlíku. Ribóza se od deoxyribózy (monosacharid v DNA) liší přítomností 

hydroxylové skupiny na druhém uhlíku, což ji dělá reaktivnější a tedy méně stabilní. 

Nukleotidy jsou spojeny fosfodiesterovou vazbou mezi 5' uhlíkem na jednom cukerném 

zbytku a 3' uhlíkem předchozího cukerného zbytku (Soukupová & Soukup, 1998, s. 47; 

Lodish et al., 2003, s. 103).  

Většina RNA v buňkách vzniká transkripcí, tedy přepisem z DNA pomocí RNA 

polymeráz. Přepis probíhá vždy z jednoho vlákna DNA, které se označuje jako pracovní. 

Nové nukleotidy se připojují na 3' konec vznikajícího vlákna, protože pouze tam je volná 

hydroxylová skupina pro vytvoření nové fosfodiesterové vazby (Soukupová & Soukup, 1998, 

s. 48).  

Traskripce je prováděna enzymem RNA polymerázou. Ta nejprve rozplétá 

dvoušroubovici DNA v místě specifické sekvence označující začátek genu (iniciace). Poté 

připojuje jednotlivé báze RNA (elongace) až dokud nenarazí na terminální sekvenci 

(terminace). Poté se polymeráza od vlákna odpojí. Transkribovány jsou nejen geny kódující 

proteiny, ale také geny pro RNA s katalytickou nebo signalizační funkcí. Transkripce probíhá 

v buňkách všech živých organismů (Alberts et al., 2002). Transkripci jsou věnovány Obr. 1, 

Obr. 2 a Obr. 3.  

 

  

Obr. 1: Snímek z elektronového mikroskopu – transkripce dvou genů pro ribozomální RNA. Množství 

polymeráz (černé tečky podél vlákna DNA) simultánně transkribují gen na DNA do vláken RNA. Tato RNA 

bude tvořit součást ribozómů a nebude translatována do proteinů. Černé tečky na volných koncích vláken jsou 

formující se ribozomální podjednotky. Podle délky vláken lze odvodit, že transkripce na obrázku probíhá zleva 

doprava. Zdroj: (Alberts et al., 2002). 
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Transkripce je na úrovni přístupnosti DNA pro polymerázu komplexně regulována 

proteiny, které její přístup blokují nebo naopak usnadňují, což ovlivňuje také rychlost 

transkripce (Alberts et al., 2002).  

 

 

  

Obr. 2: Funkce RNA polymerázy. Zdroj: (Alberts et al., 2002) 

Obr. 3: Kroky transkripce. rNTP – ribonukleotidy. Zdroj: (Lodish et al., 2003, s. 110) 
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RNA se vyskytuje nejčastěji v jednovláknové podobě, ale její úseky se mnohdy váží 

vodíkovými můstky na základě komplementarity bází do dvoušroubovice (A forma stejně 

jako u DNA). Tak vzniká sekundární struktura RNA. Sekundární struktury, které lze u RNA 

pozorovat jsou vlásenky (angl. „hairpins“), u kterých jsou komplementární sekvence od sebe 

navzájem vzdáleny 5-10 nukleotidů, delší smyčky se stonkem (angl. „stem-loops“), výdutě 

neboli boule (angl. „bulge“), smyčky vnitřní (angl. „interior loop“) a rozvětvené (angl. „multi-

branched loop“) (Lodish et al., 2003, s. 107; Pastuchová, 2007). Přehled těchto struktur 

obsahuje Obr. 4.  

 

 

Motivy terciární struktury zahrnují interakce mezi sekundárními strukturními motivy. 

Patří mezi ně například „triple-strands“, pseudouzly (angl. „pseudoknots“) a „kissing 

hairpins“, existuje jich ale mnoho. Příklady jsou na Obr. 5. Jejich funkce spočívá 

ve sbližování vzdálených domén větších RNA a umístění všech funkčních sekcí RNA 

do správných pozic a úhlů (Nowakowski & Tinoco, 1997).  

 

Obr. 4: Zjednodušené zobrazení elementů sekundární struktury RNA: a) dvoušroubovice, b) vlásenka nebo 

delší smyčka, c) výduť neboli boule, d) vnitřní smyčka, e) rozvětvená smyčka. Zdroj: (Pastuchová, 2007; (Ding 

& Lawrence, 2003). 

Obr. 5: Příklady terciárních struktur RNA: a) pseudouzel, b) „kissing hairpins“, c) interakce vlásenky a výdutě. 

Zdroj: (Nowakowski & Tinoco, 1997) 
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Konformace RNA může mít vliv i na posttranskripční úpravy. Konkrétní prostorové 

uspořádání molekul, které jim umožňuje plnit jejich rozmanité funkce, bude dále popsáno 

u jednotlivých typů RNA.  

1.1 Typy RNA uplatňující se přímo v proteosyntéze  

Jeden ze základních procesů, kterého se molekuly RNA účastní, představuje translace, 

což je proces výroby peptidů a bílkovin. Funkci zprostředkovatele informace o budoucím 

produktu vykonává mRNA. Funkci přenašečů aminokyselin na místo, kde mohou být 

do nového produktu kovalentně navázány, plní molekuly se souhrnným označením tRNA. 

Několik druhů tzv. rRNA se také podílí na stavbě ribozómů, ve kterých translace probíhá 

(Soukupová & Soukup, 1998, s. 52). Ribozóm a translace jsou znázorněny na Obr. 6.  

RNA interference je založena na snížení množství dostupné mRNA v buňce a tím 

snížení nebo zastavení translace.  

Translace v eukaryotických buňkách probíhá na ribozómech, což jsou komplexy 

proteinů a RNA. Ribozóm na základě signálních sekvencí v mRNA na ni nasedne a podle 

tripletů kódujících jednotlivé aminokyseliny tyto aminokyseliny přebírá od tRNA a spojuje je 

do proteinového řetězce. Vznikající protein se postupně skládá do funkční konformace, 

k čemuž mu pomáhá množství dalších proteinů (chaperony). Chaperony brání vzniku chybné 

konformace a špatně zfoldované proteiny pomáhají odbourat. Jde o širokou skupinu molekul 

s nejrůznějšími funkcemi v procesu kontroly a udržování funkce proteinů. Například 

u Huntingtonovy choroby však dochází k takové produkci mutantních a chybně poskládaných 

proteinů, že je ochranné systémy nedokáží odbourat (Ciechanover & Kwon, 2017).  

 

  

Obr. 6: Translace mRNA na ribozómu. Zdroj: (Fowler et al., 2013) 
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1.1.1 Mediátorová RNA 

Hlavní funkcí mRNA (mediátorová RNA, angl. „messenger RNA“) je kódování 

sekvence pro syntézu proteinů (translaci). Po transkripci je mRNA pomocí speciálních 

proteinů transportována přes jadernou membránu do cytoplazmy, kde na ni nasedne některý 

z ribozómů a zahájí translaci. Množství dané mRNA v cytoplazmě je zásadní pro možnost a 

rychlost translace daného proteinu. Rychlost vzniku, modifikace a degradace mRNA funguje 

jako přesný regulační mechanismus množství proteinu v buňce. Na regulaci se podílejí také 

malé RNA molekuly jako je siRNA. Jde o přirozený obranný mechanismus buňky, který lze 

využít také v moderní medicíně. 

Na 5' konci je primární transkript mRNA bezprostředně po své transkripci opatřen 

tzv. čepičkou, tu tvoří zvláštní nukleotid 7–methylguanosintrifosfát. Čepička brání degradaci 

vznikající mRNA endonukleázami. Na 3' konci se připojuje polyadenylová sekvence 

(přibližně 200 adeninových zbytků), která se podílí na transportu mRNA z jádra 

do cytoplazmy (Lodish et al., 2003, s. 493).  

Pokud existuje více variant sestřihu jednoho řetězce mRNA (tzv. alternativní splicing), 

může to mít vliv na strukturu budoucích proteinů. Tento mechanismus zajišťuje, že z jednoho 

genu může u eukaryot vzniknout více různých proteinů a zvyšuje se tedy bohatost 

eukaryotické proteinové výbavy (Soukupová & Soukup, 1998, s. 53).  

1.1.2 Transferová RNA 

Transferová RNA neboli tRNA slouží především k přenosu aminokyselin na správné 

místo v řetězci nově vznikajícího proteinu na ribozómu. tRNA tedy spolupracuje 

s ribozómem a na něm navázanou mRNA na procesu translace. 

Na jednom konci tRNA je tří-nukleotidová sekvence nazývaná antikodon. Během 

biosyntézy proteinu (translace) tvoří antikodon tři komplementární páry bází s kodonem 

v mRNA. Na druhém konci tRNA je kovalentní připojení k aminokyselině, která odpovídá 

antikodonové sekvenci. Kovalentní připojení ke 3' konci tRNA je katalyzováno enzymy 

zvanými aminoacyl-tRNA syntetázy (Lodish et al., 2003, s.121).  

Primární struktura tRNA je daná sekvencí nukleotidů, sekundární struktura interakcemi 

mezi jednotlivými částmi molekuly tRNA. Za terciární strukturu se považuje celkové 

trojrozměrné uspořádání molekuly tRNA.  
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Na sekundární struktuře tRNA se vedle klasického párování bází podílí 

i newatsonovsky-crickovské párování bází, tedy tzv. kolísavé párování bází. Při ploché 

projekci molekuly má sekundární struktura tRNA typický vzhled trojlístku s několika 

charakteristickými oblastmi – tzv. rameny (či smyčkami), viz Obr. 7. Terciární struktura 

všech tRNA má přibližný tvar písmene "L" nutný ke správné prostorové interakci 

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

 

 

1.1.3 Ribozomální RNA 

Tradičně se rRNA (ribozomální RNA), podjednotky ribozómů, na jejichž stavbě se 

rRNA podílejí, i samotné ribozómy označují Svedbergovými jednotkami (S), které vyjadřují 

rychlost sedimentace částic v roztoku při centrifugaci za standardních podmínek.  

 

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

Obr. 8: Eukaryotní ribozomální RNA. S – Svedberg, rNTP – ribonukleotidy.  

Zdroj: (Lodish et al., 2003, s. 124) 



23 

 

Jeden eukaryotní ribozóm odpovídá 80S a skládá se z velké podjednotky 60S a malé 

podjednotky 40S. Velkou podjednotku tvoří 50 různých proteinů a 3 molekuly rRNA, 

konkrétně 28S, 5,8S a 5S. Malou podjednotku tvoří 33 proteinů a jedna 18S molekula rRNA.  

Stavba ribozómu a konformace rRNA je znázorněna na Obr. 8.  

Prostorová struktura rRNA vykazuje mezi různými živočišnými druhy jen velmi malé 

rozdíly. Obsahuje četné smyčky a vazebná místa pro proteiny (Lodish et al., 2003, s. 125).  

1.2 Typy RNA uplatňující se při posttranskripčních modifikacích 

Transkripcí genů RNA polymerázou vzniká tzv. „surová“ pre-RNA. Nejčastěji je dále 

modifikována mRNA. Ta prochází třemi základními typy modifikací: přidáním guaninové 

čepičky na 5´konec, polyadenylová sekvence (cca 200 adeninových zbytků) na 3´konec a 

sestřihem (splicing). Sestřihem se odstraňují z mRNA introny, které neslouží ke kódování 

proteinů. Některé mRNA mohou být sestřihány více způsoby (tedy určitý úsek může být 

jednou vystřižen jako intron, jiný ponechán spolu s exony), čímž z jednoho genu mohou 

vznikat různé proteiny. To přidává buňce další možnost přesné regulace výskytu jednotlivých 

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

1.2.1 Small nuclear RNA 

snRNA neboli malé jaderné RNA (angl. „small nuclear RNA“) obsahují velké množství 

uridinu a podílejí se na sestřihu mRNA v jádře. Patří mezi nekódující RNA, které nejsou 

přepisovány do žádných proteinů, nýbrž samy mají katalytickou funkci. Někdy se mezi ně 

zařazují i snoRNA, ale vzhledem k jejich odlišné funkci jim bude věnována samostatná 

podkapitola. snRNA je schopná rozeznávat sekvence intronů a spolu s 6 – 10 proteiny vytváří 

snRNP (small nuclear ribonucleoprotein), které se podílí na jejich vystřihování. Celý komplex 

k vystřihování intronů se nazývá spliceosom a je tvořen snRNP a množstvím dalších proteinů 

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

1.2.2 Small nucleolar RNA 

snoRNA neboli malá jadérková RNA (angl. „small nucleolar RNA“) slouží 

k chemickým modifikacím ribozomální RNA (rRNA), transferové RNA (tRNA) a výše 

popsané snRNA. Lze se setkat také s názvem guide RNA. 
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Dělí se na dva hlavní typy, přičemž typ C/D box zprostředkuje methylaci ribózových 

zbytků (v lidské RNA je využíváno asi 115 různých methylačních modifikací) a typ H/ACA 

box pseudouridylaci RNA. Pseudouridylace je izomerace uridinu na pseudouridin, přičemž 

dochází k rotaci uridinové báze kolem jeho glykosidové vazby na ribózu o 180°. Tato 

modifikace umožňuje této bázi jednu vodíkovou vazbu navíc, takže je schopna vytvářet 

celkem 3 vodíkové můstky. Dva využívá k párování s adeninem, tím třetím se pseudouridin 

může přichytit na vzdálenější báze, čímž vytváří komplexní terciární strukturu RNA, která je 

nutná k její funkci. Ve zralé RNA člověka se nachází cca 95 různých pseudouridinových 

modifikací (Maden & Hughes, 1997). 

1.3 Typy RNA uplatňující se v regulaci genové exprese 

Regulace genové exprese je základem buněčné homeostázy. Obsahuje enormní 

množství mechanismů vzájemně propojených zpětnovazebnými smyčkami, díky nimž buňka 

funguje jako supersložitý mechanismus. Regulace probíhá na úrovni DNA (např. methylace 

histonů a znepřístupnění pro RNA polymerázu) – na škále od úplného znepřístupnění celých 

chromozómů až po proteiny naopak podporující navázání RNA polymeráz v konkrétním 

místě. Celý systém se navíc neustále dynamicky mění a transkripční faktory zajišťují jeho 

řízení. 

Dalším mechanismem je sestřih mRNA a posttranskripční modifikace v jádře, jak bylo 

popsáno výše, rychlost transportu z jádra, chemická stabilita jednotlivých mRNA, exprese 

proteinů zvyšujících stabilitu nebo naopak degradujících konkrétní mRNA.  

Vzniklé proteiny jsou aktivovány/inaktivovány jinými proteiny, mají vlastní chemický 

poločas rozpadu, mohou být degradovány nebo sekretovány mimo buňku. Vzájemné poměry 

různých molekul v jádře a cytoplazmě tedy také ovlivňují, jak bude který gen na buňku 

působit (Lodish et al., 2003, s. 664).  

U genetických poruch nebo virových onemocnění lze cílit na různé stupně regulace 

exprese. Nejčastěji se využívají protilátky nebo inhibitory již vzniklých proteinů. Moderní 

metoda RNA interference cílí na inaktivaci nebo degradaci mRNA a některé formy genetické 

léčby se zaměřují na úpravy samotného genomu – ty však zatím mají příliš mnoho rizik a 

nejsou v klinické praxi často využívány. 

O RNA interferenci bude pojednávat druhá kapitola této práce.  



25 

 

1.3.1 Antisense RNA 

Antisense RNA neboli aRNA je široce rozšířená u prokaryot. V cytoplazmě 

eukaryotních buněk se dsRNA vyskytuje hlavně ve specifických situacích jako je virová 

infekce. Stimuluje interferonovou odpověď. V jádře je však její výskyt běžnější – využívají ji 

pravděpodobně všechny eukaryotické organismy (Kumar & Carmichael, 1998).  

Hlavním působením aRNA je komplementární vazba na mRNA a blokace navázání 

translačních proteinů na 5´konec molekuly. Podle toho je lze rozdělit na ty, které tvoří krátké 

méně specifické duplexy s mRNA a na ty s delšími a přesnými duplexy. aRNA s krátkými 

duplexy mají komplementární úsek menší než 10 párů bází (bp) a jejich celková délka je 

kolem 100 bp. Jsou kódovány v jiném lokusu DNA než komplementární RNA, na kterou se 

vážou.  

aRNA s delšími duplexy jsou kódovány v opačném směru komplementárního genu a 

přesahují jej. Přirozeně se vyskytující aRNA byla detekována pro geny Surf-2 a Surf-4 

u myší. aRNA obsahovala oproti protein kódující mRNA na 3´ konci ještě 133 bp navíc 

z nepřekládané oblasti.  

Například mRNA proteinu p53 důležitého pro regulaci buněčného cyklu je 

posttranskripčně regulována v jádře pomocí 1,3 kb dlouhého vlákna jaderné RNA schopné 

vázat se na její 5´konec v antisense směru (Khochbin & Lawrence, 1989). Existují i studie 

delších aRNA molekul schopných vázat se na p53 mRNA a snižovat translaci tohoto proteinu. 

Tento protein hraje významnou roli v patogenezi rakoviny a jeden z mechanismů jeho 

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

1.3.2 Micro RNA a small interfering RNA 

Protože hrají klíčovou roli v mechanismu RNAi, budou miRNA a siRNA podrobně 

popsány až v další kapitole. Jedná se o malé nekódující RNA, které se vážou na mRNA 

v cytoplazmě a inhibují její translaci (RNA interference). Společným znakem je, že vznikají 

štěpením delších úseků dsRNA enzymem Dicer. V cytoplazmě se vážou na ASO proteiny a 

spolu s nimi se komplementárně vážou na cílovou mRNA. miRNA pouze blokuje translaci, 

zatímco siRNA má v rámci RISC komplexu schopnost cílovou mRNA rozštípnout. siRNA se 

v cytoplazmě přitozeně vyskytuje zejména v reakci na virovou infekci, zatímco miRNA má 

především regulační funkci. 
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Při vývoji léčiv se využívá exogenně dodaná siRNA, a to ve formě samotných 

chemicky modifikovaných molekul, obalena virovou kapsulou, malými liposomy nebo 

nanočásticemi. Může být podávána také jako shRNA, která se začleňuje do genomu a 

terapeutická siRNA je na základě získaného genu vytvářena dlouhobobě samotnou buňkou. 

1.3.3 Piwi-interacting RNA  

piRNA (piwi-interacting RNA) je třída malých nekódujících RNA o délce 26–31 

nukleotidů. piRNA je nejvariabilnější skupinou malých RNA. Různé piRNA se navzájem liší 

v délce, sekundární struktuře a nejsou evolučně tak konzervované, jako některé jiné typy 

RNA.  

Její vznik, na rozdíl od předchozích dvou, není závislý na enzymu Dicer. Váže se 

na specifický typ AGO proteinů zvaný PIWI, s nimiž také tvoří komplex RISC. piRNA 

komplexy se podílí na posttranskripčním umlčování transpozonů (většina piRNA má 

antisense sekvenci k transpozonům) a repetitivních sekvencí a také na epigenetické regulaci 

vývoje pohlavních buněk (Seto et al., 2007). 
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2 RNA INTERFERENCE 

2.1 Historie výzkumu RNAi 

V roce 1990 bylo poprvé pozorováno posttranskripční tlumení genů (PTGS). Cílem 

pokusu bylo zvýšit expresi chalkonové syntázy (CHS) v rostlinách petúnie zavedením CHS 

transgenu. Chalkonová syntáza umožňuje tvorbu flavonoidů, které pak rostliny využívají 

např. při produkci pigmentů. Výsledkem pokusu byla nečekaně ztráta zbarvení květů. Tento 

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

V roce 1992 bylo PTGS prokázáno u hub pod pojmem „quelling“ (Romano & Macino, 

1992).  

V roce 1995 bylo zavedení jednovláknové RNA použito při zkoumání exprese genu 

PAR-1 v hlístici Caenorhabditis elegans (háďátko, modelový organismus) (Guo 

& Kemphues, 1995). 

Vlastní RNA interference byla objevena v roce 1998 právě u uvedeného organismu 

Caenorhabditis elegans. Po injekci dsRNA a ssRNA komplementární se sekvencí UNC-22 

mRNA v C. elegans bylo prokázáno, že dsRNA způsobuje účinné potlačení genů ve srovnání 

s ssRNA. Za tento objev obdrželi v roce 2006 Andrew Z. Fire a Craig C. Mello Nobelovu 

cenu za fyziologii (Fire et al., 1998).  

V roce 2001 bylo provedeno úspěšné umlčení genu v savčích buňkách zavedením 

syntetické 21 nukleotidů dlouhé siRNA (Elbashir et al., 2001). Od té doby se začalo uvažovat 

o možných terapeutických aplikacích siRNA (Nikam & Gore, 2018). 

V roce 2010 proběhla u pacientů s melanomem první klinická studie, ve které došlo 

k podání siRNA prostřednictvím systémové injekce v nanočásticích přizpůsobených cíli 

(nádorové bujení). Tato studie tak položila základ pro efektivní klinické využití siRNA (Davis 

et al., 2010). 

2.2 Fyziologický význam RNAi 

RNA interference je evolučně starý, dobře konzervovaný mechanismus regulace genové 

exprese (především miRNA), vývoje a rozmnožování (piRNA) a imunity (siRNA). Je založen 

na komplementaritě řetězců malých RNA s částmi řetězců mRNA. Tím, že se malé RNA 
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navážou na mRNA, stericky blokují translaci do proteinů, nebo jejich komplexy rovnou 

zajišťují rozštěpení cílové molekuly  

Až 5 % lidského genomu kóduje miRNA, které dále ovlivňují expresi minimálně 30 % 

genů. Tím vzniká další úroveň komplexity organizace buněčných procesů. Čím komplexnější 

organismus, tím více miRNA se v jeho genomu nachází. Dá se říct, že za specifika své 

existence člověk vděčí zejména malým RNA (Wilson & Doudna, 2013). 

2.3 Micro RNA 

 

 

MiRNA obsahuje kolem 22 nukleotidů. Lidský genom jich kóduje cca 2000, což 

naznačuje, že regulují expresi velké části genů člověka. Jsou transkribovány RNA-

polymerázou II, čímž vzniká primární miRNA (pri-miRNA). Ta obsahuje jednu nebo více 

vlásenkových struktur. Tyto vlásenky jsou v jádře rozpoznávány komplexem Microprocessor, 

který se skládá z RNázy III zvané Drosha a z dvouvláknovou RNA vázajícího proteinu 

DGCR8. Microprocessor odstraní vlásenky, čímž vytvoří pre-miRNA. Její hlavní část 

obsahuje 25 nukleotidů a koncová smyčka průměrně 10. Pre-miRNA je dále transportována 

z jádra do cytoplazmy za spotřeby GTP (guanosin trifosfát) pomocí Exportinu-5 a proteinu 

Obr. 9: Schéma vzniku funkční miRNA. Zdroj: (Nakanishi, 2016) 
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Ran-GTPázy. Nakonec je pomocí enzymu Dicer a TRBP (trans-activation response RNA-

binding protein) odstraněna koncová smyčka. Vzniklý duplex je dále navázán na AGO 

proteiny za vzniku RISC komplexu. Jedno z vláken je během skládání komplexu vystrčeno 

ven (tzv. passenger vlákno) a druhé zůstává uvnitř AGO proteinu jako tzv guide vlákno. 

Guide vlákno pak slouží jako komplementární při rozeznávání cílových sekvencí. Viz Obr. 9. 

MiRNA se v cytoplazmě váže na mRNA cílových proteinů a umlčuje translaci, avšak 

nemá sama o sobě schopnost je štěpit (Kobayashi & Tomari, 2016). 

2.4 Small interfering RNA 

SiRNA je obvykle dlouhá 21-23 nukleotidů a patří do rodiny malých RNA (small RNA) 

spolu s miRNA (microRNA) a piRNA (PIWI- interacting RNA). V přirozené formě slouží 

zejména k ochraně eukaryotní buňky před viry a transpozony. Je součástí tzv. vrozené 

imunity. Účastní se štěpení komplementární mRNA (Sidahmed et al., 2014; Lam et al., 2015).  

2.5 Mechanismus siRNA zprostředkované RNAi 

SiRNA může vznikat z dlouhého dvouvláknového RNA transkriptu genu buňce 

vlastního, transkriptu genu infikujícího patogenu nebo z uměle do buňky dodané dsRNA. 

Tato dsRNA je naštěpena s pomocí RNázy III zvané Dicer na jednotlivé molekuly 

(dvouvlákna neboli duplexy) siRNA, která se poté stává součástí komplexu RISC (Lam et al., 

2015). Za pomoci ATP se komplex aktivuje a může plnit svoji funkci – navázat se na 

komplementární DNA a rozštěpit ji na dva nefunkční řetězce k degradaci (Kobayashi & 

Tomari, 2016). Mechanismus RNA interference včetně srovnání rolí miRNA a siRNA 

znázorňuje Příloha 1.  

2.5.1 Dicer 

Dicer je enzym typu RNáza III, který zajišťuje sestřih delších vláken na jednotlivé 

molekuly miRNA a siRNA. U Drosophila melanogaster byl popsán analog lidského enzymu 

Dicer, který se nazývá Dcr-2. 

Dicer se skládá z 8 podjednotek (z nichž 2 tvoří pseudo dimer Rnáz III) a 3 hlavních 

částí (head, body a base) a zajišťuje sestřih malých RNA, vazbu na RNA, a bez RNA má také 

regulační funkci ve vývoji, viz Obr. 10 (Song & Rossi, 2017).   
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2.5.2 RNA‐induced silencing complex  

RISC (RNA‐induced silencing complex) je komplex malých RNA a AGO (Argonaute) 

proteinů. Skládání komplexu probíhá ve více krocích za působení Hsc70/Hsp90 chaperonů. 

Nejprve musí dojít k navázání dvouvlákna, posléze k jeho rozdělení na dva řetězce. Jak 

přesně tento proces probíhá, zatím není plně objasněno. Spojením malých RNA s AGO 

proteiny vzniká jádro RISC komplexu. K jeho efektivnímu fungování v regulaci genové 

exprese je však potřeba dalších proteinů zodpovědných za navazování na cílovou mRNA 

a iniciaci její degradace (Nakanishi, 2016). 

2.5.3 Argonaute 2 

Jedná se o jeden ze 4 AGO proteinů, které se vážou na miRNA nebo siRNA, a vytvářejí 

tak komplex RISC. Funguje jako obal pro RNA, který udržuje její vlákna rozpojená. Jedno 

z nich je vysunuté ven a druhé je uvnitř ve vazebné kapse, kde dochází ke komplementárnímu 

párování s mRNA. Všechny 4 lidské AGO proteiny vážou miRNA i siRNA, u Drosophila 

melanogaster je tomu jinak (Willkomm et al., 2015). Struktura Ago2 viz Obr. 11. 

 

  

Obr. 10: Schematická struktura a funkce enzymu Dicer. Zdroj: (Song & Rossi, 2017). 

Obr. 11: Lidský Argonaute-2 protein. Vlevo doménová skladba, vpravo a uprostřed dva typy strukturních modelů 

proteinu. Vpravo červeně vyznačené oblasti s negativním nábojem, pozitivně nabité struktury modře. Světle zelené 

kolečko znázorňuje vazebnou „kapsu“ pro guide vlákno RNA. Zdroj: (Willkomm et al., 2015) 
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3 METODY APLIKACE siRNA 

Molekuly siRNA lze do cílové tkáně dopravit přímo – lokální aplikace. Lze ji využít 

např. u pevných tumorů nebo u modifikace lokální zánětlivé reakce. Méně zatěžuje 

systémovou imunitu a dochází k menším ztrátám. 

V některých případech však lokální podání nemá smysl – např. u lymfomů nebo HIV. 

V takovém případě je siRNA podávána intravenózně nebo subkutánně. K zefektivnění jejího 

působení jsou pak používány různé metody. Na myších bylo testováno podání pod vysokým 

tlakem, kdy spolu s siRNA byla do krevního oběhu myší vpravena tekutina v množství 

cca 10 % jejich tělesné hmotnosti. Ačkoli transport siRNA do buněk byl úspěšný, myši trpěly 

závažnými účinky zvýšeného tlaku, jako jsou poruchy dýchání, otok plic, poruchy srdečního 

rytmu a v některých případech smrt. Tato technologie tedy nemá žádné klinické využití 

u člověka. 

Slibnější možností je ultrazvuková metoda. Jsou vytvořeny bublinky ve vodě 

nerozpustného plynu, které jsou obaleny lipidovou vrstvou a na ně jsou navázány molekuly 

siRNA. Aplikují se do krevního oběhu a poté je využit vysokofrekvenční ultrazvuk v cílových 

(nádorových) tkáních. Ultrazvuk způsobí lokální praskání bublin a současné narušení 

membrány buněk, čímž se siRNA může dostat dovnitř. Jde tedy o kombinaci systémového a 

lokálního přístupu. Tento postup byl zkoumán u modelu rakoviny prostaty (Bae et al., 2016) 

nebo na zvířecím modelu adenokarcinomu prsu, kde došlo k úspěšnému transferu přednostně 

do nádorových buněk a zpomalení postupu nemoci (Xie et al., 2016). I další studie potvrzují 

efektivitu této metody – přednostní hromadění siRNA v cílových buňkách, umlčení cílového 

genu a zpomalení růstu nádorů (Xie et al., 2015). 

3.1 Překážky dosažení terapeutického účinku 

Jak bylo již nastíněno výše, efektivnímu využití RNA interference brání množství 

překážek. Především je to chemická nestabilita molekul, rychlé odbourání RNázami 

v krevním oběhu a vyloučení v játrech a ledvinách. Kvůli tomu se často musejí podávat 

extrémně vysoké dávky, které zase mohou vyvolat intenzivní reakci imunitního systému 

(interferonová odpověď).  
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Další bariérou je přestup siRNA z mezibuněčného prostoru do cílových buněk. Jedná se 

o záporně nabité molekuly, které samy jen těžko procházejí přes lipidickou dvouvrstvu 

buněčné membrány. Proto se využívá obalení molekul do lipidových nebo nanočásticových 

partikulí, případně jejich chemická modifikace. Cesta léčiva na místo účinku je znázorněna 

na Obr. 13. 

I v případě úspěšného transferu do cílových buněk může dojít k nežádoucím efektům. 

Například málo specifická vazebná sekvence může způsobit umlčování jiných genů, nebo 

může dojít k zahlcení přirozených regulačních mechanismů závislých na RNAi saturací 

zúčastněných enzymů. U léčby nádorů to není tak významné, ale může zde, stejně jako 

u virových onemocnění, dojít k vzniku rezistentních mutací. Proto je u nádorů vhodné cílit 

RNA interferenci na více genů současně. 

 

 Obr. 13: Překážky, které musí vesikuly překonat k úspěšnému transportu siRNA nebo shRNA do buňky. 

Zdroj: (Gao & Huang, 2013). 



33 

 

3.2 Virové vektory 

Virové systémy se používají k distribuci shRNA do buněk a jejich zabudování 

do genomu (retroviry). Produkt takto inkorporovaného genu je pak enzymem Dicer sestříhán 

na jednotlivé siRNA molekuly. Ty vznikají přímo v buňce, ve velkém množství 

a dlouhodobě. Tento způsob je efektivnější než transport již hotové siRNA, ale má také hodně 

rizik. Např. může dojít k inkorporaci do některých důležitých genů v buňce, jejichž narušení 

může vést k vzniku rakoviny. Viry také výrazně aktivují imunitní systém a mohou způsobit 

život ohrožující alergickou reakci (Deng et al., 2014). K transportu shRNA se nejčastěji 

využívají adenoviry (AV), lentiviry (LV) a retroviry (RV). SiRNA transportovaná lentiviry 

dokázala proniknout do buněk myokardu a snížit hypertrofii srdečního svalu umlčením genu 

pro myotrophin (Gupta et al., 2009). 

Adenoviry a s adenoviry asociované vektory (AAV) patří k nejbezpečnějším z hlediska 

vedlejších účinků. Bakuloviry a lentiviry jsou schopny přenášet do buněk velké množství 

polynukleotidů. Využívají se v transportu již hotové siRNA (Gao & Huang, 2013).  

3.3 Nevirové transportní systémy 

Vzhledem k rizikům využívání virových systémů jsou vyvíjeny také systémy nevirové. 

Ty nemohou způsobit infekci a nejsou tolik imunogenní. Nejvíce studované jsou kationové 

lipidické systémy a systémy založené na polymerech – liposomy a nanočástice. Kationy 

slouží jednak k navázání záporně nabité RNA, jednak k průniku přes záporně nabitou 

membránu. Nevirové systémy jsou méně efektivní než virové. 

Záleží také na velikosti částic. Menší než 6 nm jsou rychle odstraňovány renální filtrací, 

zatímco příliš velké (150-300 nm) jsou fagocytovány v játrech. Maximální velikost je 

limitována průměrem mikrokapilár a možností extravazace v cílové tkáni (viz Obr. 13). 

Neexistuje žádná standardizovaná metoda k měření těchto částic, nejmodernější 

z používaných 4 využívá detekci Brownova pohybu a následný výpočet velikosti s pomocí 

Stoke-Einsteinovy rovnice (Gao & Huang, 2013). 

Po dosažení cílové oblasti a extravazaci z krevního řečiště se mikročástice nacházejí 

v mezibuněčném prostoru. Kladný náboj jim umožní přiblížit se k membráně a často obsahují 

chemické modifikace usnadňující fagocytózu. Po průniku do buňky se musejí uvolnit 
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z endozomu a uniknout tak degradaci. Musí také dojít k uvolnění interferující RNA 

z transportních částic, u shRNA také k jejímu průniku do jádra. 

3.4 Chemické modifikace molekuly siRNA  

Chemické modifikace samotné siRNA zvyšují její stabilitu v séru nebo v cytoplazmě, 

chrání ji proti působení endonukleáz, snižují riziko imunitní reakce a nežádoucí účinky 

a podporují endocytózu, aniž by při tom ovlivňovali schopnost interference. Modifikovat lze 

sacharidové zbytky, kostru molekuly nebo samotné nukleotidy. 

Sacharidové zbytky jsou modifikovány připojením fluoru, O-methylové skupiny, 

halogenů, aminoskupiny nebo deoxy-skupiny na druhý uhlík cyklů. Také lze propojit 2. a 4. 

uhlík cyklu pomocí O-CH2- můstku, což vede ke stabilizaci molekuly v séru. 2-O-methylová 

skupina navíc působí imunosupresivně, neboť kompetitivně inhibuje toll-like receptor 7 

(TLR7). O-methylace antisense vlákna navíc omezuje off-target efekty. Nelze O-methylovat 

všechny cykly některého z vláken, protože by to znemožnilo interferenci. Pokud ale 

modifikujeme pouze 2-4 uhlíky na každém vlákně, funkce zůstává zachována. 

Modifikace uhlíkaté kostry také přispívá k stabilizaci molekuly v séru. Např. připojení 

fosfothioátu (P=S) posílí internukleotidové fosfátové můstky a vede ke stabilizaci. Navíc tato 

skupina zvyšuje příjem molekul buňkami a nenarušuje interferenční funkci siRNA (viz Obr. 

14). Podle některých studií je však fosfothioátová skupina cytotoxická. Alternativou je 

boranofosfát (P=B), který také chrání molekulu před nukleázami a nepůsobí cytotoxicky. 

 

 
Obr. 14: Chemická struktura fosfothioátované siRNA. Zdroj: (Gavrilov & Saltzman, 2012) 
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K modifikaci nukleotidových bází se navazuje 5-jodourin, N-3-Me-uridin nebo 2,6-

diaminopurin na passenger vlákno nebo na koncové sekvence. Modifikace koncových 

sekvencí pomocí cholesterolu, folátu, peptidů nebo aptamerů zvyšuje příjem těchto molekul 

buňkami a nemá negativní vliv na schopnost interference.  

K výzkumným účelům lze využít také modifikace pomocí fluorescentních molekul. Lze 

tak sledovat příjem siRNA do buněk (Deng et al., 2014). 
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4 TERAPEUTICKÝ POTENCIÁL siRNA 

RNA interference se nabízí jako kauzální léčba mnoha genetických onemocnění. Lze 

s její pomocí umlčet expresi mutantní alely v klíčových buňkách (např. v mozku nebo v oku) 

a zabránit poškození tkáně produktem genu. Pokud se podaří překonat v předchozí kapitole 

probrané problémy s aplikací, může jít o metodu lokálně působící, bezpečnou a s minimem 

vedlejších účinků, ve srovnání s konvenčními terapiemi zaměřenými na zlepšení odbourávání 

mutantního proteinu, nebo na zmírnění dysregulace homeostázy tímto proteinem způsobené. 

Interference může umlčovat expresi nejen dědičně získaných škodlivých genů, ale také 

genů specifických pro nádorové nebo virem infikované buňky. Tím působí specificky na tyto 

původce patologie a nikoli na buňky zdravé (ve srovnání, např. s chemoterapeutiky nebo 

radiologickou léčbou).  

4.1 V léčbě dědičných onemocnění 

V této oblasti bylo provedeno zatím nejvíce výzkumů, a blíže se jí bude věnovat další 

kapitola v souvislosti s léčivem Patisiran. Kromě onemocnění hereditární amyloidóza 

s defektem transthyretinu, probíhá výzkum a klinické studie také u neurodegenerativního 

onemocnění Huntingtonova choroba nebo u cystické fibrózy. 

4.1.1 Huntingtonova choroba 

Jedná se o recesivní genetické onemocnění projevující se abnormálními motorickými 

projevy (chorea) a postupnou ztrátou kognitivních funkcí. Pacienti postupně přestávají 

ovládat tělo, ztrácejí inteligenci a paměť a dochází také k emočním změnám vedoucím 

v některých případech až k příznakům psychózy (Snowden, 2017). Nemoc se projevuje 

obvykle kolem 40. roku věku, ale s ohledem na počet dědičně získaných CAG repetic může 

nastat i v dětském věku (čím více zděděných repetic, tím rychleji nemoc postupuje).  

Příčinou je nadměrný počet repetic CAG v genu pro huntingtin. Produkt mutantního 

genu je pro buňky neodbouratelný a hromadí se s postupem času v mozkové tkáni, což 

způsobí její degeneraci.  

Onemocnění je dobrým kandidátem pro genovou léčbu z více důvodů: jde o známou 

jednogenovou mutaci a k řešení jeho příčiny by stačilo zabránit expresi mutantní alely. 
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Zdravá alela heterozygotů dokáže dostatečně naplnit funkce huntingtinu. Problémem je tedy 

exprese a hromadění mutantního produktu. Byly provedeny studie s využitím siRNA, shRNA 

a antisense oligonukleotidů (ASO) (Wild & Tabrizi, 2017).  

siRNA má velké množství nežádoucích vlastností, zejména velmi krátké přetrvání 

v organismu, proto zatím není používána v klinické praxi. Efektivnějším řešením se jeví 

shRNA (Agrawal & Kandimalla, 2004). 

Pokusy na normálních (WT) a transgenních (YAC128, model obsahující kompletní 

lidský Htt gen se 128 CAG repeticemi) myších ukázaly, že dlouhodobé podávání 2'-O-methyl 

phosphorothioátované siRNA (Obr) injekčně do striata způsobilo pouze mírnou aktivaci 

mikroglií, a je tedy z imunologického hlediska bezpečné (Johnson et al., 2015). Autoři však 

zmiňují, že efektivní léčba u člověka by trvala desítky let, nikoli 28 dnů jako v experimentu. 

Dlouhodobější účinky z hlediska neurotoxicity a imunitní reakce, která je u HD zvýšená sama 

o sobě, musí být předmětem dalších studií.  

4.1.2 Cystická fibróza  

Cystická fibróza je genetické onemocnění způsobené recesivní loss-of-function mutací 

genu pro chloridový kanál (CFTR, Cystic fibrosis transmembrane conductance regulator). 

Postihuje cca 1 z 2 500 narozených dětí a způsobuje život ohrožující multiorgánové 

poškození. Chloridové kanály se vyskytují v různých typech epiteliálních buněk a zásadně 

ovlivňují sekreci hlenu, potu a dalších látek. Snižují sekreci vody, takže sekret se stává příliš 

hustým a špatně se vylučuje, což vede k infekcím a zánětům. Nejvýrazněji se nemoc 

projevuje v oblasti dýchacího a trávicího traktu. Konvenční léčba se zaměřuje pouze na 

příznaky – inhalace k ředění hlenu, podávání antibiotik k potlačení infekcí, úprava výživy, 

fyzioterapie (Rafeeq & Murad, 2017).  

Nefunkční CFTR způsobuje zadržování chloridu v buňkách, což sekundárně způsobuje 

nadměrnou absorbci sodných iontů a vody. SiRNA může být využita k snížení exprese 

epiteliálních sodíkových kanálů (epithelial sodium channel – EnaC). 

Nanočástice nesoucí siRNA byly použity s větší efektivitou průniku přes lidský CF 

mukus (viz Obr. 15) a přes buněčné membrány, než samotná siRNA. Tyto nanočástice snížily 

expresi ENaC o 30 % a toto snížení přetrvalo minimálně 7 dnů. Podání tří dávek siRNA 

nanočástic způsobilo snížení o 50 % (Tagalakis et al., 2018).  
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Použití interference je efektivnější a má delší působení než použití chemických léčiv 

blokujících již exprimované sodíkové kanály. 

 

 

4.2 Léčba nádorových onemocnění 

Rakovina je celosvětově druhou nejčastější příčinou smrti. Více než polovina pacientů 

s pokročilým onkologickým nálezem i přes aplikaci dostupné protinádorové léčby nepřežije 

první rok. Proto jsou nádory jedním z nejvýznamnějších potenciálních uplatnění genové 

terapie. Množství specifických genů zapojených do excesivní buněčné proliferace nebo 

rezistence nádorových buněk proti chemoterapii a radioterapii bylo zkoumáno jako 

potenciální cíle RNA interference. Na zvířecích a buněčných modelech byla prokázána 

účinnost siRNA v zastavení buněčného cyklu, omezení tvorby metastáz a zvýšení apoptózy 

nádorových buněk (Mansoori et al., 2014).  

Nejvíce se osvědčily postupy cílící na více genů a kombinace nejméně 3 léčebných 

metod, protože nádorové buňky se i na genovou léčbu mohou adaptovat. Dobré výsledky byly 

dosaženy také personalizací léčby – genetickou analýzou biopsie nádorů a následným cílením 

léčby na specifická slabá místa (Bora et al., 2012).  

Několik slibných léčiv již prošlo první fází klinických testů. Kromě siRNA interference 

je využívána také déle přetrvávající shRNA (Mansoori et al., 2014). 

Obr. 15: Transport obalené a neobalené siRNA přes normální a CF mukus. Upraveno dle (Tagalakis et al., 

2018). 
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Umlčení genů pro proteiny řídící buněčný cyklus, jako jsou kinesin spindle protein 

(KSP) a polo-like kinase 1 (PLK-1) bylo testováno u kožních a jaterních nádorů. V obou 

případech došlo k zastavení buněčného cyklu a zvýšení apoptózy nádorových buněk 

(potvrzeno histologicky). Zároveň nedocházelo k přehnané imunitní odpovědi ani jiným 

nežádoucím účinkům u myší. SiRNA byla do nádorových buněk dopravována v lipidových 

partikulích (stable nucleic acid lipid particles – SNALP), které byly myším podány 

intravenózně. Jednorázové podání stačilo k vyvolání pozorovatelného efektu, viz Obr. 16 

(Judge et al., 2009).  

 

 

4.3 Léčba virových infekcí 

4.3.1 HIV/AIDS 

Infekce virem HIV, způsobující nevyléčitelné onemocnění AIDS, je nejvíce 

prozkoumaným cílem siRNA léčby virových infekcí. Léčba se může zaměřovat na potlačení 

exprese specifických virových proteinů v T-lymfocytech, monocytech a makrofázích.  

V in vivo studiích na myších modelech byly interferencí downregulovány TAR-

elementy, dále proteiny Tat, Rev, Gag, Env, Vif, Nef (Jacque et al., 2002) a reverzní 

transkriptáza (Ambesajir et al., 2012). Překážkou ve využití interference v klinické léčbě je 

Obr. 16: Životaschopnost nádorových buněk po podání různých dávek siRNA cílené na polo-like kinázu-1 

(světlé kosočtverce) a množství PLK1 mRNA v buňkách v závislosti na dávce léčiva. nM – 10
-9

 mol/l. Zdroj: 

(Judge et al., 2009). 
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zejména vysoká diverzita a mutační rychlost virů (Boden et al., 2003). To se snaží obejít 

kombinace cílení na virové a hostitelské proteiny.  

Slibných výsledků bylo dosaženo downregulací hostitelských proteinů souvisejících 

s invazí do buněk a replikací viru, např. NFκβ nebo receptor CD4, využívaný virem pro vstup 

do buňky, nebo jeho koreceptorů CXCR4 a CCR5. Zde je hlavní překážkou efektivní 

transport siRNA do infikovaných buněk. K překonání tohoto problému lze využít navázání 

siRNA vehikul na protilátky. Protilátky vázající se na receptor CD7 se již v klinických 

studiích využívají k transportu toxinů do cílových buněk u leukémie a lymfomů. Receptor 

CD7 je po navázání protilátky rychle internalizován a může lék dopravit dovnitř imunitních 

buněk (Ambesajir et al., 2012). 

4.3.2 Hepatitida typu C 

Hepatitida C je nevyléčitelné onemocnění způsobené jednovláknovým RNA virem 

HCV. RNA interference zaměřená na vnitřní vazebné místo pro ribozóm (internal ribosomal 

entry site – IRES) a nestrukturální proteiny kódují mRNA (NS3 a NS5b) dokázaly 

dlouhodobě zastavit replikaci viru v kultuře in vitro (Wilson et al., 2003). Nicméně hlavním 

problémem využití v živých organismech je opět efektivní transport siRNA do cílových 

buněk. Z tohoto důvodu zatím neexistují siRNA léčiva k léčbě hepatitidy u lidí (Ambesajir et 

al., 2012). 

Jak si bude popsáno v poslední kapitole, v klinických studiích jsou již také léčiva proti 

hepatitidě B. 

4.4 Další využití 

siRNA představuje slibnou metodu léčby také u nedědičných poruch genové exprese, 

např. u jaterní (Khaja et al., 2016), ledvinové (Khaja et al., 2016), plicní (Liu & Zheng, 2017) 

nebo srdeční fibrózy. Fibróza je stav kdy následkem chronického poškození orgánu dochází 

k přeměně epiteliálních buněk na fibrotickou tkáň excesivním ukládáním kolagenu. Takto 

změněná tkáň neplní funkce daného orgánu a jeho efektivita klesá. 

Fibrotizací se poškozený orgán pokouší zahojit. Dochází k over-expresi proteinů 

růstový faktor pojivové tkáně (Connective tissue growth factor – CTGF) a profibrotický 

růstový faktor (profibrotic cytokine transforming growth factor β1 – TGF-β1). 



41 

 

siRNA se dá využít také v regenerativní medicíně, a to k umlčení exprese proteinů, 

které blokují regeneraci po traumatickém poškození tkáně. Byly provedeny studie ohledně 

regenerace kůže, kostí, chrupavky, nervové tkáně, ledvin, jater, oka, a srdce (Mottaghitalab et 

al., 2017). Regeneraci srdce po infarktu ztěžuje přítomnost prozánětlivě působících 

kyslíkových radikálů, generovaných oxidací NADPH v makrofázích. Snížení exprese 

katalytické podjednotky Nox-2 NADPH pomocí polyketonových nanočástic (ty byly nejlépe 

absorbovány makrofágy) nesoucích siRNA snížilo apoptózu a degenerativní změny v srdeční 

tkáni, a to i v minimálních dávkách (5 μg/kg) (Somasuntharam et al., 2013). 
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5 ONPATTRO (PATISIRAN) 

5.1 Patisiran – popis léčiva 

Toto léčivo vyrábí firma Alnylam Pharmaceuticals pod ochrannou známkou 

ONPATTRO. V rámci klinického testování mu patří označení ALN-TTR02. Jedná se 

o siRNA léčivo formulované v lipidových nanočásticích určené pro léčbu hereditární 

transthyretinové amyloidózy. Tato formulace usnadňuje specifické dodání siRNA 

do primárního místa produkce TTR, tedy do hepatocytů v játrech. Samotná siRNA Patisiranu 

je tvořena dvěma vlákny RNA o délce 21 nukleotidů. Chemické modifikace zahrnují navázání 

2'-methoxy skupiny na cukerné zbytky 11 nukleotidů a 2'-deoxythymidinové zbytky 

u 4 nukleotidů (Milani et al., 2019; Müller et al., 2020).  

5.2 Systémové amyloidózy 

Tento pojem popisuje skupinu onemocnění způsobených ukládáním atypicky složených 

proteinů ve tkáních pacienta v podobě nerozpustných amyloidních fibril. Přítomnost těchto 

depozitů vede k narušení struktury a funkce postižených orgánů. Bylo identifikováno 

36 různých prekurzorových proteinů schopných tvorby amyloidních vláken (Benson et al., 

2018a), jejichž hromadění vyvolává řadu klinických projevů nejčastěji spojených s vlivem 

usazeného amyloidu na ledviny, játra, srdce a periferní nervový systém (Kristen et al., 2019). 

Kvůli variabilitě a nízké specificitě projevů je diagnóza amyloidóz často zpožděna. 

Klinický obraz onemocnění je závislý na totožnosti usazovaného proteinu, konkrétních 

zasažených orgánech a míře narušení jejich funkce.  

Mezi nejběžnější typy systémových amyloidóz patří například AA amyloidóza, u které 

je prekurzorovým proteinem sérový amyloid A, a AL amyloidóza, při níž dochází 

k hromadění lehkých řetězců imunoglobulinů. AA amyloidóza postihuje hlavně ledviny 

a funkci nervového systému narušuje pouze vzácně (Perfetto et al., 2010). Častěji se periferní 

neuropatie vyskytuje u AL amyloidózy, a to u přibližně 26 % pacientů (Matsuda et al., 2011).  

Amyloidóza zprostředkovaná transthyretinem (ATTR) vzniká následkem nesprávného 

složení prekurzorového proteinu transthyretinu (TTR). ATTR se dělí na divoký typ 

(ATTRwt) a dědičný typ (hATTR, nebo také ATTRv). Ukládání divokého typu TTR proteinu 
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je také známo jako senilní systémová amyloidóza. Diagnóza ATTRwt je stále častější, její 

výskyt je odhadován u pacientů se srdečním selháním se zachovanou ejekční frakcí levé 

komory na 25 % u osob nad 80 let věku a 13 % u pacientů nad 60 let věku (Tanskanen et al., 

2008; González-López et al., 2015). Prevalence byla v minulosti podceňována (Kristen et al., 

2019; Ihne et al., 2020). 

5.3 Hereditární transthyretinová amyloidóza 

Dědičná amyloidóza zprostředkovaná transthyretinem je heterogenní, multisystémové, 

rychle progresivní onemocnění. hATTR je autozomálně dominantní a bylo identifikováno již 

více než 130 mutací TTR genu (Rowczenio et al., 2019). Hrubý odhad celosvětového počtu 

lidí s touto nemocí se pohybuje v rozmezí 5 000–10 000 osob (Schmidt et al., 2018). Jedná se 

tedy o vzácnou chorobu (Ihne et al., 2020). 

Ukládání amyloidu postihuje zejména periferní a autonomní nervy, srdce 

a gastrointestinální trakt. Také může dojít k poškození ledvin a očí. Rychlá progrese 

onemocnění je spojena s výrazným zhoršením kvality života (QOL, Quality of life) a 

s dysfunkcí orgánů. Medián předpokládaného přežití je přibližně 4,7 let po diagnóze (Adams 

et al., 2015). Transthyretin je transportní protein syntetizovaný játry, retinálním pigmentovým 

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

Nejlépe prozkoumanými funkcemi TTR jsou transport tyroidního hormonu tyroxinu 

a účast na transportu vitaminu A prostřednictvím vazby na retinol vázající protein (RBP). 

TTR je podle výsledků elektroforézy sérových proteinů také označován jako prealbumin. 

Přítomnost amyloidogenních mutací destabilizuje tetramerický komplex TTR a podporuje 

proteolytickou přestavbu, jejímž konečným výsledkem je spojování monomerů do fibril 

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

5.3.1 Klinický obraz 

Historicky byla dle převládajících klinických projevů hATTR amyloidóza popsána buď 

jako familiární amyloidotická polyneuropatie (FAP) nebo familiární amyloidotická 

kardiomyopatie (FAC). 

Zasažení více systémů vede k heterogenní klinické prezentaci, která zahrnuje 

senzorimotorickou a/nebo autonomní neuropatii, srdeční příznaky a méně často zákal sklivce 
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nebo nefropatii. Mnoho pacientů vykazuje současné, variabilní příznaky (Shin & Robinson-

Papp, 2012). 

Mezi projevy senzorické neuropatie patří bolest, necitlivost a zhoršená tepelná citlivost. 

Příznaky začínají obvykle distálně u dolních končetin a postupně se šíří proximálně až 

postihnou v pozdějších stádiích i horní končetiny (Coelho et al., 2013b). Zhoršení motoriky 

dolních končetin vede ke slabosti svalů a způsobuje obtíže s chůzí a ztrátu rovnováhy (Ando 

et al., 2013). 

Pod pojem autonomická dysfunkce spadají příznaky jako abnormality pocení, sexuální 

impotence, neúmyslný úbytek na váze, poruchy motility GIT (průjem, zácpa, nevolnost 

a zvracení), retence moči a ortostatická hypotenze (Ando et al., 2013). 

Amyloid tvoří depozity i v kardiovaskulárním systému, což se může projevit jako 

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

Další příznaky spojené s amyloidózou hATTR jsou například poškození ledvin a oční 

postižení ve formě zákalů sklivce, glaukomů a pupilárních poruch (Ando et al., 2013). 

Heterogenita projevujících se příznaků, penetrace nemoci a proměnlivý věk nástupu 

často vedou k nesprávné diagnóze (Adams et al., 2016). hATTR amyloidóza s převažující 

polyneuropatií bývá zaměňována s chronickou zánětlivou demyelinizační polyneuropatií, 

která se také projevuje slabostí, smyslovými symptomy a motorickými symptomy. HATTR 

amyloidóza s kardiomyopatií častá u starších pacientů je mnohdy nesprávně diagnostikována 

jako hypertrofická kardiomyopatie nebo arteriální hypertenze kvůli podobným příznakům 

a vyšší prevalenci těchto onemocnění u starší populace (Hawkins et al., 2015). 

Včasná diagnóza a zahájení léčby jsou kritické, protože u pacientů s hATTR 

amyloidózou často dochází k rychlému rozvoji neurologických a srdečních symptomů 

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

5.4 Léčba Patisiranem 

5.4.1 Princip účinku 

Specifickou vazbou siRNA na geneticky konzervovanou sekvenci v 3'-UTR 

nepřekládané oblasti TTR mRNA mutantního i divokého typu způsobuje Patisiran degradaci 

této mRNA prostřednictvím RNA interference. Následné snížení hladiny TTR proteinu v séru 
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vede k poklesu ukládání TTR v tkáních (Hoy, 2018). Schéma působení Patisiranu obsahuje 

Příloha 2. 

5.4.2 Dávkování 

Léku jsou podávány 0,3 mg/kg tělesné hmotnosti formou 80 minut trvající intravenózní 

infuze jednou za 3 týdny. Optimální dávkování bylo stanoveno v otevřených studiích fází I 

a II.  

Ve fázi I byly zkoumány zvyšující se dávky ALN-TTR02 v rozmezí 0,01–0,5 mg/kg. 

Studie se účastnilo 17 zdravých jedinců. Účinnost léčiva byla posuzována podle hladiny 

transthyretinu v séru, která byla měřena metodou ELISA. ALN-TTR02 (0,3 mg/kg) způsobil 

za 3 dny snížení hladiny TTR o více než 50 %. Maximálního potlačení 87 % bylo dosaženo 

po 10 dnech. Potlačení TTR přetrvalo po dobu 28 dnů, kdy snížení hladiny TTR bylo stále o 

67 %. Vyšší dávkou nebylo dosaženo významného zlepšení účinnosti (Coelho et al., 2013a).  

Ve studii II. fáze dostávalo 26 pacientů s TTR-FAP infuze intravenózně každé 4 týdny 

(0,01, 0,05, 0,15 a 0,3 mg / kg) nebo každé 3 týdny (0,3 mg / kg). Patisiran způsobil na dávce 

závislé snížení hladiny TTR až o 96 % při dávkovém režimu 0,3 mg/kg každé 3 týdny (Suhr 

et al., 2015; Titze-de-Almeida et al., 2020).  

5.4.3 Vedlejší účinky 

S podáváním Patisiranu jsou spojeny mírně až středně závažné vedlejší účinky, z nichž 

mnoho souvisí s infuzním způsobem podání. Vedlejší účinky tohoto typu se s postupem léčby 

zmírňovaly. Bylo pozorováno začervenání, bolest v zádech, nepříjemné pocity v břiše nebo 

nevolnost, dušnost a bolesti hlavy, které postihly 19 % pacientů léčených Patisiranem oproti 

9 % ve skupině s placebem (Titze-de-Almeida et al., 2020). Dále také periferní otoky se 

vyskytovaly častěji u pacientů léčených Patisiranem (Adams et al., 2018).  

Vzhledem k riziku reakcí souvisejících s infuzí musí pacienti dostávat premedikaci 

zahrnující dexamethason (glukokortikoid s protizánětlivým účinkem), perorální paracetamol, 

blokátor H2 a blokátor H1 (Müller et al., 2020).  

Sérový TTR slouží jako nosič retinol-vázajícího proteinu, a tak se účastní transportu 

vitamínu A krví. Snížení hladiny TTR vedlo v 18-měsíční studii APOLLO fáze III v séru 

k redukci RBP o 45 % a vitamínu A o 62 %. Léčba Patisiranem je proto provázena 

suplementací vitamínu A (Alnylam Pharmaceuticals, 2018; Hoy, 2018).  
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Dále byly pozorovány nežádoucí události jako například průjmy nebo naopak zácpy, 

infekce močového ústrojí, závratě a únava. Tyto příznaky se vyskytovaly přibližně stejně 

často jak u skupiny pacientů léčené Patisiranem, tak u skupiny s placebem, a lze je považovat 

za projevy samotné hATTR (Adams et al., 2018). 

5.4.4 Účinnost Patisiranu 

Patisiran je výjimečný tím, že je zatím jediným dostupným lékem, při jehož podávání se 

stav pacientů s polyneuropatií zlepšil. Patisiran byl dobře tolerován a prokázal zvládnutelný 

bezpečnostní profil pro pacienty s amyloidózou hATTR. Přerušení léčby v důsledku 

nežádoucích událostí bylo častější u pacientů, kterým bylo ve studii APOLLO III podáváno 

placebo (Adams et al., 2018; Kristen et al., 2019).  

5.4.4.1 Výsledky studie APOLLO III 

V této studii byla primárním sledovaným výstupem změna od výchozí hodnoty po 18 

měsících v tzv. mNIS+7 (modified Neuropathy Impairment Score) s hodnotami v rozmezí 

0 až 304, kde vyšší výsledek naznačuje větší neuropatické poškození.  

Průměrné výchozí hodnoty mNIS+7 (± směrodatné odchylky) byly 80,9 ± 41.5 

ve skupině s Patisiranem a 74,6 ± 37,0 ve skupině dostávající placebo. Po 18 měsících byla 

v mNIS+7oproti výchozímu stavu průměrná změna (± střední chyby průměru) –6,0 ± 1,7 

u Patisiranu ve srovnání s 28,0 ± 2,6 u placeba. Účinek Patisiranu na mNIS + 7 byl pozorován 

již při testování po 9 měsících léčby.  

Reakce na léčbu byla patrná napříč celou skupinou pacientů s Patisiranem, přičemž 

74 % pacientů vykázalo v mNIS+7 po 18 měsících méně než 10-bodové zvýšení oproti 

výchozí hodnotě ve srovnání se 14 % pacientů ve skupině s placebem. Byla pozorována 

souvislost mezi mírou snížení hladiny transthyretinu proti výchozí hodnotě a změnou 

mNIS+7, viz Příloha 3. Ke zlepšení stavu (pokles mNIS+7 po 18 měsících) došlo u 56 % 

pacientů, kteří dostávali Patisiran, ve srovnání se 4 % u pacientů, kteří dostávali placebo.  

Další výstupy zahrnovaly dotazník Norfolk Quality of Life – Diabetic Neuropathy 

(Norfolk QOL-DN) o rozsahu -4 až 136, kde vyšší skóre označuje horší kvalitu života.  

Na počátku studie byly průměrné hodnoty (± směrodatné odchylky) Norfolk QOL-DN 

skóre ve skupině s Patisiranem 59,6 ± 28,2 a ve skupině s placebem 55,5 ± 24,3. Průměrné 

změny od výchozího stavu (± střední chyby průměru) po 18 měsících byly s Patisiranem -6,7 

± 1,8 a s placebem 14,4 ± 2,7. Takto výrazné snížení změny po 18 měsících oproti výchozímu 
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Norfolk QOL-DN skóre dokazuje lepší kvalitu života s Patisiranem. Zlepšení stavu bylo 

pozorováno u 51 % pacientů s Patisiranem ve srovnání s 10 % pacientů s placebem.  

Prospěch léčby Patisiranem byl pozorován u všech ostatních sekundárních výstupů. 

Jednalo se například o úroveň disability hodnocenou dle tzv. Rasch-built Overall Disability 

Scale (R-ODS, ve které nižší skóre na stupnici od 0 do 48 znamená horší postižení), výskyt 

autonomních příznaků (hodnocený dle tzv. Composite Autonomic Symptom Score 31 – 

COMPASS-31, kde vyšší skóre na stupnici od 0 do 100 odpovídá více autonomním 

symptomům), rychlost chůze v testu na 10 m a upravený index tělesné hmotnosti definovaný 

jako hmotnost v kilogramech dělená druhou mocninou výšky v metrech a vynásobená 

hladinou albuminu v g/l, kde nižší hodnoty znamenaly horší nutriční stav.  

Ve srovnání s výchozím stavem bylo zlepšení pozorováno například v testu rychlosti 

chůze u 53 % pacientů, kteří dostávali Patisiran, oproti 13 % pacientů, kteří dostávali placebo. 

Dále v testu motorické síly (40 % vs. 1 %), což bylo stanoveno testem slabosti NIS 

(Neurological Impairment Score) po 18 měsících (Adams et al., 2018). Podávání Patisiranu 

mělo také pozitivní vliv na autonomní příznaky. Po 18 měsících se hodnota COMPASS-31 

u pacientů, jimž byl nasazen Patisiran, zlepšila průměrně o -5,3 bodů a u pacientů, kteří 

dostávali placebo, se zhoršila průměrně o 2,2 bodu (González-Duarte et al., 2020).  

U pacientů s kardiomyopatií byla také sledována hladina NT-proBNP (N-terminálního 

fragmentu prohormonu mozkového natriuretického peptidu), jehož koncentrace roste u osob 

s dekompenzovaným srdečním selháním. Po 18 měsících byl upravený geometrický průměrný 

poměr k výchozímu stavu 0,89 u Patisiranu a 1,97 u placeba. Léčba Patisiranem byla také 

spojena s lepší srdeční strukturou a funkcí, např. s vyšší střední tloušťkou stěny levé komory.  

U všech sekundárních výstupů byly rozdíly ve prospěch Patisiranu patrné již v prvním 

kontrolním bodě hodnocení účinnosti, tedy po 3 měsících u modifikovaného BMI 

a po 9 měsících u ostatních sledovaných ukazatelů (Adams et al., 2018).  

5.4.5 Ostatní možnosti léčby 

Dosavadní léčebné režimy byly zaměřeny na zpomalení progrese onemocnění a úlevu 

od symptomů klíčovou pro zlepšení kvality života. Hlavní kategorie symptomatické terapie 

jsou léky proti neuropatickým bolestem, léky na motilitu, které se zabývají příznaky 

gastrointestinálního traktu, a léky určené pro potlačení srdečních symptomů, jako jsou srdeční 

selhání, fibrilace síní a ortostatická hypotenze (Kristen et al., 2019).  
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Ortotopická transplantace jater je považována za účinnou terapii u specifické 

podskupiny pacientů s mutací ValTRMet v časném stadiu hATTR s polyneuropatií, ale bez 

srdečního postižení (Ericzon et al., 2015). Doby přežití 5 let po transplantaci dosahuje 77 % 

pacientů (Herlenius et al., 2004).  

Farmakologický přístup k terapii hATTR byl původně zaměřen na stabilizaci TTR 

tetrameru, aby se zabránilo jeho disociaci a tvorbě fibril.  

Tafamidis byl prvním stabilizátorem TTR schváleným v Evropě pro pacienty se stádiem 

I se symptomatickou polyneuropatií. U části pacientů bylo prokazatelné zpomalení progrese 

neuropatie a delší zachování kvality života ve srovnání s placebem. Tafamidis se projevil 

účinným při snižování všech příčin úmrtnosti a hospitalizací souvisejících 

s kardiovaskulárními příznaky transthyretinové amyloidózy (Milani et al., 2019).  

Diflunisal, generický protizánětlivý lék, byl použit jako stabilizátor TTR na základě 

výsledků randomizované, placebem kontrolované studie fáze III. V této studii Diflunisal 

mírně snížil rychlost progrese neurologické poruchy a pomáhal zachovat kvalitu života (Berk 

et al., 2013). Nebylo u něj prokázáno zlepšení v kardiovaskulárních příznacích. Navzdory 

nízkým nákladům tak tento lék není schválen pro léčbu hATTR a není široce dostupný 

(Milani et al., 2019).  

V současné době jsou zkoumány přípravky snižující hladinu TTR. Tato třída v současné 

době zahrnuje Inotersen a Patisiran. Inotersen je antisense oligonukleotid, který působí na 

TTR mRNA produkovanou v jádru hepatocytů a inhibuje jaterní syntézu divokého typu i 

mutantního TTR. Ve fázi III NEURO-TTR studie prokázal významný přínos pro 

polyneuropatii hodnocený dle skóre postižení mNIS+7 a stupnice kvality života Norfolk 

QOL-DN. Byl schválen Evropskou lékovou agenturou (EMA) a US Food and Drug 

Administration (FDA). V podskupině pacientů se srdečním postižením nebylo použití 

Inotersenu spojeno s žádným detekovatelným zlepšením srdečních parametrů (Benson et al., 

2018b). Podávání Inotersenu bylo ve studii NEURO-TTR spojeno s rizikem trombocytopenie 

a glomerulonefritidy, což vyžadovalo pravidelné sledování pacientů (Milani et al., 2019).  

Přímé srovnání studií fáze III Patisiranu a Inotersenu, tedy sloučenin snižujících hladinu 

TTR, je omezeno různými velikostmi studovaných skupin pacientů, odlišným zastoupením 

mutací TTR a použitím různých měřítek mNIS+7. Výhodou Inotersenu je subkutánní způsob 

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

Aktuálně existují na trhu dvě schválená siRNA léčiva, výše zmíněný ONPATTRO 

a nově v roce 2019 FDA schválený GIVLAARI (givosiran), určený k léčbě akutní hepatické 

porfyrie u dospělých. Oba tyto léky jsou určeny k léčbě poměrně vzácných onemocnění.  

Porfyrie jsou skupinou poruch, u kterých enzymatické nedostatky v produkci hemu 

vedou k akumulaci neurotoxických prekurzorů, jako jsou kyselina δ-aminolevulinová (ALA) 

a porfobilinogen (PBG). Ty pak způsobují akutní porfyrické záchvaty, které se primárně 

projevují neuroviscerálními symptomy, jako jsou bolest břicha, akutní neuropatie a 

psychiatrické symptomy.  

Givosiran působí degradaci mRNA pro syntázu δ-aminolevulové kyseliny (ALAS1), 

čímž snižuje hladiny ALA a PBG. Givosiran je podáván subkutánně jednou měsíčně v dávce 

2,5 mg/kg. Po 6 měsících léčby klesly průměrné hladiny ALA a PBG o 77 %, respektive 76 % 

a prokazatelně se u pacientů snížila frekvence záchvatů (Scott, 2020; de Paula Brandão et al., 

2020). 

Pro transport na místo působení využívá většina moderních léků konjugát GalNAc-

siRNA v případě systémového podání, nebo nevyužívají žádný specializovaný transportní 

systém v případě lokálního podání. Pravděpodobně všechny léky využívají modifikací 

siRNA, které prodlužují její efekt z řádu hodin až na měsíce. Ne u všech léků je ale informace 

o modifikacích veřejně dostupná (Hu et al., 2020). 

V různých fázích klinických studií jsou již i léky na běžnější nemoci jako je 

dyslipidémie, glaukom, ischemická choroba srdeční, hemofilie, hepatitida B nebo nádorová 

onemocnění. Příklady testovaných siRNA léčiv ve vztahu k částem těla obsahuje Příloha 4.  

6.1 Léčiva v poslední fázi klinických studií 

Léčiva v posledních fázích klinických studií mají nejblíže ke schválení, proto jich zde 

bude představeno nejvíce ze všech uvedených.  

Inclisiran (ALN-PCSsc) je terapeutikum k léčbě hypercholesterolémie a využívá stejný 

transportní systém i modifikace jako výše zmíněná léčiva. S dlouhodobou účinností inhibuje 

expresi PCSK9 (proprotein convertase subtilisin-kexin type 9), čímž snižuje hladinu LDL 

cholesterolu. Podle klinických studií může mít mírné až středně vážné nežádoucí účinky 
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zahrnující bolest svalů a kostí, bolest zad, kašel, zánět nosohltanu a průjem. Jednorázové 

podání 300 mg léčiva snížilo hladinu LDL o průměrných 74,5 % a vícenásobné podání efekt 

ještě zvýšilo (Fitzgerald et al., 2017). 

Fitusiran (ALN-AT3SC) slouží k léčbě hemofilie A a B, využívá stejný transportní 

systém i modifikace jako výše zmíněná léčiva. Obsahuje siRNA interferující v játrech 

s mRNA pro antithrombin. Podává se týdně nebo měsíčně subkutánně. Efekt v preklinických 

a klinických studiích je závislý na dávce a vede ke zvýšení hladiny thrombinu a zlepšení 

srážlivosti krve. Neměl výrazné vedlejší účinky, avšak u jednoho pacienta, kterému byla 

současně podávána konvenční léčiva (vysoké dávky lidského koagulačního faktoru VIII), 

došlo k fatální trombóze (Machin & Ragni, 2018). 

Lumasiran (ALN-GO1) je určen k léčbě primární hyperoxalurie typu 1. Využívá 

GalNAc transportní systém a siRNA je modifikována PS, 2´-OMe a 2´F. Hyperoxalurie je 

způsobena ztrátovou mutací (loss-of-function) enzymu alanine-glyoxylate aminotransferase 

(AGXT). Vysoké hladiny nerozpustných vápenatých oxalátů způsobují poškození ledvin 

u dětí, a mohou vést k multiorgánovému selhání. Konvenční léčba často vyžaduje 

transplantaci ledvin a jater. Lumasiran potlačuje expresi genu HAO1 a tím snižuje tvorbu 

oxalátu v játrech. Potlačení tohoto genu by klinicky mělo být bezpečné, protože existují lidé 

s vzácnou kompletní knock-out mutací genu HAO1, a tato mutace jim nepůsobí žádné 

zdravotní potíže (Hu et al., 2020). 

Vutrisiran (ALN-TTRSC02) slouží k léčbě amyloidózy a využívá stejný transportní 

systém i modifikace jako Lumasiran. Byla více rozebrána v kapitole o Patisiranu (Hu et al., 

2020).  

DCR-PHXC slouží k léčbě primární hyperoxalurie (popsaná výše). Využívá GalNAc 

transportní systém. Modifikace siRNA nejsou známy (Hu et al., 2020). 

QPI-1002 (15NP) je určen k léčbě komplikací po transplantaci ledviny. Je podáván 

lokálně do proximálních tubulů transplantované ledviny, takže nevyužívá žádných 

transportních částic. Modifikován je O-methylací. Po transplantaci ledviny často dochází 

k ischemickému a reperfusnímu poškození (IRI). Funkce orgánu je narušena fibrózou a atrofií 

ledvinových kanálků, může dojít i k akutnímu odmítnutí ledviny. Lék QPI-1002 krátkodobě 

potlačuje expresi p53 genu, čímž snižuje apoptózu epiteliálních buněk a snižuje závažnost 

IRI. Účinnost je pouze lokální, protože částice jsou rychle vyfiltrovány z ledviny nebo 
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vychytány buňkami epitelu – to zajišťuje určitou bezpečnost (Nieuwenhuijs-Moeke et al., 

2020). 

Tivanisiran (SYL1001) slouží k léčbě syndromu suchého oka a bolesti očí. Nevyužívá 

transportních částic a je podáván lokálně. Modifikace nejsou známy. Syndrom suchého oka je 

porucha regulace slzného omývání povrchu oka, vedoucí k zánětům a neurosenzorickým 

poruchám. Dostupná léčiva se zaměřují zejména na potlačení zánětu oka a mají pouze 

částečnou účinnost. Tivanisiran obsahuje siRNA potlačující expresi TRPV1 (Transient 

Receptor Potential Vanilloid 1). TRPV1 je kanál v nociceptivních neuronech, má ale i další 

funkce v odpovědi na stres, fibrotizaci a modulaci zánětu (zprostředkuje uvolňování 

prozánětlivých cytokinů IL-6, IL-8 and IL-1β. Snížení exprese tohoto receptoru potlačuje 

velkou část příznaků syndromu (Moreno-Montañés et al., 2018). 

6.2 Vybraná léčiva v počátečních fázích klinických studií 

Ve fázi 1 a 2 klinických studií se nachází několik desítek potenciálních léčiv. Bude zde 

představeno pouze několik zástupců s ohledem na četnost a závažnost onemocnění 

a s ohledem na neexistenci siRNA léčiva na danou nemoc v třetí fázi studií. 

ALN-AGT je lék na hypertenzi. Využívá GalNAc transportní systém a siRNA je 

modifikována PS, 2´-OMe a 2´F. Lék dlouhodobě snižuje expresi angiotensinu v játrech. 

Umlčování exprese je efektivnější než jiné terapeutické přístupy, protože u běžných léků 

ovlivňujících renin-angiotensinový systém regulace tlaku dochází k postupné adaptaci 

a zvýšení angiotensinu na původní hodnotu. siRNA se proto jeví jako nadějné řešení, avšak 

dříve používané molekuly měly velmi krátký biologický poločas. ALN-AGT je první siRNA 

proti angiotensinu, která působí dlouhodobě (k pozorovatelnému efektu stačí jedno 

subkutánní podání). Zároveň dle preklinických studií ALN-AGT nepoškozuje ledviny. 

Nejlepšího efektu bylo dosaženo současným podáváním ALN-AGT a klasických 

antihypertensiv (testovány byly Captopril nebo Valsarta) (Uijl et al., 2019). 

ARO-HBV je léčivo proti hepatitidě B. Využívá GalNAc transportní systém. 

Modifikace siRNA nejsou známy. Hepatitidou B trpí kolem 250 milionů lidí celosvětově. 

V klinických studiích je několik nadějných siRNA léků na tuto nemoc, cílících na různé 

oblasti virového genomu, které snižují produkci virových replikonů a tlumí expresi virových 

proteinů o 75-90 % in vitro (Ying et al., 2003). Výrazných účinků bylo dosaženo také 

v klinických studiích na lidských pacientech, ovšem panují určité obavy ohledně bezpečnosti 
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léku, zejména ve vztahu ke komorbidním onemocněním, věku pacientů a současného užívání 

jiných léčiv (Smolders et al., 2020). 

ND-L02-s0201 slouží k léčbě idiopatické plicní fibrózy. K transportu siRNA využívá 

lipidových mikročástic v kombinaci s vitaminem A. Modifikace nejsou známy. Plicní fibróza 

je život ohrožující onemocnění, kdy se vlivem ukládání kolagenního vaziva v plicích ztrácí 

jejich funkce. Tato siRNA je zaměřena proti kolagenně specifickému chaperonu HSP47. Tím 

snižuje produkci kolagenu myofibroblasty, vede k jejich apoptóze a snižuje zánětlivou reakci 

v plicích (Otsuka et al., 2017). 

Bamosiran (SYL040012) je lék proti vysokému nitroočnímu tlaku a zelenému zákalu 

(glaukom). Podává se lokálně, takže nevyužívá transportních systémů. Modifikace nejsou 

známy. Při glaukomu dochází k nevratné degeneraci optického nervu a ztrátě zraku. Vysoký 

nitrooční tlak je rizikovým faktorem. Je způsobem nerovnováhou mezi tvorbou tekutiny v oku 

a jejím odtokem. Blokací β2 adrenergních receptorů (ADRB2) lze dosáhnout snížení tvorby 

tekutiny v tyčinkových buňkách a tím snížení nitroočního tlaku. Bamosiran je siRNA 

umlčující expresi ADRB2 receptorů. Má dlouhotrvající účinek (Martínez et al., 2014). 

6.3 Vybraná léčiva v preklinické fázi 

Si-PT-LODER je určen k léčbě rakoviny prostaty. Jako transportní systém využívá 

polymerní matrici LODER. Modifikace nejsou známy. Tato siRNA cílí na heat shock protein 

HSP90 (Hu et al., 2020). 

SLN226 je lék určený k podpoře odvykání závislosti na alkoholu. K transportu využívá 

konjugátů, modifikace siRNA nejsou známy. Umlčuje gen ALDH2. Ten kóduje enzym, který 

při metabolizaci alkoholu odbourává toxický meziprodukt acetaldehyd (Hu et al., 2020). Lidé 

s mutací v ALDH2 genu (u některých národů je častější) špatně snášejí alkohol a silněji 

pociťují jeho negativní účinky. Efekt léčby je tedy pravděpodobně založen na tom, že 

neodbouraný acetaldehyd bude u alkoholika způsobovat silné nepříjemné účinky alkoholové 

intoxikace. Účinek bude dlouhodobý, takže pacient nemůže léčbu samovolně vysadit a porušit 

abstinenci. Zatím je o léku SLN226 dostupných jen velmi málo informací. 

SYL116011 je určen k oftalmologické léčbě alergického zánětu spojivek. Nevyužívá 

žádných transportních systémů, je aplikován lokálně. Modifikace nejsou známy. Působí 

na protein Orai1, který je součástí vápníkových kanálů aktivujících T-lymfocyty. Mutace 
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v tomto proteinu způsobuje těžkou imunodeficienci, nicméně při lokálním podání není lék 

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

ARO-ENaC je lék proti cystické fibróze. Využívá TRiM (Targeted RNAi Molecule) 

transportní systém a je modifikován PS, 2´-OMe a 2´F. Působí proti ENaC sodíkovým 

kanálům v epitelových buňkách, čímž zabraňuje excesivnímu příjmu sodíku do buňky (Clark 

et al., 2013). 
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ZÁVĚR 

RNA interference je nadějnou oblastí medicínského výzkumu. Výsledkem dvacetileté 

usilovné práce mnoha laboratoří jsou dnes dva schválené léky proti závažným onemocněním, 

a několik desítek dalších v procesu klinických studií. Pomocí vzájemné spolupráce a díky 

interakcím mezi laboratořemi a výzkumnými centry bude zřejmě brzy možné léčit vzácná 

genetická onemocnění, mnohá degenerativní onemocnění nebo rakovinu. Své využití si 

siRNA nachází také v oftalmologii při léčbě zeleného zákalu, makulární degenerace, nebo 

relativně méně závažného, avšak častého, syndromu suchého oka. Naděje svítá také 

nemocným s HIV/AIDS nebo s virovou hepatitidou. 

Kromě siRNA jsou zkoumány také další metody interference, např shRNA, která 

po zabudování do genomu umožní produkovat terapeutickou siRNA přímo v buňkách. Každá 

metoda má však svá úskalí a rizika. U siRNA jsou to problémy s transportem, stabilitou 

molekul a imunogenitou. shRNA může zase svou inkorporací způsobit narušení funkce jiných 

genů. Jakýkoli zásah do regulace genové exprese může mít nežádoucí účinky ve formě 

ovlivnění jiných genů, narušení homeostázy a cytotoxicity, nebo zahlcení přirozených RNAi 

regulačních mechanismů. 

V této práci byly prezentovány základní typy a fungování RNA, popsána struktura 

a funkce malých RNA zapojených do RNA interference a čtenář byl seznámen s metodami 

řešení problémů při terapeutickém použití siRNA – zejména s chemickými modifikacemi 

a transportními systémy. Blíže se práce zaměřuje na dosud nejlépe prozkoumané RNAi léčivo 

– Patisiran a nabízí shrnutí výsledků studie, která vedla k jeho schválení.  
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PŘÍLOHY 

 

  

Příloha 1:  Srovnání mechanismu působení miRNA a siRNA. Zdroj: (Hu et al., 2020) 
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(a) Pacienti s amyloidózou hATTR dostávají patisiran intravenózní infuzí. 

(b) Patisiran se formuje v LNP, ty jsou opsonizovány ApoE přítomným v oběhovém 

systému. 

(c) Opsonizované LNP se vážou na ApoE receptory v jaterních buňkách a jsou 

internalizovány endocytózou. 

(d) Endocytické váčky obsahující LNP získávají kladný náboj protonací v důsledku jejich 

kyselého pH. Pozitivně nabité LNP se vážou na negativně nabitou endozomální membránu a 

fúze těchto membrán dodává ds-siRNA do buněčné cytoplazmy.  

(e) Dicer a pomocné proteiny (TRBP a PACT) tvoří komplex s ds-siRNA a odlučují 

passenger (sense) řetězec. Zbývající antisense guide řetězec TTR cílených siRNA zapojených 

do komplexu RISC se váže na komplementární sekvence v TTR mRNA.  

(f) AGO enzym v komplexu RISC provádí TTR mRNA štěpení.  

(g) Snížení exprese TTR zabraňuje hromadění abnormálních TTR amyloidních proteinů, 

snižuje množství nestabilních tetramerů TTR v krevním oběhu, omezuje ukládání β-amyloidů 

v orgánech a následně potlačuje nebo stabilizuje neurokardiopatii a kardiopatii.   

Příloha 2:  Patisiranová terapie k potlačení hATTR amyloidózy.  

Upraveno: (Titze-de-Almeida et al., 2020) 



76 

 

 

  

Příloha 3:  Korelace mezi snížením hladiny transthyretinu a změnou mNIS+7 od výchozí 

hodnoty po 18 měsících. Zdroj: (Adams et al., 2018) 
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 Příloha 4:  Názvy vybraných siRNA léčiv v klinických studiích ve vztahu k jednotlivým 

částem těla. Zdroj: (Hu et al., 2020) 

 


