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1.UVOD:

RNA interferencija (RNA1) je bioloski stani¢ni proces koji utiSava ekpresiju gena
tako da potice degradaciju ciljne mRNA (glasnicke RNA) molekule. Ovaj proces ima vaznu
ulogu u regulaciji ekspresije ciljnih gena te obrani protiv razlicitih bolesti, pa ¢ak i tumora.
Male interferiraju¢e RNA (siRNA), kratke RNA sa strukturom ukosnice (shRNA) i mikro
RNA (miRNA) molekule imaju veliki potencijal za otkrivanje i razvoj mnogih lijekova te
primjenu kao klini¢kih terapeutika. SIRNA 1 miRNA molekule najvise su istrazivane za
svrhu terapeutika u lijeCenju razli¢itih tipova tumora. Sve tri molekule
(siRNA/shRNA/mRNA) dvolan¢ane su RNA molekule koje posredovanjem u procesu RNA
interferencije rezultiraju utiSavanjem ciljnih gena tako da se komplementarno spare sa
ciljnom mRNA molekulom. No, miRNA moze utisati razli¢ite ciljne mRNA zbog njezine
djelomi¢ne komplementarnosti sa ciljnim mMRNA molekulama, dok ostale dvije molekule
utiSavaju samo jednu ciljnu mRNA zbog gotovo potpune komplementarnosti sa ciljnom
MRNA molekulom. Medutim, ove se RNA molekule suocavaju sa sliénim preprekama:
imaju slabu stabilnost in vivo, poteskocée u isporuci molekule zbog stani¢nih barijera te se
mogu javiti i nezeljeni efekti koji ne rezultiraju utiSavanjem gena $to nije cilj RNA
interferencije. Stoga kako bi se njihove karakteristike i isporuka poboljsale, a nezeljeni efekti
reducirali, koriste se strategije kao $to su kemijske modifikacije 2"-OH skupine, LNA i UNA
modifikacije te fosforotionat (PS) modifikacije.

2. SIRNA

2.1. UtiSavanje gena posredovanjem siRNA molekule

Dvolan¢ana RNA (dsRNA) molekula koja je uvedena u stanice ili prepisana od
staniénih gena, najprije se procesira ribonukleazom Dicer-om koja se nalazi u citoplazmi.
Takva kratka dsSRNA molekula poznata je kao siRNA molekula i ima 21-23 nukleotida s 2
do 3 nukleotida koji se nalaze na 3" kraju (Lam i sur. 2015). siRNA molekula tada stupa u
interakciju s RNA induciranim utiSavaju¢im kompleksom (RISC, engl. RNA-induced
silencing complex) te ga aktivira (Sarret i sur. 2015). Argonaut 2 (AGO2) je endonukleaza i
komponenta RISC-a koja cijepa prolazni lanac (engl. passenger strand) siRNA molekule
dok ¢e vode¢i lanac (engl. guide strand) ostati povezan s RISC-om (Lam i sur. 2015). Vodeéi

lanac navodi aktivirani kompleks RISC-a do ciljne mRNA molekule da bi je, na kraju,



protein Argonaut 2 (AGO2) pocijepao. Samo se vodeci lanac siRNA molekule veze na ciljnu
mRNA molekulu koja je potpuno komplementarna vode¢em lancu te prema tome, siRNA
uzrokuje specifi¢no utiSavanje gena i degradaciju odredene ciljne mRNA molekule (Slika

1.) (Sarret i sur. 2015).
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Slika 1. Mehanizam utiSavanja gena (ciljne mRNA) posredovan siRNA molekulom: dsRNA (umjetno uvedena
u stanice ili prepisana od stani¢nih gena) procesira se pomocu enzima Dicer-a u SiRNA molekulu koja se tada
veze na kompleks RISC. Protein Argonaut 2 (AGO2) cijepa prolazni lanac siRNA molekule, a vodeci lanac
navodi RISC kompleks prema ciljnoj mRNA molekuli. Komplementarno vezanje izmedu vodeceg lanca
siRNA i ciljne mRNA dovodi do cijepanja mRNA molekule (Web 1).

2.2. Odabir lanca

Da bi siRNA terapija bila uspjesna, siRNA molekula mora biti pravilno orijentirana
1 ugradena u AGO protein RISC kompleksa kako bi se tzv. prolazni lanac mogao pocijepati
te otpustiti, a vode¢i lanac komplementarno vezati s ciljnom mRNA molekulom. Tijekom

vezanja siRNA molekule s AGO proteinom specificno se prepoznaje vodeci lanac iako se



oba lanca dvolancane RNA molekule mogu potencijalno vezati na AGO protein. Uslijed
nepravilne orijentacije moze doc¢i do cijepanja vodeceg lanca pri ¢emu se, prolazni lanac
veze s AGO proteinom $to moze dovesti do nezeljenih efekata jer se prolazni lanac moze
komplementarno spariti s drugom mRNA molekulom. Termodinamicka stabilnost krajeva i
jednog i drugog lanca pridonosi odabiru lanca koji ¢e protein AGO degradirati. Lanac S
nestabilnim 5 krajem (onaj koji ima veéi sadrzaj adenin/uracil baza) odabire se kao vode¢i
lanac, a lanac koji ima stabilniji 5" kraj cijepa se kao prolazni lanac. Stoga bi se dvolancane
RNA molekule trebale konstruirati s vode¢im lancem koji je nestabilniji na 5" kraju, odnosno
s uracilom ili adeninom na 5" kraju kako bi se smanjila moguénost odabira pogresnog lanca

(Lam i sur. 2015).

3. miIRNA

3.1. Utisavanje gena posredovanjem miRNA molekule

miRNA molekule su kratke nekodirajuce molekule koje su gradene 19-22 nukleotida.
RNA polimeraza Il u jezgri obavlja transkripciju gena kojom nastaje primarna miRNA
molekula (pri-mRNA). Pri-miRNA na 3" kraju ima poliadenilatni rep, na 5" kraju ima
gvanozinsku kapu, dvolancana je molekula i ima strukturu ukosnice. Mikroprocesorski
kompleks kojim se cijepa pri-miRNA sadrzi protein koji se naziva Drosha te dvolananu
RNA vezujuéu domenu proteina DGCR8. Nakon cijepanja nastaje prekursorna miRNA
molekula (pre-miRNA) koja je takoder dvolancana, sadrzi od 70 do 100 nukleotida i ima
strukturu ukosnice (Lam i sur. 2015; Ros i Gu 2016). pre-miRNA molekula zatim se
transportira iz jezgre u citoplazmu pomocu proteina eksportina 5-Ran-GTP kompleksa te se
tamo dalje procesira pomoc¢u enzima Dicer-a u dvolan¢anu miRNA molekulu koja se sastoji
od 18 do 22 nukleotida. Tada se miRNA molekula povezuje s RISC kompleksom te tako
stvara miRISC kompleks. Dvolan¢ana miRNA se zatim odmotava, otpusta i odbacuje
prolazni lanac. Jednolancana miRNA navodi miRISC kompleks prema ciljnim mRNA
molekulama te se za njih veze djelomi¢nim sparivanjem komplementarnih baza. Na kraju
dolazi do utiSavanja ciljnog gena degradacijom, cijepanjem ili translacijskom represijom
ciljne mRNA molekule (Slika 2) (Lam i sur. 2015; Pekarik 2005). U dodatku na uobic¢ajeni
3’-UTR mehanizam, miRNA molekule mogu djelovati na razli¢ite nacine. Let-7 miR-363

mogu aktivirati mRNA ekspresiju proteina koji su utiSani tijekom procesa stanicne



proliferacije. To se omogucuje tako da se micro-RNP proteini (slicni AGO proteinima)
navode prema sekvencama koje su bogate adeninom i uracilom unutar mRNA 3"-UTR.
Nadalje, miRNA molekule mogu ciljati sekvence koje su poput 3-UTR 5’-UTR sekvenca.
miR-551b-3p regulira ekspresiju STAT3 tako da se komplementarno veZe na njegove
sekvence. miR-1 u misSi¢éima moze stimulirati mitohondrijsku translaciju nekih DNA
kodirajucih transkripta i istodobno u citoplazmi utisavati DNA kodiraju¢e mete (Shah i sur.
2016).

Jezgra Citoplazma
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Slika 2. Mehanizam utiSavanja gena (ciljne mRNA) posredovanjem miRNA molekule: miRNA: Transkripcija
miRNA gena se odvija u jezgri pomo¢u RNA polimeraze 11 kako bi nastala pri-miRNA molekula, koja se
cijepa pomocu proteina Drosh-e i nastaje pre-miRNA molekula. Pre-miRNA se transportira eksportinom 5-
Ran-GTP kompleksom u citoplazmu gdje se pomocu ribonukleaze Dicer-a procesira u miRNA. miRNA se
veze na RISC kompleks, prolazni lanac se odbaci i tada vode¢i lanac navodi miRISC kompleks pema ciljnoj
MRNA djelomi¢nim komplementarnim vezanjem. Rezultat posrednovanja miRNA molekule je translacijska
respresija uslijed degradacije ili cijepanja mRNA (Web 2).

3.2. miRNA inhibitori

Onkogene miRNA koje su kod ljudi nekada previse eksprimirane moraju biti
inhibirane miRNA inhibitorima. To su komplementarni jednolan¢ani oligonukleotidi koji
djeluju na endogenu miRNA tako da poprimi konformaciju u kojoj se ne¢e moci vezati na
RISC kompleks. To su anti-miR oligonukleotidi (engl. anti-miRs oligonucleotides),

antagomiri (engl. antagomirs), zatvorene nukleinske kiseline (LNA) anti-miRNA (engl.



locked nucleic acid (LNA) anti-miRNAs), miRNA maske (engl. mi-RNA masks), mi-RNA
spuzve (engl. mi-RNA sponges), male inhibitorske molekule miRNA i tzv. SMIR’s (engl.
small molecules inhibitors of miRNA). Antagomiri su jednolan¢ane RNA molekule koje su
komplementarne ciljnoj miRNA molekuli te su kemijski modificirane. Kemijskim
modifikacijama poboljSava se njihova stabilnost i spjeCava degradacija. Anti-miRNA
oligonukleotidi su kemijski modificirani nekodirajuci, jednolan¢ani oligonukleotidi koji su
komplementarni odredenoj miRNA molekuli. Anti-miRNA su kompetitivni inhibitori i rade
tako da inhibiraju interakciju miRNA molekule sa ciljinom mRNA molekulom. U zatvorenim
nukleinskim kiselininama (LNA) anti-miRima metilenski most koji povezuje 2°-O atom i
4’-C atom zatvara ribozni prsten u C2’-endo ili C3’-endo konformaciji. miRNA spuzve
sadrzavaju vezujuca mjesta za miRNA koja su u kompeticiji sa endogenim miRNA metama
za miRNA vezanje. SMIR molekule su takoder mali inhibitori miRNA molekula. Funkcija
ovih molekula je selektivno onemogucivanje interakcije miRNA i ciljne mRNA molekule
ili inhibiranje miRNA biogeneze. Primjerice, mala molekula enoksacin povecéava produkciju
tumor supresorskih miRNA vezanjem na miRNA biosintetski protein koji se naziva TAR
RNA vezujuéi protein 2 (TRBP). Nadalje, PLL (engl. polyplysine) i TPF (engl. trypaflavine)
onemogucavaju interakciju miRNA-RISC 1 povecavaju antitumorsku aktivnost. Na taj nacin
ove male regulatorne molekule miRNA kontroliraju aktivnost dereguliranih ili previSe

eksprimiranih onkogenih miRNA molekula (Shah i sur. 2016).

4. shRNA

4.1. shRNA mehanizam

Kratke RNA molekule sa strukturom ukosnice (ShRNA molekule) takoder se mogu
koristiti da bi se postigao efekt utiSavanja ciljnih gena pomo¢u RNAi mehanizma. shRNA
molekula sastoji se od 19 nukleotida s nekoliko nukleotida na 3" kraju. shRNA molekule se
sintetiziraju u jezgri stanice pomoc¢u polimeraze II ili III. One shRNA molekule koje se
prepisuju polimerazom III U6 ili H1 promotora takoder imaju strukturu ukosnice i 2-5
nukleotida na 3" kraju (Pekarik 2005). Transkripcijom shRNA nastaje primarni transkript
koji se zatim procesira u jezgri kompleksom koji sadrzi Drosha-u, Rnazni Il enzim i
dvolanc¢anu RNA vezujuéu domenu proteina DGCRS8. Taj kompleks omogucuje da se
primarni transkript procesira u pojedinatne shRNA molekule. Procesirani primarni

transkript se naziva pre-shRNA molekula koji se transportira u citplazmu uz pomo¢ proteina



eksportina 5 mehanizmom koji se naziva Ran-GTP ovisni mehanizam. U citoplazmi se pre-
shRNA molekula ugraduje u drugi kompleks Rnaze Il koji se sastoji od Dicer-a,
TRBP/PACT domene i Rnaznog Il enzima gdje se petlja ukosnice procesira kako bi nastala
dvolancana siRNA molekula. Kompleks tada koordinira ugradnju na protein Argonaut 2
(AGQO?2). Nakon ugradnje i odvajanja prolaznog lanca, i sSIRNA i shRNA u kompleksu s
RISC-om bi se zapravo trebale jednako ponasati (Slika 3.) (Rao i sur. 2009).

Transficirana siRINA

AENRRARANERRNNES

RISC
\ RISC/siRNA kompleks
N
IINIFARERRININ

pal

Dicer RISC

Translacijska Degradacija ciline
mENA

supresija

Ekspresirana
shEMNA

Slika 3. Mehanizam utiSavanja gena posredovanjem shRNA molekule (Web 3).

4.2. Bifunkcionalna shRNA

Postoji 1 treca RNAI opcija koja je u razvoju, a naziva se bifunkcionalna shRNA.
shRNA molekule mogu biti konstruirane tako da se u¢inkovito ugrade na oba kompleksa
RISC-a (onaj koji je ovisan o cijepanju i onaj koji je neovisan o cijepanju). Da bi to bilo
moguce, procesiranje sShRNA molekule mora biti posredovano dvama putevima koji su
ovisni o pristupu cijepanja Rnaze H i/ili komplementarnosti lanca. Takoder, da bi doslo do

ciljnog ucinka utiSavanja gena, ovisni su o interakciji s Imp8 (Importin 8). Istodobna



ekspresija obiju tipova bifunkcionalnih shRNA bi u stanicama trebala dosti¢i vecu
izdrzljivost u odnosu na siRNA, brze djelovanje na utiSavanje gena u odnosu na shRNA
molekule te ve¢u uéinkovitost. Bifunkcionalna shRNA molekula moze istodobno potaknuti
degradaciju 1 inhibirati translaciju ciljne mRNA molekule zbog moguénosti vezanja na
nekoliko tipova RISC kompleksa. Takozvani bifunkcionalni dizajn bi trebao zapravo biti
ucinkovitiji i to iz 2 razloga: 1) bifunkcionalnost bi trebala potaknuti ugradnju vodeceg lanca
na dva tipa RISC-a da bi se povecala aktivnost, 2) ugradnjom na oba kompleksa RISC-a
(ovisnog o cijepanju i neovisnog o cijepanju) ciljna mRNA moze biti utiSana i kroz mRNA
degradaciju i translacijsku inhibiciju. Ekspresijska jedinica bifunkcionalne shRNA sastoji se
od dvije strukturne petlje. Jedna petlja je sastavljena od potpuno komplementarnog vodeceg
i prolaznog lanca za ugradnju na kompleks RISC koji je ovisan o cijepanju, dok je druga
petlja sastavljena od nekomplementarnih prolaznih lanaca (pozicije 9-12) za ugradnju na

RISC koji je neovisan o cijepanju (Slika 4.) (Rao i sur. 2009).
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Slika 4. Mehanizam uti$avanja gena posredovanjem bifunkcionalne shRNA molekule (Web 4).



5. KEMIJSKE MODIFIKACIJE

Kemijske modifikacije mogu utjecati na odabir lanca RNA molekula, umanjiti
vezanje prolaznog lanca, povecati termalnu stabilnost, smanjiti toksi¢nost te reducirati
nezeljene efekte poput razgradnje nukleazama. Da bi se SiRNA ili miRNA molekula koja je
modificirana mogla u pravilnoj orijentaciji vezati na RISC kompleks, u obzir se moraju uzeti
vazni faktori: pozicija i tip modifikacije te efekt modifikacije na naboj dvolan¢ane RNA
molekule (Lam i sur. 2015; Ku i sur. 2015). 5" fosfat, 5" proksimalni dio i sredi$nje pozicije
vodeceg lanca vazna su podruc¢ja RNA molekule za interakciju i aktivaciju kompleksa RISC
1 AGO proteina. Nadalje, kemijske modifikacije na prolaznom lancu te na 3" proksimalnom
kraju vodecéeg lanca imaju najmanji utjecaj na specifi¢nost i funkciju RNA molekule (Lam i
sur. 2015). Tipovi kemijskih modifikacija koji se najvise istrazuju na siRNA i miRNA su :
1) modifikacija 2°-OH riboze, 2) zatvorene i otvorene nukleinske kiseline, 3) fosforotioatna
(PS) modifikacija (Ku i sur. 2015).

5.1. Modifikacija 2"-OH riboze

Modifikacija 2°-OH riboze je najpoznatiji tip modifikacije dvolancane RNA jer
aktivnost utiSavanja gena siRNA ili miRNA uopce ne ovisi o toj skupini. Ova modifikacija
ukljucuje supstituciju ribozne 2’-OH skupine sa skupinama kao $to su 2'-O-metil (2’-O-Me),
2'-metoksietil (2-O-MOE) i 2'-fluoro (2'-F). Ovakve modifikacije mogu poboljsati
stabilnost RNA molekula u serumu. 2’-O-metil (2’-O-Me) modifikacija povecava otpornost
na termalnu stabilnost i razgradnju enzimima. 2’-fluoro (2'-F) modifikacija povecava
stabilnost molekule u serumu i afinitet vezanja RNA molekula na kompleks RISC (Ku i sur.
2015). Takoder, supstitucije samo na stranama s uracilom s 2'-O-Me ili 2'-F mogu sprijeciti
imune odgovore bez utjecaja na stabilnost i snagu siRNA. Ovako modificirane RNA
molekule neprepoznatljive su za TLR 7/8 (engl. Toll-like receptor 7/8) koji je odgovoran za
imunu reakciju (Slika 5.) (Lam i sur. 2015).

5.2. LNA i UNA modifikacije
Zatvorena nukleinska kiselina (LNA) kemijski je tip modificirane nukleinske

kiseline gdje se izmedu 2°-O i 4’-C atoma nalazi metilenski mosti i na taj nacin tvori

zatvorenu konformaciju prstena. Zapravo je ova modifikacija alternativna 2°-OH



modifikacija. No, izmedu 2°-O i 4’-C moze se nalaziti i etilenski most pa se takva
modifikacija naziva nukleinska kiselina s etilenskim mostom (ENA). Ovakve modifikacije
povecavaju termalnu stabilnost molekula. Modifikacija na polozaju 10,12 1 14 od 5" kraja
nekodirajuceg lanca siRNA molekule smanjuje njezinu aktivnost zbog sterickih i
konformacijskih promjena u blizini mjesta cijepanja. Tako moze do¢i do krivog odabira
lanca za ugradnju u kompleks RISC jer ova modifikacija na 5” kraju onemogucuje ugradnju
prolazog lanca u kompleks. LNA modifikacija na 3" kraju $titi siRNA ili miRNA molekulu

od 3" egzonukleaza i povecava njezinu stabilnost u serumu (Slika 5.) (Ku i sur. 2015).

Otvorene (UNA) modificirane nukleinske kiseline acilni su derivati RNA u kojima
nedostaju C2" i C3” veze u RNA riboznom prstenu, ali su strukturno sli¢ni nemodificiranoj
RNA. RNA molekule dobro podnose UNA modifikacije koje poboljSavaju u€inak utiSavanja
te stabilnost in vitro i in vivo. No, dodatne modifikacije na vode¢em lancu rezultiraju
smanjivanjem ucinkovitosti utiSavanja destabilizacijom dvolancane SiRNA ili interakcija sa
ciljpom mRNA molekulom. Takoder, modifikacija u vodeéem lancu moze sprijediti
nezeljene efekte bez smanjivanja aktivnosti i snage siRNA molekule (Slika 5.) (Lam i sur.
2015).

5.3. Fosforotioat (PS) modifikacija

Ovakva modifikacija nastaje supstitucijom fosfodiesterske veze s drugim tipovima
veza. Najpoznatija modifikacija je ona u kojoj se jedan atom kisika fosfatne skupine zamjeni
sumporovim atomom te nastaje fosforotioat (PS). Ova modifikacija povecava otpornost
RNA molekula na nukleaze no ¢ini fosforotioat toksi¢nim (Lam i sur. 2015). Modifikacija
siRNA molekule na vode¢em lancu (pozicije 3,5117) od 5" kraja poveéava uspjesnost efekta
utiSavanja gena tako da omogucuje bolje vezanje prolaznog lanca na RISC kompleks.
Supstitucijom 2 kisikova atoma fosfatne skupine nastaje fosfoditotioat (PS2) koji je izrazito
toksi¢an. S druge strane, kod boranofosfat modifikacije kisikov atom se zamjenjuje s
boranom (BH3). Ovakva modifikacija boranom je otpornija na nukleaze i manje toksi¢na od
fosforotioata. (Slika 5.) (Ku i sur. 2015).



(1) modifikacija ribozne 2°-0H skupine

LHA UMNA

(itt) fosforotioat modifikacija

a
p¥ p¥ e
Fosforodisster Fosforotioat Boranofosfat

Slika 5. Kemijske modifikacije-(i) modifikacija 2"-OH skupine riboze — 2" —OH skupina je modificirana sa 2
—O-metil (2" O-Me), 2" —fluoro (2" —F) ili 2"—metoksietil (3" —O-MOE)., (ii) LNA i UNA modifikacije — riboza
je zatvorena u C3" endokonformaciji uvodenjem 2’- O i 4’-C metilenskog mosta; ribozni prsten je pocjepan
izmedu 27-0O i 3'-C, (iii) fosforotiorat (PS) modifikacije — kisikov atom je zamjenjen sumporovim (fosfotionat)

ili sa boranom (BH3) (boranofosforat) (Preuzeto i prilagodeno prema Lam i sur. 2015).

6. PREPOZNAVANJE mRNA PUTEM siRNA i miRNA

Da bi se potaknuo proces RNAI, siRNA molekula mora biti potpuno
komplementarna ciljnoj mRNA molekuli. Komplementarno vezanje siRNA molekule

aktivira protein Argonaut 2 (AGO2) koji cijepa fosfodiestersku okosnicu mMRNA molekule
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izmedu baza 10 i 11 na 5" kraju vodeceg lanca. Komplementarno sparivanje se izmedu
mRNA i miRNA dogada na 3" kraju netranslatirane regije (UTR) mRNA 1 regije od 2-7
nukleotida od 5 kraja miRNA (Lam i sur. 2015). Klju¢na razlika izmedu miRNA i siRNA
molekula su krajevi njihovih lanaca. miRNA se ponasaju kao tradicionalni polimerski
produkti aktivnost gena. lako postoje male varijacije, mnogo vrsta miRNA molekula ima
gotovo identi¢ne krajeve lanaca. siRNA molekule su raznolikije u genetskoj kompoziciji.
Jedan lanac miRNA molekule moze prepoznati mno$tvo mRNA molekula te zbog toga
MIRNA-mRNA prepoznavanje ne zahtjeva savrSeno sparivanje. Zbog djelomi¢nog
sparivanja komplementarnih baza izmedu mRNA i miRNA, AGO?2 protein (dio miRISC-a)
nije aktiviran. Umjesto toga, utiSavanje ciljne mRNA se dogada putem translacijske
represije ili degradacije deadenilacijom, skidanja kape ili egzonukleazne aktivnosti. S druge
strane, SiRNA molekula je potpuno komplementarna ciljnoj mRNA molekuli. (Slika 6.)
(Carthew i Sontheimer 2009).

a mRNA

Potpuno komplementarna

AAAAA
A TARRERIRRNTRTRRRAN]
2 SIRNA 2
b
mRNA :
o Djelomi¢no komplementarna

3'UTR
—

AAAAA
—
: "seed" regyja (2-7
3 miRNA nukleotida)

Slika 6. Prepoznavanje mRNA molekula putem siRNA i miRNA molekule — (a) siRNA je komplementarna
ciljnoj mMRNA molekulu, (b) miRNA je djelomi¢no komplementarna ciljnoj mRNA molekuli, a sparivanje se
dogada na 5" kraju UTR ciljne mRNA molekule (Preuzeto i prilagodeno prema Lam i sur. 2015).
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7. ISPORUKA siRNA | miRNA TERAPEUTIKA

Da bi se potaknuo proces RNAI i da bi rezultat procesa bio specificno utiSavanje
gena, SIRNA i miRNA molekule se moraju isporuditi u citoplazmu ciljne stanice. Uloga
sustava isporuke terapeutika je olakSavanje unosa terapeutskih molekula u stanice.
Karakteristike ovih molekula kao sto su hidrofilnost, negativni naboj i velika molekularna
tezina (~14-15 kDa), uzrok su slaboj permeabilnosti kroz biomembrane. Stani¢éna membrana
je gotovo posve nepropustljiva za siRNA molekulu zbog njezinog naboja i veli¢ine. Takoder,
ovaj sustav moze zastititi nukleinske kiseline od preuranjene degradacije nukleazama i time
reducirati potrebu za kemijskim modifikacijama koje mogu utjecati na funkcionalnost i
specificnost RNA molekula. Kako siRNA i miRNA molekule imaju istu unutarstani¢nu
aktivnost (obje zahtijevaju enzimatsku funkciju kompleksa RISC-a spram ciljne mRNA) i
slicna fizikalno-kemijska svojstva (dvolancane RNA s 21-23 nukleotida), mogu se
primijeniti sli¢ni nacini isporuke ovih RNA molekula (Lam i sur. 2015). Idealan nosa¢ gena
trebao bi biti uc¢inkovit, siguran, dugog trajanja i specifican. Trebao bi selektivno i
diferencijalno ciljati gene tumora i homogeno se rasporediti kroz tumorsko tkivo i penetrirati
u stanice (Gao i Huang 2013). Takoder, nosa¢ bi trebao imati dobru biokompatibilnost i
nisku toksi¢nost. Da bi se RNA molekule mogle koristiti u klini¢ke svrhe, in vivo, nosa¢ ne
bi trebao biti veci od 200 nm da bi mogao proci kroz endotel kapilara niti manji od 6 nm jer
se tada nanocesti¢ni nosaci uklanjaju bubreznom ekskrecijom. Trebao bi biti stabilan u krvi
povrsinu stanice i prenosi RNA molekulu kroz membranu. Nakon toga slijedi odlazak iz
endosoma zbog kiselog pH te nosac disocira u citosol (Slika 7.) (Gao i Huang 2013; Zahir i
sur. 2018). Ucinkovita metoda isporuke terapeutika in vivo u hepatocite (Stanice jetre) je
hidrodinamicka injekcija. siRNA molekula ima vecu isporuku u stanice hepatocita i iznosi
oko 60-70%, dok je za ShRNA ova vrijednost na samo 20-40% ucinkovitosti. No, utiSavanje
MDK (engl. Midikine) gena u jetri ovih dviju molekula iznosi do 50% kontrolne vrijednosti
Sto znaci da je ucinkovitost utiSavaja gena siRNA i ShRNA molekula podjednaka. Prema
tome, siRNA molekula je u¢inkovitiji klinicki terapeutik zbog visoke uspjesnosti isporuke u

ciljne stanice (Takahashi i sur. 2009).
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Slika 7. Glavne bioloske barijere RNAi utiSavanja gena SJP: sustav jezgrinih pora, TUG: transkripcijsko

utiSavanje gena (Preuzeto i prilagodeno prema Gao i Huang 2013).

7.1. Virusni vektori

Virusi koji se koriste da bi potaknuli RNA interferenciju su lentivirusi, adenovirusi,
AAV (engl. Adeno-associated virus) virusi i bakulovirusi. Imaju visoku ucinkovitost u
transportu RNA kodiraju¢ih vektora u jezgru da bi omogucili ekspresiju RNA molekule.
Virusi koji se koriste za prenoSenje terapeutske RNA su geneticki programirani kako bi se
uklonila njihova virulentnost. Dugotrajna ekspresija moze se postici koristenjem virusa kao
Sto su lentivirusi. Oni se mogu integrirati u genom domacina. Medutim, postoje rizici kod
koriStenja virusnih vektora kao §to je rizik od mutageneze i imune rekacije (kod adenovirusa)
(Lam i sur. 2015). Retrovirusi imaju prednost u transdukciji SIRNA molekula u stanice koje
se aktivno dijele. Takoder, bakulovirusi i lentivirusi mogu prenositi velike koli¢ine geneticke
informacije. No, veliki rizik koriStenja virusnih vektora je moguénost oSteCenja organa
(primjerice jetra kod adenoviursa) i stanica toksinima (Gao i Huang 2013). Istrazivanje

ekspresije shRNA molekula u jetri miseva posredovane AAV virusnim vektorom potvrdilo
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je da virusni vektori mogu uzrokovati oSteCenje organa toksinima (Grimm i sur. 2006).
Rezultati istrazivanja pokazali su da je doslo do oSteéenja stanica jetre kod ekspresije ¢ak 36
shRNA molekula, a 23 slucaja oSteCenja zavrsila su smréu miSeva (Grimm 2009). Drugo
istrazivanje koje je takoder potvrdilo da virusni vektori mogu izazvati oStecenja toksinima
je ekspresija sShRNA molekule posredovana lentivirusnim vektorom u kulturi stanica. U
kulturi stanica, koristec¢i virusnu transdukeciju, doslo je do ekspresije ShARNA molekule koja
je utiSala plazminogeni inhibitor aktivatora 2 (PAI-2). No, nakon samo 4 dana od
transdukcije stanice su postale nezdrave, a nakon 10 dana nijedna od stanica nije bila ziva

(Fish i Kruithof 2004).

7.2. Nevirusni vektori

S druge strane, veliku pozornost dobivaju nevirusni vektori jer imaju visok potencijal
u svladavanju poteskoca s isporukom. Najpoznatiji sustavi isporuke nevirusnim vektorima
su kationski lipidni sustavi te sustavi koji su bazirani na polimerima koji ukljucuju liposome
1 nanocestice. Upravo njihova kationska priroda omogucuje stvaranje kompleksa s
polianionskim nukleinskim kiselinama 1 interakciju s negativho nabijenim stani¢nim
membranama (Gao i Huang, 2013). Kationski polimeri mogu s negativno nabijenom RNA
molekulom stvarati poliplekse putem elektrostatskih interakcija. Priprava ovakvih polimera
je jednostavna, a kao nanocestice vrlo lako mogu uéi u stanicu endocitozom (Lam 1 sur.
2015). PEI (engl. Polyethylenimine) je trenutno najvise koristeni kationski polimer za siRNA
molekulu. Njegove amino skupine su protonirane tako da moze stvarati interakcije s
negativno nabijenom nukleinskom te moze izbje¢i endosom i zastititi nukleinsku kiselinu od
kiselog pH. Drugi kationski polimer koji se koristi u isporuci nukleinskih kiselina je
,,chitosan® (CS) koji ne moze efikasno izbje¢i endosom i pritom zastititi nukleinsku kiselinu.
Sprjecavanje ulaska u endosom moze se poboljsati koriStenjem histidinskog konjugata ili

dodatkom slobodnog CS prije ili poslije transfekcije (Zahir i sur. 2018).
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8. siRNA I miRNA U KLINICKIM ISTRAZIVANJIMA

8.1. Tumor

Postoje tri RNAi genetske mete za klinicku terapiju tumora. To su geni koji ¢ine dio
stani¢nih puteva usko povezanih s tumorom, geni koji su otporni na radio ili kemoterapije
imaju te geni koji imaju vaznu ulogu u interakcijama tumora sa stanicama domacina. Vazne
mete su i onkogeni koji su najceS¢e povezani s malignim preobrazbama te su mutirani ili
potjecu od preslagivanja kromosoma te onkogeni koji su uneseni za transformaciju virusa u
ljudskim tumorima (Grimm i Kay 2007). Utisavanjem ovakvih gena inhibira se rast stanica
tumora, metastaza, angiogeneza i inhibira se otpornost tumora na lijekove. SiRNA molekule
dobri su terapeutici u personaliziranoj medicini upravo zbog njihove specifi¢nosti te se
koriste kod terapije bolesti kao $to su hemofilija i nasljedne amiloidoze (Lam i sur. 2015).
Posto miRNA molekule imaju sposobnost utiSavanja nekoliko ciljnih gena mogu, prema
tome, mogu utiSati viSe gena razli¢itih tumora . No, tumori nisu jedina meta ovih malih
terapeutskih molekula te se njihovim koristenjem mogu lijeciti razli¢ite bolest i poremecaji,
ali ipak, zbog zlo¢udnosti, najvise je zastupljeno lijecenje tumora (Slika 8) (Young i sur.

2015).

B Tumor

B Oc¢ni poremecaji

B Geneticki poremecaji

M Infektivne bolesti

B Kardiovaskularne/metabolicke bolesti

@ Drugo

Slika 8. Terapeutske indikacije siRNA i miRNA terapeutika (Preuzeto i prilagodeno prema Lam i sur. 2015).
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8.2. siRNA i tumor

SiRNA molekule se mogu usmjeriti protiv tumora koji upravljaju nekontroliranom
proliferacijom stanica. Primjeri ovakvih meta su: ciklin ovisne kinaze (CDK, engl. cyclin
dependent kinases), vaskularni endotelni faktori rasta (VEGF, engl. vascular endothelial
growth factors), inzulinski faktori rasta (IGF, engl. insulin growth factors), i faktori
antiapoptoze (engl. anti-apoptotic factors). CKD regulira vazne toc¢ke stani¢nog ciklusa te
ako se njegova ekspresija poremeti tada moze do¢i do poremecaja stani¢nog ciklusa §to
pridonosi razvoju tumora. Ciklin B1 je povezan s tumorima bubrega i dojke te se SIRNA
moze koristiti kako bi se utisala ekspresija ciklina B1 kako ne bi doslo do pojave navedenih
tumora (Young i sur. 2015). Vazan proces koji poti¢e prezivljavanje i rast tumora naziva se
angiogeneza. Jedan on regulatora ovog procesa je VEGF te je upravo on jedan od vaznih
meta za inhibiciju angiogeneze tumora. ALNVSPo02 je siRNA terapeutik koji je nosen
lipidnim nanocesticama i potiskuje protein stanicnog ciklusa, KSP (vretenasti kinezin
protein), da bi, na kraju, potaknuo smrt stanice. Takoder, potice i supresiju VEGF faktora
(Lam i sur. 2015). Nadalje, CALAA-01 je inhibitor tumora koji cilja M2 podjedinicu
ribonukleotidne reduktaze (RRM2). Ovaj protein je ukljucen u replikaciju i vazan je kod
zavrSetka dijeljenja stanica. RRM2 regulira Bcl-2 kod razlicitih tumora, posebice tumora
pluéa, vrata i glave. Bcl-2 ima vaznu ulogu u napredovanju tumora. Upravo anti-RRM2
siRNA moze sprijeciti proliferacijsku aktivnost (Chakraborty i sur. 2017). Do sad su
otkriveni 1 mnogi drugi siRNA terapeutici kao §to je siG12D LODER koji cilja mutirane
KRAS onkogene (engl. Kirsten rat sarcoma 2 viral oncogene homolog) za lijecenje tumora
slezene, DCR-MYC, DICER supstrat siRNA koji cilja MY C onkogene za lijeCenje razlicitih
tipova tumora ili sSIRNA-EphA2-DOPC koji cilja EphA2 (engl. EPHA2 - Ephrin type-A

receptor 2 precursor) gene koji su povezani s tumorom (Lam i sur. 2015).

8.3. miRNA i tumor

miRNA molekule mogu se ponasati ili kao onkogeni (oncomiR) ili kao supresori
tumora (tumor supresorske miRNA). miR-21 je oncomiR koji se ponasa kao onkogen kod

prevelike ekspresije u razli¢itim tipovima stanica tumora. Prevelika ekspresija rezultira
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regresijom tumora ako ne dolazi do supresije miRNA molekulom. Tako inhibicija miR-21
molekule aktivira kaspaze koje vode do apoptoze. Nadalje, miR-142 je tumor supresorski
onkogen lociran na 17. kromosomu i uzrokom je agresivnog B-CLL (engl. B-cell chronic
lymphocytic leukemia) tumora zbog t translacije MYC gena prema uzvodnom promotoru.
Rezultat je gubitak regije od 20 nukleotida prisutnih nizvodno od miR-142 prekursora koji
remeti procesiranje miRNA i dovodi do prevelike ekspresije MYC gena. MYC je odgovoran
za tranziciju stani¢nog ciklusa te ukoliko je previSe eksprimiran dolazi do neprekidne
angiogeneze (Mishra i sur. 2015). No, osim navedenih, za puno supresorskih miRNA
molekula kao §to je miRNA-7, miRNA-126, miRNA-143/145, miRNA-200, miRNA-355 i
¢lanovi obitelji let-740 se utvrdilo da su u moguénosti potisnuti onkogene (Lam i sur. 2015).
Postoje i tzv. cirkuliraju¢ée miRNA u transformaciji fibroblasta koji su ukljuceni u nekoliko
stani¢nih mehanizama. Niska ekspresija miR-31 i miR-214 molekula te visoka ekspresija
miR-155 molekule ¢ini ih djelom reprogramiranja fibroblasta koji su u stanju mirovanja
prema fibroblastima koji su povezani sa karcinomom jajnika. miR-214 cilja CCL5 (kemokin
koji je vazan za funkciju CAF-a). miR-31 cilja gen SATB2 koji je odgovoran za
remodulaciju kromosoma i regulaciju ekspresije gena kod fibroblasta povezanih s

karcinomom jajnika (Shah i sur. 2016).

9. ZAKLJUCAK

Male RNA molekule (siRNA/shRNA/miRNA) imaju veliki potencijal utiSavanja
ciljnth gena posredovanjem u bioloskom procesu RNA interferencije. Iako se njihovi
mehanizmi djelovanja razlikuju, ishod mehanizama je isti. Takoder, kako bi se ove molekule
mogle primjenjivati u klinicke svrhe, moraju se rijesiti problemi njihove slabe stabilnosti in
vivo, isporuke ovih molekula te problemi prolaska kroz stani¢ne barijere na koje nailaze na
putu do ciljnih stanica. Prema tome, moraju se dizajnirati sinteticke molekule kako bi se
reducirali nezeljeni efekti do kojih dolazi zbog navedenih problema. Najveci napredak u
rjeSavanju tih prepreka daju kemijske modifikacije ovih terapeutskih molekula, kao i pomno
dizajniranje sintetickih siRNA/shRNA/mRNA molekula s poboljsanim karakteristikama te
vektori (pogotovo nevirusni) za isporuku molekula u ciljne stanice. Ovakve molekule imaju
Siroku potencijalnu primjenu u lije¢enju mnogih bolesti, od kojih su tumori u samom centru

istrazivanja. Do danas se razvilo mnogo siRNA i mRNA molekula koje su u istrazivanjima
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koriStene u lijeCenju razli¢itih tumora, a rezultati su pokazali da ¢e ovakve terapije imati

Siroku primjenu u bliskoj buduénosti.
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