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Abstrakt

Navrh kratkych interferujicich RNA (SiRNA) je zakladnim krokem k 1spésné RNA
interferenci (RNAi). Navrhnout vhodny siRNA duplex ale neni zcela trividlni, nebot” existuje ne¢kolik
problematickych oblasti, jako jsou napiiklad stabilita siRNA duplext v pfitomnosti nukleaz, a¢innost
eliminace cilové mRNA, sekvencné specifickd eliminace necilovych mRNA, cytotoxicita
a imunogenicita, ovliviiujicich funkénost siRNA duplext a tedy i jejich vyuZitelnost v mediciné
a dalsich oborech. Porozuméni principiim fungovani siRNA duplexti pfi RNAI je nezbytnym krokem
k vyfeSeni vySe uvedenych piekazek na cesté k uc¢innym lé¢ivim. Prostfedkem optimalizace
popsanych vlastnosti je tiprava navrhu siRNA duplext pomoci riznych modifikaci. Modifikovat lze
fosfodiesterovou kostru, baze i ribozu. V kazdé z téchto skupin jsou zndmy modifikace, které maji na
SiRNA duplexy a naslednou RNA interferenci pozitivni vliv. Tato prace ptredklada dosavadni
poznatky o0 né¢kolika nejznaméjsich modifikacich, jako jsou thiofosfatova substituce,
2'-deoxy-2'-fluoronukleotidy, 2’-O-methyl ribonukleotidy a LNA nukleotidy, a 0 vétsim poctu méné
znamych  modifikaci, jako  jsou  boranofosfatova  substituce,  4’-thioribonukleotidy,

2'-O-methyl-dithiofosfatova modifikace a mnoho dal$ich, které ovliviiuji vlastnosti siRNA duplexu.
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Abstract

Design of small interfering RNA (SiRNA) is a basic step to successful RNA interference
(RNAI). However, it is not trivial to design a suitable siRNA duplex at all, because there are some
problematic areas like stability of sSiRNA duplexes in the presence of nucleases, efficiency of target
MRNA elimination, sequence-specific elimination of non-target MRNAs, cytotoxicity and
immunogenicity for example, which can influence the aliveness of siRNA duplexes and consequently
also their utility in medicine and other fields. The understanding of the principles of siRNA duplexes
function during RNAI is a necessary step to solution of the obstacles on the way to efficient drugs. The
mean of optimisation of described troublesome properties is an alteration of siRNA duplexes design
by use of different modifications. Phosphodiester backbone, bases and also ribose can be modified.
Some modifications beneficial for siIRNA duplexes and consequently RNA interference are known in
every one of these groups. This work presents existing pieces of knowledge about some of the most
known modifications, just like phosphorothioate substitution, 2'-deoxy-2’-fluoronucleotides,
2'-O-methyl ribonucleotides and LNA nucleotides are, as well as about a higher number of less known
modifications like boranophosphate substitution, 4'-thioribonucleotides,
2'-O-methyl-phosphorodithioate modification and many others, which influence the attributes of
SiRNA duplexes.
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1. Uvod

Kdyz vroce 2001 Sayda M. Elbashirova a jeji kolegové potvrdili, Ze pomoci siRNA (short
interfering ribonucleic acid, kratka interferujici ribonukleova kyselina) duplexu (viz kapitola 2. 1.) je
mozné skrze drahu RNAi (RNA interference) posttranskripéné umlcovat geny eliminaci cilové mRNA
(messenger RNA) i u sav¢ich bun¢k (Elbashir et al., 2001a), zvedla se vlna zajmu o problematiku
siRNA. Na duplexy siRNA je od té doby nahlizeno nejen jako na nastroj primarniho vyzkumu, ale
i jako na budouci molekularni farmaka. Na cesté k vyuziti siRNA duplext v medicing je ovSem jesté
potieba piekonat velké mnozstvi piekazek, jejichZ pfi¢inou je predevsim komplexni prostiedi zivého
organismu, které vyzaduje sofistikovany navrh duplexti siRNA.

Pfi pouziti siRNA duplext v in vivo | (experimenty na tkanovych kulturach) a zejména in vivo Il
(experimenty na zivych mnohobunéénych organismech) experimentech jsou sledovany ¢tyfi hlavni
problematické oblasti — ucinnost transportu siRNA duplext, stabilita duplexti siRNA, uc¢innost
eliminace molekul cilové mRNA a imunogenicita SiRNA (Braasch et al., 2003; Choung et al., 2006;
Zhang et al., 2009). Smyslem prvni ¢asti této prace nazvané ,,Design siRNA“ je pfedstavit vybrané
problémy z téchto oblasti a shrnout dosavadni poznatky o jejich pfi¢inach. Problematika ucinnosti
transportu siRNA duplexti do bun¢k neni v této praci zahrnuta, nebot’ je pomérné §iroka a jeji jadro
lezi spiSe v hledani vhodnych transportnich systémii nez v samotnych chemickych modifikacich
molekul siRNA (Sioud & Serensen, 2003). Z diivodu rozsahu problematiky je také prostor vénovany
imunogenicité znaéné omezen (viz kapitola 2. 2. 3.) a prace se tak vénuje predevsim stabilité duplext
siRNA (viz kapitola 2. 2. 1.) a t¢innosti eliminace cilové mRNA (viz kapitola 2. 2. 2.).

V ramci hledani feSeni vySe uvedenych problémi bylo a je studovano velké mnoZstvi
modifikaci siRNA, z nichz nékteré jsou piedstaveny ve druhé ¢asti této prace pojmenované ,,Hlavni
chemické modifikace siRNA a jejich vliv na vlastnosti siRNA®“. Tato druha cast pojednava o vSech
ttech typech modifikaci siRNA — tedy o modifikacich fosfodiesterové kostry, bazi i ribézy — a to
zejména ve vztahu k problematice stability siRNA duplexti a ucinnosti eliminace cilové mRNA.
S ohledem na rozsah, povahu a cil prace jsou vybrany jednak modifikace nejznaméjsi, jednak
modifikace malo znamé, avSak podle dosavadniho testovani potencidlné zajimavé. Cilem je shrnout
vlastnosti onéch znaméjsich a prostudovanéjsich modifikaci a predstavit ne¢kolik dalSich zajimavych
modifikaci, které by si zaslouzily dal$i pozornost. Pro nastinéni mnozstvi existujicich modifikaci

siRNA jsou ale prilezitostné stru¢né zminény i modifikace méné vyznamné.



2. Design siRNA

2. 1. Zakladni design siRNA a jeho variace

Aktualné se za nejbéznéji pouzivany design siRNA povazuji na endoribonukledze Dicer
nezavislé SIRNA duplexy, kde vedouci (antisense) vldkno o 21 ribonukleotidech paruje devatenacti
pary bazi se stejné¢ dlouhym pomocnym (Sense) vlaknem, pfiemz neparujici ribonukleotidy vytvareji
u obou vlaken piesahy o délce 2 ribonukleotidi na 3’ koncich (Rose et al., 2005). Toto uspotfadani se
osveédcilo jak pro RNAI in vivo | u sav¢ich bunék (Elbashir et al., 2001a), tak i in vivo Il v savéich
organismech (Serensen et al., 2003). Obecné k tomuto zakladnimu typu duplexu SiRNA byvaji fazeny
nejen 21-mery, ale i 19 az 23-mery siRNA. Jednotlivé nazory na to, jak dlouhé siRNA jesté patii
k zakladnimu designu, se ovsem lisi (Elbashir et al., 2001a; Hefner et al., 2008; Kim et al., 2005).

Zajimavé vysledky pfinasi pouzivani SiRNA duplext s vlakny o délce 27 ribonukleotidd pii
pouziti pikomolarnich koncentraci. 27-mery siRNA jsou pii koncentraci 200 pikomoll az stonasobné
uéinngjsi ve srovnani s 21-mery, cilicimi na stejnou oblast mRNA (Kim et al., 2005). To neplati pii
pouziti obvyklych nanomolarnich koncentraci, kdy jsou vysledky eliminace cilové mRNA prakticky
totozné. Popsany rozdil v uéinnosti je pfisuzovan tomu, ze 27-mery SiRNA funguji jako substrat pro
endonukleazu Dicer a tedy se zapojuji do vlastni RNAi drahy organismu (Kim et al., 2005).

Navic se 27-mery SiRNA osvedcily i pro eliminaci nékterych mRNA necitlivych K 21-merim
(Kim et al., 2005). Pro studium obtizn¢ eliminovatelnych mRNA v primarnim vyzkumu tedy maji
27-mery siRNA znacny potencial. S ohledem na vysledky experimenti publikované Takanorim
Kubou a jeho kolegy (Kubo et al., 2012) je navic mozné, Ze 27-mery siRNA budou v budoucnu jako
molekularni 1é¢iva Vv nékterych ptipadech, diky lepsim vysledkim ve srovnavacich studiich,
preferovany pred vyuzitim 21-merd siRNA. Zatim ale nelze pfedpokladat, ze by pouzivani 27-merd
uplné vytlacilo pouzivani 21-merti. Ve srovnavaci studii zroku 2012 (Foster et al., 2012) vysly
27-mery SiRNA in vivo | i in vivo Il vice imunostimulativni a méné tolerantni k chemickym
modifikacim, jako jsou 2'-O-methyl ribonukleotidy (viz kapitola 2. 2. 1.) a thiofosfatova substituce
(viz kapitola 2. 2. 1.), nez 21-mery, pii¢emz toleranci je minéno, ze neni, ve srovnani
s nemodifikovanymi siRNA duplexy, znemoznén nebo vyrazné¢ omezen pribéh RNAI.

Pfedmétem vyzkumu jsou také vlastnosti a vyuziti kratSich siRNA duplexti. Asi nejblize
k prezentovanému zakladnimu designu maji 16-mery SiRNA. Pfi srovnavacich experimentech mély
pfi eliminaci shodnych cilovych mRNA vyssi uc¢innost nez 19-mery (Chu & Rana, 2008), takze lze

ocekavat, ze i kratsi siRNA ceka dal$i vyzkum a budouci vyuziti.



2. 2. Vybrané problematické vlastnosti siRNA duplexi

Jak jiz bylo popsano v ivodu, pouzivani siRNA duplexti se potyka s mnoha prekazkami. Ne
kazdy siRNA duplex ma vyhovujici vlastnosti pro pouziti in vivo Il. Obvyklym problémem RNAI je
rozdilna UcCinnost konkrétniho duplexu siRNA pfi eliminaci cilové mRNA v zavislosti na pouzitém
experimentalnim usporadani. To znamena, ze dobré vysledky dosazené in vitro a in vivo | se nemusi
promitnout do vysledku in vivo Il (Layzer et al., 2004). Navrh vhodné siRNA tedy komplikuje
skute¢nost, ze modifikace vedouci napiiklad k vyznamnému zvySeni stability nemusi nutné vést
k zadoucimu zvySeni u¢innosti eliminace cilové mRNA, a dokonce ji mize i negativné ovlivnit (Chiu
& Rana, 2003). Od vysledné siRNA se ovsem ocekava, ze bude dobte fungovat ve vsech sledovanych
oblastech (Morrissey et al., 2005). Navrh siRNA je tedy hledanim takovych modifikaci, které zajisti
nikoliv maximalni hodnoty pro jednu vlastnost duplexu, ale optimalni nebo alesponn dostacujici
hodnoty vSech vlastnosti.

Pfi zkoumani, pro¢ mnohé siRNA duplexy nefunguji tak, jak by bylo zadouci, bylo ziskéno
mnoho poznatkli o pribéhu RNA interference v savéich bunikach. Obeznameni s aspont malou ¢asti
téchto poznatkii je nezbytné k pochopeni, pro¢ je potieba vytvatret nové varianty siRNA duplext

pomoci riznych modifikaci.

2. 2. 1. Stabilita duplexi SIRNA

Stabilita SiRNA, a to zejména pro terapeutické vyuziti in vivo Il, je feSena piedevsim ve
vztahu k sérovym ribonukleazam (Choung et al., 2006) schopnym efektivné degradovat mimo jiné
také molekuly siRNA. Modifikace zvySujici stabilitu siRNA tedy maji za cil takové zvySeni odolnosti
vici témto ribonukleazam (RNazam), které se projevi zvySenim polocasu degradace molekul siRNA
(Chiu & Rana, 2003). K tomuto ucelu se vyuzivaji jak modifikace fosfodiesterové kostry, tak
modifikace ribozy (Hickerson et al., 2008). ZvySeni stability duplexu siRNA bez snizeni ucinnosti
eliminace cilové mRNA je pfitom obvykle povazovano za dobry vysledek (Choung et al., 2006).

Nejvice se na degradaci SIRNA duplext ziejmé podili 3'-5" exonukleazy (Dowler et al., 2006;
Dande et al., 2006). Ackoliv endonukleazy také maji na degradaci SIRNA nezanedbatelny vliv
(Czauderna et al., 2003; Dowler et al., 2006), vysledky nékterych experimenti velmi piesvéd¢ive
poukazuji na to, ze zablokovanim volnych 3’ konct duplexu SIRNA pomoci chemickych modifikaci,
jako je naptiklad morfolinova modifikace (viz kapitola 3. 3. 10.), se dany duplex vyrazné stabilizuje
(Zhang et al., 2009). Navic bylo prokazano, ze modifikace tfi koncovych ribonukleotidi na 5’ konci
molekuly siRNA pomoci thiofosfatové substituce (viz kapitola 3. 1. 1.) anebo 2'-O-methyl
ribonukleotidd (viz kapitola 3. 3. 2.) nevede ke zvySeni stability in vitro v 10% lidském séru, pii¢emz
tytéz modifikace na 3’ konci nukledzovou rezistenci vyrazné zvysuji, coz také podporuje vyznam 3'-5'
exonukleaz v degradaci siRNA duplext (Choung et al., 2006).

Ackoliv existuji i nemodifikované siRNA duplexy, které jsou stabilni az 72 hodin (Braasch et

al., 2003), obvykle dochazi in vitro k aplné degradaci nemodifikovanych molekul siRNA jak v 10%



hovézim fetalnim séru, tak v méné testovaném koncentrovangj$im lidském ¢i myS$im séru, v fadu
nékolika malo (zpravidla 6) hodin. Vhodné navrzenymi modifikacemi se vSak da docilit toho, zZe
ptitomnost neposkozenych duplexti siRNA lze za stejnych podminek zaznamenavat az po dobu 2 dnu
(Layzer et al., 2004; Elmén et al., 2005; Mook et al., 2007), v ojedinélych ptipadech i déle (Morrissey
et al., 2005; Mook et al., 2007).

Zvyseni nukleazové rezistence by v idealnim pfipadé mélo vést ke zvysSeni ucinnosti eliminace
cilové mRNA a prodlouzeni doby, po kterou je tuto eliminaci mozné zaznamenat. I kdyz se zatim zda,
ze dosahnout takto dobrych vysledka bude zejména v in vivo Il experimentech zna¢né obtizné (Layzer
et al., 2004), bylo jiz dosazeno ur€itych uspéchi. Hydrodynamickou injekci chemickymi
modifikacemi stabilizovanych molekul SiRNA, jejichz ptesna podoba je patentem spolecnosti
Dharmacon, do zivé mysi, bylo dosazeno ¢tyfnasobku maximalni u¢innosti eliminace cilové mRNA
ve srovnani s pouzitim nemodifikovanych siRNA (Bartlett & Davis, 2007). Také David V. Morrissey
dosahl se svymi kolegy G¢inngjsi eliminace cilové mRNA in vivo II pomoci stabilizovanych sSiRNA
duplext. V jejich experimentu byly modifikovany vSechny pyrimidinové pozice obou vlaken siRNA
duplexu 2'-deoxy-2'-fluoropyrimidiny (viz kapitola 3. 3. 1.), v8echny purinové pozice vedouciho
vlakna 2'-O-methyl ribonukleotidy (viz kapitola 3. 3. 2.) a vSechny purinové pozice pomocného
vlakna obsahovaly 2'-deoxyribonukleotidy namisto ribonukleotid (Morrissey et al., 2005).

Zvysit ucinnost eliminace MRNA in vivo II prostiednictvim zvySeni rezistence vuci
nukledzam je nejspi§ mozné zejména tam, kde pii stejné koncentraci nemodifikovanych molekul
SsiRNA nedojde k nasyceni RNAi aparatu. Pfi urCovani potiebné koncentrace by tedy méla byt
zohlednéna nejen samotna doba expozice siRNA pusobeni nukledz, ale i obvykla G¢innost eliminace
cilové mRNA. Proto je potieba pro jednotlivé ptipady hledat individualni feseni (Bartlett & Davis,
2007).

Piestoze bylo ve vySe uvedeném experimentu Dereka W. Bartletta a Marka E. Davise
dosazeno vys§i maximalni hodnoty eliminace cilové mRNA, celkové srovnani neukazalo pro
modifikované duplexy siRNA prodlouzeni doby, po kterou bylo mozné eliminaci cilové mRNA
pozorovat (Bartlett & Davis, 2007). Jako vysvétleni se nabizi moznost, Ze modifikované
a nemodifikované siRNA maji po uspésné transfekci podobnou Zivotnost (Layzer et al., 2004).

Nemodifikované duplexy siRNA, nebo alespon nékteré z nich, mohou byt v rychle se délicich
bunkach s primérnou dobou zdvojeni 1 az 2 dny G¢inné néco malo pies tyden. V pomalu se délicich
bunikach s primérnou dobou zdvojeni 15 az 20 dni mohou siRNA duplexy fungovat az jeden mésic.
Vliv stabilizace siRNA duplexti na jejich Zivotnost V intraceluldrnim prostfedi mtize byt 1épe sledovan
v pomalu se délicich bunikach. Pokazdé, kdyz se bunécna populace zdvoji, je stavajici pocet duplexi
siRNA rozdélen mezi dvojnasobny pocet bun¢k. Tento proces se nazyva vyied’ovani. Klesa tak davka
siRNA na bunku a tim i a¢innost eliminace cilové mRNA. Nukleazovou rezistenci l1ze tedy povazovat
za limitujici faktor pro dobu pozorovani uc¢inné eliminace cilové mRNA spiSe v pomalu se délicich

bunkach (Bartlett & Davis, 2007).



Pti experimentech s pomalu se délicimi bunikami se ukazalo, ze modifikace zajist'ujici vyssi
resistenci proti sérovym nukleazam dobu trvani eliminace cilové mRNA in vivo | bud’ neprodluzuji
viibec, nebo ji prodluzuji pouze nepatrné. Rozhodujicim faktorem se zda byt metoda transportu
duplexti siRNA do bunék. V cytosolu je stabilita modifikovanych i nemodifikovanych molekul siRNA
zfejm¢ prakticky totoznd, protoze pfi elektroporaci, kdy velké mnozstvi molekul siRNA vstupuje
ptimo do cytosolu, nebyly zaznamenany rozdily mezi modifikovanymi a nemodifikovanymi duplexy.
Pomoci matematického modelu byla vytvofena predikce, Zze ptipadné prodlouzeni doby pietrvavani
SiRNA v buiikach je disledkem vys$si odolnosti stabilizovanych siRNA vuéi degradaci pii prichodu
endozomem. K prichodu molekul siRNA endozomem dochazi béhem internalizace do buinky po
transfekci pomoci kationtovych lipidi — tedy pied tim, nez mize dojit k zabudovani siRNA do RNAI
drahy (Bartlett & Davis, 2007), kde ziejmé pusobi interakce siRNA duplexu s komponenty RISC
(RNA-induced silencing complex, Hammond et al., 2000, viz kapitola 2. 2. 2.) jako ochrana pted
nukleazovym atakem. Pfesné&ji se ziejmé jedna o interakce siRNA s PAZ (P-element induced wimpy
testis Argonaute Zwille) doménou proteinu Ago2 (Argonaute 2), ktera nespecificky vaze piesahy
0 délce 2 ribonukleotidii na 3’ koncich RNA duplext (Ma et al., 2004). Mayumi Takahashi a jeji
kolegové sice vyznam intracelularni stability siRNA duplexti vyzdvihuji, avSak i oni pfipoustéji, ze
zde hraje roli cela fada faktort (Takahashi et al., 2012).

Stabilitu ovSem neni vzdy nutné feSit pouze pomoci modifikaci siRNA. In vitro byly
zaznamenany i uspéchy s inhibici RNaz komeréné dostupnymi inhibitory jako jsou naptiklad
RNAseOUT™ a RiboLock (Haupenthal et al., 2006). Moznosti pouZivani inhibitort RNaz ale
vyzaduji dal$i zkoumani, protoze se jiz dfive ukazalo, Ze jejich prosté pridani do injektovaného
koktejlu pro zlepseni vysledku in vivo IT nestaci (Layzer et al., 2004).

Pouziti siRNA, které nemaji modifikacemi zvySenou nukledzovou rezistenci, je vSak
v nékterych pripadech vyhodné. Jako zadouci se jevi tehdy, kdyz je siRNA uréena pro piisobeni pouze
Vv urcité tkani, pfiemz pti transportu a ani v cilové tkani nehrozi kontakt SIRNA s vysokymi hladinami
RNaz. Tedy je-li zajisténo, Ze siRNA bude v potadku dopravena do cilové tkan€. Rychlejsi degradace
nemodifikované siRNA v ptipadé, Ze unikne z cilové tkané do krevniho fecisté, pak muze slouzit jako
ochrana pfed moznymi nezadoucimi ucinky SiRNA (Hickerson et al., 2008).

K problematice stability siRNA patii také termostabilita, jelikoz teplota 37° C je obecné
uznavand jako normalni teplota lidského téla a je pro pouziti molekul siRNA v mediciné zasadni.
Duplexy siRNA obsahujici vétsi mnozstvi adeninu a uracilu maji nizsi termostabilitu nez duplexy
obsahujici vice cytosinu a guaninu a mohou byt tedy v zavislosti na sekvenci pii 37° C natolik
nestabilni, Ze jejich disociace negativn¢ ovliviiuje UCinnost eliminace cilové mRNA, nebot
disociovana vlakna siRNA jsou Vv séru obvykle degradovana do 30 vtefin (Braasch et al., 2003).
Uspé&sné zvyseni termostability pomoci modifikaci maze tedy u nékterych siRNA duplexd byt

rozhodujicim faktorem pro jejich efektivni aplikaci (Braasch et al., 2003).



Termostabilita SIRNA duplexu ma ale pfedevsim zasadni vliv na G¢innost eliminace cilové
MRNA a cilem jejiho modulovani mize byt jak jeji zvyseni, tak i snizeni (Khvorova et al., 2003), jak

bude vysvétleno dale (viz kapitola 2. 2. 2).

2. 2. 2. U¢innost eliminace cilové MRNA

Jednim z cili modifikaci siRNA duplext je i zvySeni ucinnosti eliminace cilové mRNA
(Zhang et al., 2009). Obzvlaste dilezité je zvySeni nebo alespon zachovani u€innosti eliminace cilové
mRNA i pfi niz§ich koncentracich siRNA, protoze transportni systémy pro pouziti siRNA in vivo Il
nejsou tak ucinné jako ty, které jsou pouzivany in vivo | (Hall et al., 2004).

Jak jiz bylo uvedeno na konci ptedchozi kapitoly (viz kapitola 2. 2. 1.), termostabilita SIRNA
duplexu je pro ucinnost eliminace cilové mRNA velmi vyznamnym faktorem (Khvorova et al., 2003).
S ohledem na ¢innost eliminace cilové mRNA by termostabilita siRNA duplexu neméla byt ani piilis
vysoka, ani prili§ nizka. Zatimco pfili§ nizka by mohla vést k nedostate¢né afinité vedouciho vlakna
SiRNA Kk cilové mRNA, pfili§ vysoka termostabilita pravdépodobné brani rozvijeni siRNA duplexu
(Chiu & Rana, 2003; Reynolds et al., 2004; Bramsen et al., 2009).

Rozvijeni SiIRNA duplexu, ke kterému je potieba ATP, je pfitom nezbytnou soucasti sestaveni
aktivniho RISC (Nykénen et al., 2001), coz je zase klicovym krokem k uspésné eliminaci cilové
mRNA (Schwarz et al., 2003). RISC je komplex skladajici se ze siRNA a proteind
zprostiedkovavajiciho $tépeni cilové mRNA mezi 10. a 11. ribonukleotidem, pocitano podle
vedouciho vldkna siRNA, respektive od ribonukleotidu cilové mRNA parujicitho s termindlnim
ribonukleotidem na 5’ konci siRNA (Elbashir et al., 2001b). Nepostradatelnym komponentem pro
fungovani RISC je protein Ago2, ktery obsahuje PIWI (P-element induced wimpy testis) doménu
zajist'ujici nukleazovou aktivitu RISC (Rand et al., 2004). Erich Koller a jeho kolegové na siRNA
duplexech obsahujicich jak 2'-deoxy-2'-fluoronukleotidy (viz kapitola 3. 3. 1.), tak 2'-O-methyl
ribonukleotidy (viz kapitola 3. 3. 2.), ovéfili, ze modifikované siRNA duplexy mohou in vivo |
interagovat s Ago?2 stejné jako nemodifikované a ze $té€pi cilovou mRNA ve stejném misté (Koller et
al., 2006).

Jednotliva vlakna siRNA duplexu si zpravidla nejsou pii sestavovani RISC zcela rovnocenna
(Schwarz et al., 2003), ackoliv jsou obé dvé obecné vzato schopna vstupovat do RISC a castnit se
RNA interference (Jackson et al., 2003). Duplex siRNA tedy obvykle vykazuje funkéni asymetrii, a to
i Uplnou, coz znamena, Ze jedno zjeho vlaken vibec nemusi byt schopné vstupu do RISC. Jakou
meérou se bude kazdé z vlaken podilet na RNAi urcuje termostabilita parovani bazi na 5’ koncich
siRNA duplexu (Schwarz et al., 2003). Zda se, ze na vybér vlakna siRNA pro zabudovani do RISC ma
zasadni vliv s RISC asociovany helix s helikazovou aktivitou. Tento helix pfednostné rozviji ten 5’
konec siRNA duplexu, ktery s komplementarnim vlaknem siRNA interaguje slabéji a je tudiz
Kk rozvijeni nachyIngjsi. Timto krokem je vlastné vybrano vldkno siRNA vstupujici do RISC (Schwarz

et al., 2003; Khvorova et al., 2003; Bramsen et al., 2009), nebot’ tento uptednostiiuje pravdépodobné



asociaci s vlaknem siRNA ve sméru 5'-3', pfipadné interaguje s fosfatem na patém uhliku (C5’)
prvniho ribonukleotidu vlakna siRNA (Khvorova et al., 2003). Vyznam interakce RISC s fosfatem
dokladaji experimenty s navazanim methylové skupiny na kyslik na patém uhliku téhoz ribonukleotidu
(Nykénen et al., 2001; Chen et al., 2008). Takto 5'-O-methylovana vlakna maji nizkou frekvenci
inkorporace do RISC, a proto lze této modifikace vyuzit k znevyhodnéni jednoho z vlaken siRNA
duplexu (Chen et al., 2008). Existuje ale i mnoho dal§ich modifikaci ovliviiujicich vybér vlakna
siRNA do RISC a zda se byt vyhodné&jsi destabilizovat 3’ konec pomocného vlakna nez stabilizovat
jeho 5" konec (Bramsen et al., 2009).

Pti experimentalnim ovéfovani vlivu termostability siRNA duplexu na G¢innost eliminace
cilové mRNA byla definovana 70% tu¢innost jako hranice mezi funkénimi a nefunkénimi duplexy, kdy
za funkéni byly povaZovany jen ty duplexy siRNA vykazujici minimalné¢ 70% ucinnost eliminace
cilové mRNA. Bylo zjisténo, ze funkcéni duplexy siRNA maji ve srovnani s nefunkénimi méné
termostabilni 5’ konec vedouciho vldkna. RozSifeni experimentu na vetsi pocCet riznych siRNA
duplexti rozdélenych do vice kategorii a dals$i modifikace pokust nasledné potvrdily, Ze se jedna
0 obecné pravidlo a nikoliv o nahodu (Khvorova et al., 2003).

Funkéni duplexy siRNA také maji méné termostabilni oblast mezi 9. a 14. ribonukleotidem
(Cislovano dle vedouciho vlakna). Pokud ma siRNA duplex méné termostabilni 5" konec vedouciho
vlakna, ale ma termostabilni oblast od 9. do 14. ribonukleotidu, G¢innost eliminace cilové mRNA je
nizsi nez 70 % (Khvorova et al., 2003). V této oblasti se nachazi misto $tépeni cilové mRNA (Elbashir
et al., 2001b), takze niz§i termostabilita sSiRNA by zde mohla pfispivat ke zvySeni u¢innosti eliminace
cilové mRNA naptiklad skrze pozitivni vliv na uvoliiovani produktu §tépeni z RISC a tim i na
regeneraci komplexu pro degradaci dal$i shodné molekuly mRNA. Pokud je termostabilita nizsi
v obou popsanych oblastech siRNA duplexu, dochazi v naprosté vétsiné piipadi ke zvyseni a¢innosti
eliminace cilové mRNA (Khvorova et al., 2003).

Ptestoze popsany termodynamicky profil siRNA duplexu neni absolutni zarukou uspéchu
azdad se, ze existuyji i dalsi faktory rozhodujici o kone¢ném vysledku, modifikace cilené na
termostabilitu siRNA duplexu se nabizeji jako mozné feSeni problémul s nedostatecnou ucinnosti
eliminace cilové mRNA. Prostfedkem k dosazeni zadouciho termodynamického profilu mize byt jak
sniZzovani termostability na 5’ konci vedouciho vldkna siRNA duplexu, tak zvySovani termostability na
5" konci pomocného vlakna (Khvorova et al., 2003). Timto modulovanim termostability koncti vldken
siRNA duplexu pomoci modifikaci je v konecném dusledku ménén pomér, ve kterém jsou jednotliva
vlakna inkorporovana do RISC (Rand et al., 2005).

Existuji vysledky experimentli poukazujici na to, Ze problém kompetice vlaken siRNA
duplexu lze obejit i zménou zakladniho designu. Pokud je ptesah o délce 2 ribonukleotidi piitomen
pouze na 3’ konci vedouciho vldkna, zvySuje se frekvence vstupu tohoto vlakna do RISC. Tato zména
by mohla néjakym zptisobem souviset naptiklad s interakci siRNA s PAZ doménou Ago2 proteinu

(Sano et al., 2008).



Vlakno, které po rozvinuti siRNA duplexu nezlstdva asociovano s RISC, je degradovano.
RISC obvykle §tépi toto vlakno SIRNA mezi 9. a 10. ribonukleotidem béhem disociace duplexu, ¢imz
vznika aktivovana forma RISC. Proto jsou modifikace ztézujici Stépeni v této Casti u pomocného
vlakna siRNA nevhodné (Rand et al., 2005). Snizovani termostability pomoci zamény bazi na 9. a 10.
pozici se jiz u nékterych siRNA duplexii pro zvySeni Gcinnosti eliminace cilové mRNA osvédcilo
(Addepalli et al., 2010). Mnozi se také domnivaji, ze existuje i alternativni mechanismus, ktery
umoziuje disociaci vlaken duplexu siRNA bez soubézné degradace jednoho z nich (Rand et al., 2005;
Addepalli et al., 2010). Tato hypotéza byla experimentalné prokazana, ale ukazalo se, Zze tento
alternativni mechanismus je pro vyuziti v RNAi jako kompenzace vysoké termostability siRNA
duplext piilis pomaly (Ohrt et al., 2011).

Duplex siRNA, ktery nema popsany funkéni termodynamicky profil, hife interaguje s RISC
a navic je pravdépodobné v intracelularnim prostiedi rychleji degradovan RNazami (Khvorova et al.,
2003). Pro ucinnost eliminace cilové mRNA tedy nejsou az tak rozhodujici jeji vlastnosti, ale spise
vlastnosti pouzitého siRNA duplexu a jeho celkova funkénost. Pro vysoce ucinnou eliminaci cilové
mRNA se jevi jako idealni siRNA duplexy obsahujici 30 — 52 % (Reynolds et al., 2004) guaninu
a cytosinu a neobsahujici termostabilni repetice, které by mohly deformovat strukturu siRNA duplexu.
Uginné siRNA duplexy pak dale maji na 15. az 19. pozici pomocného vldkna tfi nebo vice adenint
a uracill, pficemz pro 19. pozici je pritom ziejmé nejvhodngjsi adenin a obzvlasté nevhodny cytosin
aguanin. Na 3. pozici pomocného vlakna je vhodny adenin, na 10. pozici pomocného vlakna je
vhodny uracin, na 13. pozici pomocného vlakna neni vhodny guanin. Na zaklad¢ téchto kritérii je
mozné vytvaret algoritmy, které vyrazné zvysuji pravdépodobnost vybéru dobie fungujiciho duplexu
siRNA (Reynolds et al., 2004).

Zajimava situace nastava v pripad¢é vyuziti vice riznych siRNA duplexi zaroven. V RNA
interferenci se maze uplatnit jen tolik siRNA, kolik je v butice mozné sestavit jednotlivych RISC.
Proto neni nijak zvlast prekvapivé zjisténi, ze rizné siRNA duplexy s odliSnymi sekvencemi mezi
sebou kompetuji o vazbu v RISC (McManus et al., 2002; Koller et al., 2006). Nékteré siRNA duplexy
pouziti vykazuji u¢innou eliminaci cilové mRNA, ziroven také vitézi pti kompetici o vstup do RISC
s jinymi méné uCinnymi siRNA duplexy. Existuje tedy korelace mezi ucinnosti eliminace cilové
mRNA a schopnosti kompetovat jinym druhim siRNA duplexd. Experimentalni data vSak neukazala
uplnou zavislost mezi obéma vlastnostmi, takze zde mohou hrat roli i dalsi faktory. Schopnost
kompetice se méni i v zavislosti na pouzité bunécné linii. Tato schopnost miize komplikovat soucasné
pouziti vice druhti siRNA duplexti v jednom experimentu a muze zpusobit, ze vysledky RNAi budou
lepsi, pokud na bunky v daném case bude pusobit jen jedna siRNA. Pro uspé$nou RNAI vice riznymi
siRNA soucasné je zapotiebi nalézt vhodnou kombinaci jejich koncentraci (Koller et al., 2006).

Dalsim problémem eliminace mRNA je specifita vedouciho vlakna siRNA k cilové mRNA
(Semizarov et al., 2003; Jackson et al., 2003; Jackson et al., 2006a). Jeden typ mRNA lze eliminovat
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za pouziti riznych druhti siRNA a predevsim naopak, jednim druhem siRNA lze eliminovat rizné
typy mRNA, pokud jsou s vlaknem siRNA zabudovaném v RISC alespon ¢asteéné komplementarni
(Jackson et al., 2003). Pro rozpoznani mRNA RISC je rozhodujici sekvence prvnich osmi
ribonukleotid na 5’ konci vlakna siRNA zabudovaného do komplexu, zejména pak tisek od 2. do 7.
ribonukleotidu (Jackson et al., 2006a). Tim vznika problém s eliminaci molekul mRNA, které nejsou
zamyS$lenym cilem. Zjisténi, Ze nezadouci eliminace je zavisla na sekvenci a neni naptiklad pouhym
artefaktem piili§ vysoké koncentrace siRNA, podporuje i skute¢nost, Zze snizovanim koncentrace
SiRNA se tuto nezadouci eliminaci nepodafilo odstranit (Jackson et al., 2003).

Z neznamych dtvodu vsak neni degradovan kazdy typ mRNA komplementarni piiblizné
sedmi ribonukleotidy k vyse uvedené oblasti vedouciho vlakna, coz ¢ini predikci nezadouci eliminace
mRNA velmi obtiznou (Jackson et al., 2003; Jackson et al., 2006a). Pti¢inou nezadouci degradace
mRNA navic muze byt jak vedouci, tak i pomocné vlakno siRNA (Jackson et al., 2003). A protoze
k nezadouci eliminaci mRNA muze stalit relativné mala shoda, navrzeni absolutné specifického
siRNA duplexu je velice obtizné, ne-li nemozné (Jackson et al., 2003; Jackson et al., 2006a).
Vyznamného zlepSeni specifity vedouciho vldkna siRNA ovSem dosahnout 1ze. A to snizenim poctu
ribonukleotidi vedouciho vlakna siRNA, které jsou komplementarni k nejéastéji $tépené necilové
MRNA, a maximalizaci rozdilu termostability mezi zddoucim SIRNA/MRNA duplexem a nejcastéjsim
nezadoucim (Semizarov et al., 2003). Vzdy je ale moznost, Ze se objevi dal$i necilovdi mRNA
kompatibilni s novym designem siRNA duplexu (Jackson et al., 2006a).

Mezi nezadouci ucinky siRNA duplexd patii také cytotoxicita, ktera je dusledkem
nedostatecné specifity k cilové mRNA. Nékteré nemodifikované siRNA duplexy proto mohou u bun¢k
navodit apoptoticky fenotyp, a to u riznych druhti bun€k, nikoliv jen u jednoho, ovSem s riznymi
ucinky — nékteré bunécné linie jsou k cytotoxickému plsobeni siRNA citlivéjsi nez jiné. Cytotoxické
ucinky siRNA duplext jsou zavislé na koncentraci siRNA, pricemz za zcela bezpecnou je povazovana
koncentrace 1 nM (Fedorov et al., 2006). Dale také zavisi na schopnosti butiky sestavit funkéni RISC
(Fedorov et al., 2006; Bramsen et al., 2009), takZe pokud je napftiklad z bufiky odstranén protein
Ago2, cytotoxicita siRNA se neprojevi. Navic se cytotoxcita siRNA zd4 byt az ve 30 % pfipadu
sekven¢éné vazana na ptitomnost motivu GCCA/UGGC (Fedorov et al., 2006). Plati, ze modifikace
majici ptiznivy vliv na specifitu vedouciho vlakna siRNA Kk cilové mRNA jako jsou 2'-O-methyl
ribonukleotidy (viz kapitola 3. 3. 2.; Jackson et al., 2006a) snizuji obvykle také cytotoxicitu siRNA
duplext (Fedorov et al., 2006).

2. 2. 3. Imunogenicita siRNA duplexi

Pfirozenym zdrojem molekul siRNA jsou virové infekce, transgenni aktivita a transposony
(Khvorova et al., 2003). Proto neni divu, ze siRNA duplexy mohou byt imunitnim systémem
rozeznavany jako cizorodé¢ a tedy potencialné nebezpecné molekuly a jejich dalsi vyznamnou

problematickou vlastnosti, ktera je zavisla na sekvenci a lze ji tedy ovlivnit modifikacemi, je



imunogenicita. U ¢lovéka reaguje na ptitomnost siRNA duplexti vrozena imunita (Sledz et al., 2003;
Karikoé et al., 2004; Hornung et al., 2005; Judge et al., 2005; Sioud, 2005; Manoharan et al., 2011;
Wada et al., 2012). Schopnost siRNA duplexi vyvolat imunitni reakci jiz byla ovéfena i in vivo Il

u mysi (Judge et al., 2005; Judge et al., 2006).
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3. Hlavni chemické modifikace siRNA a jejich vliv na vlastnosti SIRNA

3. 1. Modifikace fosfodiesterové kostry vlaken siRNA

Modifikace fosfodiesterové kostry vlaken siRNA jsou dvojiho typu. Vétsina téchto modifikaci
patii k prvnimu typu, kde je jeden nebo dva kysliky fosfatu substituovan jinym prvkem nebo zbytkem.
Pouziva se bud’ sira nebo borat, které nahrazuji kyslik nebo kysliky nepodilejici se na
fosfodiesterovych vazbach mezi fosfatem a nukleosidem (viz kapitoly 3. 1. 1. az 3. 1. 3. vcetng).
Druhou skupinou modifikaci je nahrazeni fosfatti amidy (viz kapitola 3. 1. 4.).

Pro tspésné modifikovani kostry siRNA je velmi dulezité, aby modifikovana molekula byla
schopna pfi interakci s molekulou cilové mRNA zaujmout konformaci typu A, ktera je pro prabéh
RNAI nezbytna (Chiu & Rana, 2002). Stereochemické vlastnosti modifikované kostry by celkove
mély, kvuli interakcim s RISC a cilovou molekulou mRNA, ziistat blizké nemodifikované ptedloze.
Naopak zména naboje mtize byt pro docileni efektivni RNAi prospésna (Hall et al., 2004; Yang et al.,
2012; Mutisya et al., 2014).

Modifikace fosfodiesterové kostry se obvykle provadéji primarné za ucéelem zvyseni
rezistence SiRNA k sérovym nukleazam. Ptipadna vyssi u¢innost takto modifikovanych SiRNA, kterou
nelze vysvétlit pouze vyssi stabilitou ve vztahu k sérovym nukleazam, je samoziejmé Zadouci
a dalsiho zkoumani hodny benefit (Chiu & Rana, 2003; Hall et al., 2004; Choung et al., 2006; Iwase et
al., 2006; Iwase et al., 2007; Iwase et al., 2009; Yang, et al., 2012; Wu et al., 2014; Jahns et al.,
2015).

3. 1. 1. Thiofosfatova substituce
Asi nejcastéjsi modifikaci fosfodiesterové kostry siRNA je HO béze
thiofosfatova substituce. Pti thiofosfatové substituci (viz Obrazek 1) O
je jeden kyslik, ktery se nepodili na fosfodiesterové vazb¢, nahrazen
sirou (Hall et al., 2004). Tato modifikace vede ke snizeni teploty
tani siRNA duplexu (Braasch et al., 2003; Wu et al., 2014; Jahns et

al., 2015). O OH

Sav¢imi bunkami je pfitomnost thiofosfati v SiRNA |

duplexech tolerovana (Braasch et al., 2003), pfi¢emz tolerance O:P_S

k thiofosfatim v pomocném vlaknu siRNA je vyssi nez tolerance Cl)H
k thiofosfatim ve vedoucim vlaknu siRNA (Jahns et al., 2015).
Takto modifikované duplexy tedy mohou vstupovat do RISC Obrizek 1: Thiofosfatova
a zprostiedkovat G¢innou eliminaci cilové mRNA (Braasch et al.,

substituce

2003). Nékteré siRNA duplexy s thiofosfaty navic vykazuji lepsi

uéinnost eliminace cilové mRNA nez jejich nemodifikovany ekvivalent (Li et al., 2005). Diive
uvadéna cytotoxicita thiofosfatd (Amarzguioui et al., 2003) pfitom mozna bude spiSe otazkou
purifikace siRNA neZz jeho chemické struktury, protoze pii nékolika dalSich vyzkumech
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thiofosfatovych substituci nebyla viibec zaznamenana (Braasch et al., 2003; Hall et al., 2004; Li et al.,
2005).

Ohledné¢ vztahu mezi thiofosfaty a nukledzovou rezistenci existuje uréitd diskrepance
vysledkd. Zatimco Dwaine A. Braasch a jeho kolegové neprokazali za ptfitomnosti 5% hovéziho
fetalniho séra v médiu pii experimentech typu in vivo I u siRNA duplext s thiofosfatovymi
substitucemi v obou vladknech vyssi odolnost vi¢i nukleazdm ve srovnani s nemodifikovanymi
duplexy siRNA, a to ani pii 21 thiofosfatovych substitucich v kazdém vlaknu (Braasch et al., 2003),
jina studie ztéhoz roku doklada vliv thiofosfatové substituce na zvySeni stability in vitro nejen
u modifikovanych siRNA duplexu, ale dokonce i u modifikovanych jednovlaknovych molekul siRNA
(Chiu & Rana, 2003). Pro zvyseni stability se zda dostate¢na modifikace nukleoidii na 3’ koncich obou
vlaken siRNA duplexu (Kraynack & Baker, 2006; Choung et al., 2006; Wu et al., 2014; Jahns et al.,
2015).

Ukazalo se, Ze plné¢ modifikované siRNA duplexy obvykle vykazuji horsi u¢innost eliminace
cilové mRNA. Pravdépodobné proto, Zze dochazi k jejich kumulaci v jadie (Braasch et al., 2003),
pticemz RISC funguje pouze v cytoplazmé (Zeng & Cullen, 2002).

Problémem siRNA obsahujicich thiofosfaty se zda byt chiralita (Yang et al., 2012; Jahns et
al., 2015). Thiofosfatova skupina totiz muZe nabyvat dvou riznych konfiguraci, protoze jeji fosfor je
chiralni. To znamend, Ze thiofosfaty se vyskytuji jako izomery (Yang et al., 2012). Bézné jsou
syntetizovany smési 2" diasteroizomerti siRNA obsahujicich thiofosfaty, pfi¢emz n je pocet
thiofosfatovych substituci v molekule. Tyto diasteroizomery siRNA se lisi svymi vlastnostmi a tudiz
i interakcemi s bunéénymi proteiny, takze ptitomnost riznych izomer snizuje celkovou ucinnost
eliminace cilové mRNA. Predpoklada se, Zze zejména ve vedoucim vlaknu siRNA vede pfitomnost
chiralnich thiofosfati k negativnimu ovlivnéni interakci s Ago2. Je pritom pravdépodobné, Ze tyto
rozdily se negativné projevuji zejména u plné¢ modifikovanych siRNA duplext, protoze ty vytvareji
nejvice ruznych diasteroizomeru (Jahns et al., 2015).

Zatim neexistuje metoda, ktera by umoznovala syntetizovat pouze jeden izomer, nicmén¢ lze
ovlivnit pomér mezi diasteroizomery siRNA. A to bud” pouzitim BTT (5-benzylthio-1-H-tetrazol) ve
prospéch Rp (Rectus Phosphorus, pravotocivy fosfat) izomert thiofosfatl nebo pouzitim tetrazolu ve
prospéch Sp (Sinister Phosphorus, levotocivy fosfat) izomerd thiofosfatd. Duplexy siRNA
S prevazujicimi Sp thiofosfdty maji niz$i teplotu tani nez siRNA duplexy s ptrevazujicimi Rp
thiofosfaty. Duplexy SIRNA s pfevazujicimi Rp thiofosfaty naopak vykazuji vyssi stabilitu v 10%
hovézim fetdlnim séru. Rovnéz plati, Ze siRNA duplexy s pfevazujicimi Rp thiofosfaty ucinngji
eliminuji cilovou mRNA nez siRNA duplexy s pievazujicimi Sp thiofosfaty (ale zpravidla nikoliv ve
srovnani s nemodifikovanymi siRNA duplexy), a to jak v pfipadé, ze se Rp thiofosfaty vyskytuji
v obou vlaknech siRNA, tak v pfipadg€, Ze se vyskytuji jen v pomocném nebo jen ve vedoucim vlaknu
SiRNA. Rp thiofosfaty jsou ve srovnani s Sp thiofosfaty také 1épe tolerovany pii vstupu do RISC
a mohou byt pfitomny i V centralni oblasti pomocného vlakna (Jahns et al., 2015).
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3. 1. 2. Dithiofosfatova substituce
Pii dithiofosfatové substituci (viz Obrazek 2) jsou oba HO baze
kysliky, které se nepodileji na fosfodiesterové vazbg, nahrazeny O
sirou. Pritomnost dithiofosfatl v siRNA duplexu neovliviiuje
konformaci typu A (Yang et al., 2012).

Také tato modifikace se pouziva ke zvySeni nukleazové

rezistence siRNA duplext, =zaroveii ovSem vede ke snizeni O OH
termostability. Jeji celkovy ucinek zavisi na jejim umisténi v SIRNA | -
duplexu (Yang et al., 2012). Umisténi dithiofosfatd na 18. a 19. S:P_S
anebo na 19. a 20. pozici pomocného vlakna podporuje rozvijeni Cl)H

duplexu siRNA (Yang et al., 2012; Wu et al., 2014), protoze dava

vzniknout Zadoucimu termodynamickému profilu (viz kapitola 2. 2. QObrazek 2: Dithiofosfatova
2.). V piipadé obou dvou vyse popsanych modifikaci je vysledkem substituce

zvySeni ucinnosti eliminace cilové mRNA in vivo I ve srovnani

s nemodifikovanymi duplexy siRNA (Yang et al., 2012; Wu et al., 2014). Dithiofosfaty navic ve
srovnani s thiofosfaty méné snizuji teplotu tani siRNA duplexu (Wu et al., 2014).

Nukleazova rezistence molekul siRNA obsahujicich dithiofosfaty byla testovana in vitro
v 10% fetalnim hovézim séru. Molekuly siRNA modifikované dithiofosfaty maji signifikantng
zvySenou nukleazovou rezistenci nejen ve srovnani s nemodifikovanymi ekvivalenty, ale
i s odpovidajicimi siRNA, které maji fosfodiesterovou kostru na stejnych pozicich modifikovanou
thiofosfaty (Yang et al., 2012; Wu et al., 2014).

Ackoliv je rezistence siRNA duplexti proti nukleazam tim vys§i, ¢im vys§i je pocet
dithiofosfatl, zvySovani jejich poétu nevede ke zvySeni ucinnosti eliminace cilové mRNA, ale naopak
K jejimu sniZeni. Proto je nutné pro duplex siRNA hledat optimalni pocet a umisténi dithiofosfatovych
substituci. Ke zlep$eni u¢innosti eliminace cilové mRNA in vivo I ve srovnani s nemodifikovanym
duplexem siRNA, vede, vedle jiz popsanych dithiofosfatovych substituci, napiiklad umisténi
modifikace na 10. ribonukleotidu vedouciho vlakna nebo na 3. a 12. ribonukleotidu pomocného vlakna
(Yang et al., 2012; Wu et al., 2014). Umisténi dithiofosfatl na prvni ¢tyfi ribonukleotidy vedouciho
vlakna naopak vede k uplné ztraté G¢innosti eliminace cilové mRNA (Yang et al., 2012).

Dalsi testovani jiz uvedeného siRNA duplexu s dithiofosfaty na 18. a 19. pozici ukazalo, ze
také ve srovnani s nemodifikovanym ekvivalentnim siRNA duplexem az tiikrat 1épe interaguje
s proteinem Ago2 (Wu et al., 2014).

Pii srovnani s thiofosfdtovou a boranofosfatovou substituci (viz kapitola 3. 1. 3.) ma
dithiofosfatova substituce 1épe vyhovujici stereochemické vlastnosti, protoze fosfor pfi ni zlstava
achiralni, stejné jako tomu je v nemodifikované molekule siRNA. To je moznym vysvétlenim, proc je

uéinnost siRNA s dithiofosfaty obecné vyssi nez ucinnost siRNA s thiofosfaty (Yang et al., 2012).
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3. 1. 3. Boranofosfatova substituce
Boranofosfatova substituce (viz Obrazek 3) je nahrazeni .
_ ' HO baze
jednoho z kyslikd, ktery se nepodili na fosfodiesterové vazbé, O
boranem. Tato modifikace patii mezi Upravy cilici na zvyseni
stability molekul siRNA. Pfitomnost relativné¢ vysokého poctu

boranofosfati ve fosfodiesterovych kostrach molekul siRNA

duplexu  zvySuje  nukledzovou  rezistenci ve  srovnani O OH
s ekvivalentnimi nemodifikovanymi duplexy nejméné desetkrat. _
Modifikované molekuly siRNA ovSem vykazuji signifikantni O:P—BH3
zvySeni stability jiz pii Sesti boranofosfatovych substitucich. Cl)H

Zvyseni stability je v nékterych piipadech dokonce tak velké, ze pro

experimentalni zjisténi  rozdildh  mezi  jednotlivymi typyY Obriazek 3: Boranofosfatova
modifikovanych SIRNA duplexi bylo nutné pouzit koncentrované sybstituce

hovézi pankreatické RNazy (Hall et al., 2004).

Piitomnost boranofosfati v pomocném vlaknu SiRNA ma na ucinnost eliminace cilové
MRNA bud’ neutralni, nebo mirné¢ pozitivni vliv. Boranofosfatova substituce ve vedoucim vlaknu
SiRNA miize mit vliv jak pozitivni tak i negativni. Uginek zde zavisi na tom, zda se modifikace
ucastni cytidinové nebo uridinové zbytky. Zatim co ve spojeni s cytidinem ma modifikace vedouciho
vlakna vyrazné pozitivni vliv, ve spojeni s uridinem vede K signifikantnimu snizeni ucinnosti
eliminace cilové mRNA. Rovnéz modifikace téi nebo vice z péti centralnich ribonukleotidd vedouciho
vlakna vede ke snizeni G¢innosti eliminace cilové mRNA (Hall et al., 2004). Mimo tuto oblast zatim
nebyl nalezen pocetni limit omezujici mnozstvi moznych boranofosfatovych substituci. Celkové
zvySeni u¢innosti pfitom nelze vysvétlit jen zvySenim stability, takze je pravdépodobné, Ze modifikace
néjakym zpusobem ovliviiuje efektivitu samotného procesu RNAi. Protoze boranofosfaty jsou
lipofilnéjsi nez fosfaty, mohlo by se jednat o lepsi schopnost interakce s nékterym z komponenttt RISC
(Hall et al., 2004).

Duplexy siRNA s boranofosfaty jsou pii eliminaci cilové mRNA G¢innéj$i nez jejich
nemodifikované ekvivalenty. Se vrustajicim poc¢tem boranofosfati v duplexu siRNA navic klesa jeho
citlivost na snizovani koncentrace. Duplexy SiRNA svysokym podilem boranofosfatt Ize tedy
uspesné aplikovat i pfi nizsich koncentracich. V experimentech Allison H. S. Hallové a jejich kolegt
u téchto siRNA duplext pii snizeni koncentrace z 25 nM na 3,1 nM klesla G¢innost eliminace cilové
MRNA o méné nez 20 %, zatimco u nemodifikovanych siRNA duplexii 0 50 %. Tento typ modifikace
také vykazuje vyssi ucinnost nez thiofosfatova substituce (Hall et al., 2004).

Boranofosfatova substituce je natolik pfinosnou modifikaci, ze jeji pouziti vylepSuje vlastnosti
jednovlaknovych siRNA na tGroven srovnatelnou s nemodifikovanymi siRNA duplexy. Jednovlaknové
SiRNA s boranofosfaty vykazuji velmi dobrou té¢innost eliminace cilové mRNA, a to i pfi nizkych
koncentracich (Hall et al., 2006).
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3. 1. 4. Methylenamidova vazba
K vytvofeni  methylenamidovych neionickych vazeb HO baze
Vv kostfe molekuly siRNA se pouziva nahrazeni fosfatd amidy. To je O
mozné diky tomu, ze karbonylova skupina amidu se chova podobné
jako kyslik netcastnici se fosfodiesterové vazby. Interakce vazané

na tuto ¢ast molekuly by tedy mély probihat i v pfitomnosti amidu

(Mutisya et al., 2014). O § OH
Nejcastéji pouzivanou modifikaci tohoto typu je AM1 baze
(amide modification 1, amidova modifikace typu 1). Jedna se HN 0O

0 amidovou vazbu mezi dvéma ribonukleotidy (viz Obrazek 4),
kterd ma orientaci 3'-CH,-CO-NH-5" (Selvam et al., 2011). Dale
existuji také modifikace typu AM2-5, které se lisi orientaci svych
funkénich skupin vici spojovanym ribonukleotidim (Mutisya et al., OH OH

2014). Konformace typu A zistava u siRNA duplexu, pfinejmensim
Obrazek 4: RNA dimer

s amidovou modifikaci AM1

pii pouziti amidové modifikace AM1, zachovana (Selvam et al.,
2011).

Pokud se jeden nebo dva amidy typu AM1 nachazeji v piesazich na 3’ koncich obou vlaken
siRNA duplexu, dochazi skrze zlepSeni stacking interakci modifikovanych ribonukleotida
S purinovymi bazemi ke zvySeni teploty tani siRNA duplexu v fadu desetin stupné Celsia na jednu
modifikaci. Piedev§im se ale vyznamné zvySuje nukleazova rezistence, a to bez vyrazného
negativniho ovlivnéni u¢innosti eliminace cilové mRNA in vivo | (Iwase et al., 2006; Iwase et al.,
2007). Reiko Iwaseova a jeji kolegové pozdéji zjistili, ze k dal§imu zlepSeni stability dojde, kdyz se
k5" koncim obou vlaken siRNA duplexu piipoji nemodifikované ribonukleotidy komplementarni
k modifikovanym 3’ konctim, ¢imZ vlastné vznikne siRNA duplex s tupymi konci (Iwase et al., 2009).
Neni v§ak znamo, jak se tato Uprava projevuje na t€innosti eliminace cilové mRNA.

Pomoci AML1 lze také zvySit G¢innost eliminace cilové mRNA. Piinosem pro zvySeni
ucinnosti eliminace cilové mRNA se jevi byt zejména pfitomnost AM1 mezi prvnim a druhym
ribonukleotidem na 5’ konci pomocného vlakna, pficemz vysledné zvyseni ucinnosti eliminace cilové
MRNA je pravdépodobné dusledkem snizeni frekvence, se kterou pomocné vlakno vstupuje do RISC
namisto vlakna vedouciho (Mutisya et al., 2014). AM1 vazby jsou tolerovany i na vnitfnich pozicich
obou vlaken duplexu (Mutisya et al., 2014; Tanui et al., 2014), ale neni vhodné je ve vedoucim vlaknu
lokalizovat v oblasti mista Stépeni. Také plati, ze s narustajicim poctem AM1 modifikaci pfitomnych
ve vedoucim vladknu ucinnost eliminace cilové mRNA klesa. Duplex siRNA obsahujici vétsi mnozstvi
AMI1 ve vedoucim vlaknu ovSem mize byt U¢innéjSim nastrojem pro RNAi nez nemodifikovana
ekvivalentni molekula, pokud je nalezena optimalni amidova modifikace pro jeho pomocné vlakno.
Pravdépodobné je to opét zplisobeno zhorSenim schopnosti pomocného vldkna siRNA slouzit jako
substrat pro RISC. AM1 mize teplotu tani v zavislosti na umisténi v siRNA duplexu zvySovat
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i snizovat (Iwase et al., 2006; Iwase et al., 2007; Mutisya et al., 2014; Tanui et al., 2014), zatim ale
nebyla nalezena korelace mezi zménou termostability a zvySenim ucinnosti eliminace cilové mRNA.
Ptipadné zvyseni ucinnosti eliminace cilové mRNA je tedy pravdépodobn¢ spise disledkem zmény
interakci modifikovanych vlaken siRNA s Ago2 proteinem (Mutisya et al., 2014).

Utinky amidovych modifikaci zavisi vice na pozici ve vlaknu, neZ na konkrétni nukleotidové
sekvenci SIRNA, lze tedy piedpokladat, ze tyto ucinky budou u riznych siRNA obdobné (Mutisya et
al., 2014).
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3. 2. Modifikace bazi

Modifikacemi bazi je mozné ovliviiovat zejména termostabilitu SIRNA duplexu (Chiu & Rana,
2003; Xia et al., 2006; Somoza et al., 2006; Sipa et al., 2007; Somoza et al., 2008; Terrazas & Kool
2009; Addepalli et al., 2010). Termostabilitu zvySuji napfiklad 2-thiouridin, pseudouridin,
5-propynyluracil, 5-methyluracil a 5-methylcytosin (Sipa et al., 2007; Terrazas & Kool 2009). Tti
posledni uvedené zaroven také zvysuji nukleazovou rezistenci v lidském séru (Terrazas & Kool 2009).
Odolnost vici endonukleazam v lidském séru mize byt zvysena pomoci 2,4-difluorotoluenu (Xia et
al., 2006), ktery patii k termostabilitu snizujicim nepolarnim bazim neschopnym vytvaret vodikové
mustky. Krom& n¢ do této skupiny patii také 2,4-difluorobenzen, 2,4-dichlorobenzen,
2,3-dichlorobenzen a 5-nitroindol (Xia et al., 2006; Somoza et al., 2006; Somoza et al., 2008;
Addepalli et al., 2010).

Vliv na tcinnost eliminace cilové mRNA se odviji jak od konkrétni modifikace, tak od jejiho
umisténi v siRNA duplexu (Xia et al., 2006; Somoza et al., 2006; Sipa et al., 2007; Somoza et al.,
2008; Terrazas & Kool 2009; Addepalli et al., 2010). K velmi dobie tolerovanym patii naptiklad
5-methyluracil a 5-methylcytosin. Pi#i pouziti téchto dvou bazi v SiRNA duplexu v nékterych
ptipadech dochazi ke zlepSeni eliminace cilové mRNA (Terrazas & Kool 2009). Korelace mezi
ucinnosti eliminace cilové mRNA a tim, zda je baze navazana na ribézu nebo na 2'-deoxyribozu,

Modifikované baze neni vhodné umistovat na 9., 10. a 11. ribonukleotid vedouciho vlakna
siRNA duplexu, protoze na téchto pozicich obvykle zpisobuji ztratu Gc¢innosti eliminace cilové
MRNA (Xia et al., 2006; Somoza et al., 2006; Sipa et al., 2007; Somoza et al., 2008). Existuji ale
i alternativni baze, jako 2-thiouridin, které jsou na 10. pozici vedouciho vlakna siRNA duplexu
tolerovany (Sipa et al., 2007). Pozitivni vliv na u¢innost eliminace mRNA maji nékteré baze zvysujici
teplotu tani, jako jsou 2-thiouridin a pseudouridin, pokud jsou lokalizovany na 19. pozici vedouciho
vlakna, protoze tak vytvaieji zadouci termodynamicky profil (viz kapitola 2. 2. 2.; Sipa et al., 2007).
Také na 7. ribonukleotidu mohou byt nekanonické baze prekvapivé dobie tolerovany (Xia et al., 2006;
Somoza et al., 2006; Somoza et al., 2008) a né&které, jako napiiklad 2,4-difluorobenzen,
2,4-dichlorobenzen, 2,3-dichlorobenzen a 4-methylbenzimidazol, i zvysuji specifitu k cilové mRNA
skrze preferenci konkrétnich kanonickych bazi (Somoza et al., 2006; Somoza et al., 2008). Stacking
interakce baze jsou pii pouzivani modifikovanych bazi pravdépodobné na mnoha pozicich v siRNA
duplexu vyznamngj$i nez schopnost vytvaret vodikové mustky (Xia et al., 2006; Somoza et al., 2008).

Umisténi 2,4-difluorotoluenu nebo 5-nitroindolu na 10. pozici v pomocném vlaknu naopak
vede ke zvySeni ucinnosti eliminace cilové mRNA. Vhodnym cilem umisténi nepolarnich bazi se zda
byt obecné 9. az 12. pozice pomocného vlakna. Zatimco 2,4-difluorotoluen ma ve srovnani
5-nitroindolem lepsi vysledky na 10. pozici, u¢inek S5-nitroindolu je vramci uvedeného useku
nezavisly na umisténi. Pfi¢inou zvysSeni ucinnosti eliminace cilové mRNA pii umisténi téchto
nepolarnich bazi na 9. az 12. pozici pomocného vlakna je snizeni termostability. Pro ovéfeni této
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skute¢nosti bylo pouzito 2-hydroxymethyl-tetrahydrofuran-3-olu bez baze, ktery snizuje teplotu tani
09 °C az 15 °C v zavislosti na tom, ktery ribonukleotid nahrazuje. Jeho pfitomnost v popsané
oblasti siRNA duplexu vedla k signifikantnimu zvySeni u¢innosti eliminace cilové mRNA (Addepalli
et al., 2010). Obecné vSak neni vhodné umist'ovat nekanonické baze na 19. pozici pomocného vlakna,
protoze dochdzi kpoklesu ucinnosti eliminace cilové mRNA. Pokud je vSak zaroven
s dihydrouridinem na 19. pozici pomocného vlakna také 2-thiouridin nebo pseudouridin na 19. pozici
vedouciho vlakna téhoz siRNA duplexu, dochazi ke zvySeni G¢innosti eliminace cilové mRNA (Sipa
et al., 2007).

Velmi zajimavym vyuzitim modifikaci
bazi je kontrola nad zacitkem ptisobeni siRNA

duplext v buice. Pfidani 2-(2-nitrofenyl)propylové

@]
skupiny na kyslik na $estém uhliku (C6) guaninu
piny na ky (C6) g N CH; NO,
(viz Obrazek 5) nebo na ¢tvrtém uhliku (C4) </ | NH
thyminu na pozici voblasti mista S$tépeni ve /)\
HO o N™ “N"" “NH,

vedoucim vldknu siRNA brani Stépeni cilové
MRNA. Blokovani 1lze nasledné odstranit

plsobenim ultrafialového zafeni. Timto zptisobem

je mozné pozdrzet zacatek RNAi nejméné Cl) OH
0 28 hodin (Mikat & Heckel, 2007). O:FI’—OH
Modifikaci bazi existuje velké mnozstvi, OH

v SiRNA duplexech byly testovany mimo jiz ) ]

. o ~ Obrazek 5: 2-(2-nitrofenyl)propylova skupina
uvedené  jesté¢ napiiklad:  2,6-diaminopurin, ]

] ) S ~ naC6 guaninu
5-bromouracil, 5-jodouracil, inosin, nebularin,

2-aminopurine a 7-deazaguanin (Chiu & Rana,
2003; Eberle et al., 2008; Addepalli et al., 2010).
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3. 3. Modifikace ribozy

V této skupiné¢ modifikaci jsou nejbéznéjsi modifikace na druhém uhliku ribézy. Piitomnost
hydroxylové skupiny na uvedené pozici neni dileZitd pro rozpoznavani vedouciho vlakna SIRNA
komponety RISC a ani neni podminkou katalytické ribonukleazové aktivity RISC. Ptitom je to praveé
ta skupina, ktera odlisSuje RNA od DNA a slouzi RNazam k rozpoznani cilovych molekul. Proto maji
modifikace na uvedené pozici Casto pozitivni vliv na stabilitu molekuly siRNA (Chiu & Rana, 2003).

Nasledujici kapitoly shrnuji poznatky o vybranych modifikacich ribozy. Existuje znacné
mnozstvi dal$ich modifikaci ribézy, které byly ve vztahu k siRNA zkoumdny a jimiz se prace blize
nezabyva. K tém vyznamnéj$im patii napfiklad DNA nukleotidy, které jsou v SiIRNA duplexech
obecné dobfie tolerovany (Morrissey et al., 2005; Eberle et al., 2008; Addepalli et al., 2010) a z nichz
2'-deoxyuridin, 2'-deoxythymidin a c¢asteéné i 2’-deoxycytidin snizuji imunostimulativni uéinky
siRNA duplexu (Eberle et al., 2008). Nékteré méné znamé modifikace se osveédcily pii pouziti spolu
se znam¢&jSimi modifikacemi Vv jednom siRNA duplexu, jako tieba 4'-C-hydroxymethyl-DNA
nukleotidy pfi pouziti s LNA nukleotidy (viz kapitola 3. 3. 8.), takze by si zfejmé zaslouzily vice
pozornosti, nez je jim vénovano. Pro vice informaci lze doporucit srovnavaci studii Jespera

B. Bramsena a jeho kolegt (Bramsen et al., 2009).

3. 3. 1. 2'-deoxy-2'-fluoronukleotidy

2'-deoxy-2'-fluoronukleotidy maji na 2’ uhliku ribozy HO baze
hydroxylovou skupinu nahrazenu atomem fluoru (viz Obrazek 6). O
V siRNA je Znamo zejména vyuzivani

2'-deoxy-2'-fluoropyrimidiny, protoze 2'-deoxy-2’-fluoropuriny se

zacCaly pouzivat pozdéji. Ukazalo se, 7e vliv
2'-deoxy-2'-fluoropyrimidint a 2’-deoxy-2'-fluoropurinii na u¢innost O F

eliminace cilové mRNA se v nékterych ptipadech 1isi (Muhonen et |
al., 2007). @) :Fl’—OH

Pfitomnost 2'-deoxy-2'-fluoronukleotidi v siRNA duplexu OH
neovlivituje konformaci typu A (Takahashi et al., 2009) a v savéich
burnikach muze byt tolerovana (Braasch et al., 2003; Muhonen et al., Obrazek 6:
2007), a to zfejmé jak Vv centralni oblasti vedouciho vlakna (Prakash 2’-deoxy-2’-fluoronukleotid
et al., 2005), tak v oblasti, kde je $t€peno pomocné vldkno. Ve
vedoucim vlaknu ale mohou mit tyto modifikace i negativni vliv. In vivo I neptisobi siRNA duplexy
s 2'-deoxy-2'-fluoronukleotidy na bunky cytotoxicky (Muhonen et al., 2007) a, na rozdil od
nemodifikovanych siRNA duplexii, nejsou u lidskych perifernich krevnich mononuklearnich bunck
imunostimulativni (Manoharan et al., 2011).

In vitro maji 2'-deoxy-2'-fluoronukleotidy pozitivni vliv zejména na zvySeni nukledzové
rezistence siRNA duplexu (Chiu & Rana, 2003; Layzer et al., 2004; Muhonen et al., 2007; Manoharan

19



et al., 2011). Zatimco nemodifikované siRNA duplexy byly pfti inkubaci v lidské plazmé ¢i séru in
vitro prakticky vSechny degradovany do 4 hodin, vice nez 25 % molekul SiRNA
s 2'-deoxy-2'-fluoronukleotidy ztstalo neposkozeno i po 48 hodinach (Layzer et al., 2004; Manoharan
etal., 2011).

Zvyseni nukleazové rezistence siRNA duplexu vede ke zvyseni jeho polo€asu rozpadu. Tim se
prodluzuje doba, po kterou lze in vivo | zaznamenat ucinky RNAI (Chiu & Rana, 2003). Experiment
prokazujici toto prodlouzeni se ovSem zatim nepodafilo presvédcivé zopakovat a je mozné, Ze za
rozdilné vysledky by mohla byt zodpovédna odlisna volba transportniho systému V jednotlivych
experimentech (Layzer et al., 2004).

Piitomnost vétsiho mnozstvi téchto modifikaci v SIRNA duplexu také vyrazné zvySuje jeho
teplotu tani (Muhonen et al., 2007; Takahashi et al., 2009; Manoharan et al., 2011). Pti pouZiti
nejvySe dvou 2'-deoxy-2'-fluorouridini ale nebyl zaznamenan signifikantni nartst termostability
SiRNA duplexu (Braasch et al., 2003).

Pii stiidani 2'-deoxy-2'-fluoronukleotid s 2'-O-methyl ribonukleotidy (viz kapitola 3. 3. 2.)
v obou vlaknech duplexu siRNA se vyrazné zvySuje jeho teplota tani a nukleazova rezistence. U takto
modifikovanych siRNA duplexti nebyla zaznamenana cytotoxicita a jejich pouziti in vivo | vede,
alespofi v nékterych pftipadech, ke zvySeni wGéinnosti eliminace cilové mRNA a umérmné tomu
i k poklesu obsahu cilového proteinu v bunce (Allerson et al., 2005; Koller et al., 2006; Bramsen et
al., 2009). Existuji ale i pfipady, kdy byl u tohoto typu siRNA duplexti haopak zaznamenan pokles

ucéinnosti eliminace cilové mRNA (Bramsen et al., 2009).

3. 3. 2. 2’-O-methyl ribonukleotidy

2'-0-methyl ribonukleotidy (viz Obrazek 7) maji na druhém ba
uhliku ribézy pies kyslik navazanou methylovou skupinu (Choung HO O aze
et al., 2006). Tato modifikace patii ve vyzkumu siRNA
K nejstudovanégjsim modifikacim ribézy. Umoziiuje uchovani

konformace typu A (Takahashi et al., 2009) a ma velky potencial

pro stabilizaci duplexu SiRNA zvySenim nukleazové rezistence O OC H3
(Czauderna et al., 2003; Kraynack & Baker, 2006; Choung et al.,

2006; Hoerter & Walter, 2007; Bramsen et al., 2009; Ocampo et al., O=P—0OH

2011; Wu et al., 2014). Naptiklad zvySuje nukleazovou rezistenci Cl)H

vuci endonukleaze S1 (Takahashi et al., 2009).
K dosazeni vyrazn¢ vys$i nukledzové rezistence in Vvitro Obrazek 7: 2'-O-methyl
sta¢i pfitomnost pouhych dvou 2'-O-methyl ribonukleotidi ribonukleotid
Vv pomocném vlakng, konkrétn¢ na 18. a 19. pozici (Wu et al.,
2014). Modifikace poslednich tfi pozic na obou 3’ koncich siRNA duplexu pomoci 2’-O-methyl

ribonukleotidii také vede ke zvySeni nukledzové rezistence. Nicmén€ piidanim dalSich trojic 2'-O-
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methyl ribonukleotidl po celé délce obou vlaken duplexu, mezi nimiz jsou vlozeny vzdy dva nebo tfi
nemodifikované ribonukleotidy, dojde sice k vyznamnému zvySeni stability, ale zaroven i k zasadnimu
snizeni u¢innosti eliminace cilové mRNA (Choung et al., 2006). Pfi¢inou ztraty ucinnosti eliminace
cilové mRNA pfi pouziti siRNA duplexti mnohonasobné modifikovanych 2'-O-methyl ribonukleotidy
je bud’ zhorSeni interakci RISC s vedoucim vlaknem siRNA, to kdyz se modifikace nachazeji na
5" konci vedouciho vlakna, nebo zablokovani odstranéni pomocného vlakna z SiRNA duplexu, a to
zejména kdyz se modifikace nachazeji na 5’ konci vedouciho vlakna. K tomuto zablokovani ale
dochazi i v pfipadg, ze je modifikovano pouze vedouci vlakno (Ohrt et al., 2011).

Testovani vlastnosti duplexti siRNA s ruzné se stfidajicimi nemodifikovanymi a 2'-O-methyl
ribonukleotidy v obou vlaknech pfitom jiz diive ukazalo, ze v nékterych ptipadech dochazi ke zvyseni
odolnosti proti sérovym nukleazam, aniz by pfitom dochazelo ke ztratam tcinnosti eliminace cilové
mRNA. Pro zachovani ti¢innosti eliminace cilové mRNA je obecné lepsi modifikovat pomocné vldkno
(Czauderna et al., 2003; Choung et al., 2006; Judge et al., 2006; Manoharan et al., 2011), ackoliv
nekteré studie dokladaji, Ze 2'-O-methyl ribonukleotidy mohou byt tolerovany ve vedoucim vlaknu,
dokonce i v centralni oblasti (Prakash et al., 2005; Jackson et al., 2006b). Jsou-li dva 2’-O-methyl
ribonukleotidy ptitomné na 1. a 2. pozici nebo i jen jeden na 2. pozici ve vedoucim vlaknu, dochazi ke
zvyseni specifity tohoto vlakna k cilové mRNA, aniz by byla negativné ovlivnéna G¢innost eliminace
cilové mRNA, a to dokonce nezavisle na pouzité koncentraci siRNA. Soubézna modifikace na 1. a 2.
pozici pomocného vlakna zajistuje snizeni poctu nezadoucich eliminaci zpisobovanych timto
vlaknem (Jackson et al., 2006b). Pritomnost 2'-O-methyl ribonukleotidi v siRNA duplexu
nezpusobuje cytotoxicitu (Amarzguioui et al., 2003) a jejich lokalizace na 1. a 2. pozicich vlaken
siRNA duplexu se osvédcila pro snizeni cytotoxicity (Fedorov et al., 2006).

Nejlepsich vysledkd pro G¢innost eliminace cilové mRNA 1 stabilitu zaroven bylo dosazeno
pfi modifikovani ob jednu pozici na obou vlaknech, kdy byl modifikovan prvni ribonukleotid
vedouciho vlakna. Pokud je prvnim modifikovanym ribonukleotidem vedouciho vlakna az druhy
ribonukleotid na 5’ konci, u€innost eliminace cilové mRNA je podstatné nizs$i (Czauderna et al., 2003;
Choung et al., 2006).

Pomocné vlakno lze v nékterych piipadech modifikovat pomoci 2'-O-methyl ribonukleotidti
i celé, aniz by doSlo k vyznamné ztraté Gcinnosti, zejména pokud je zaroven vedouci vlakno
modifikovano thiofosfatovymi substitucemi nebo 2’-deoxy-2'-fluoronukleotidy. To poskytuje prostor
pro dalsi optimalizace vlastnosti téchto kombinaci (Kraynack & Baker, 2006; Choung et al., 2006).
V pripadé modifikace celého pomocného vlakna ma, ve srovnani se zakladnim 21-merem siRNA, sirsi
vyuziti 20-mer SiRNA s tupymi konci (Kraynack & Baker, 2006). Jinak vSak plati, Ze neni vhodné
umistit 2'-O-methyl ribonukleotid na 9. pozici pomocného vlakna siRNA, kde zvySena nukleazova
rezistence v tomto misté brani aktivaci RISC, coz vede k poklesu u¢innosti eliminace cilové mRNA

(Rand et al., 2005).
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Pfitomnost 2'-O-methyl ribonukleotidii v duplexu siRNA také vede ke zvySeni jeho teploty
tani (Bramsen et al., 2009; Takahashi et al., 2009; Wu et al., 2014) a prodlouZeni doby, po kterou je
mozné zaznamenat ucinnou eliminaci cilové mRNA. Zaroven modifikovany siRNA duplex
Vv porovnani s nemodifikovanym siRNA duplexem méné reaguje na snizovani koncentrace (Takahashi
et al, 2012). 2'-O-methyl uridin, 2’-O-methyl guanin a 2'-O-methyl adenin navic snizuji
imunogenicitu siRNA duplexu (Judge et al., 2006; Eberle et al., 2008; Ocampo et al., 2011).
K vyznamnému omezeni imunogenicity dochazi jiz pti inkorporaci dvou 2'-O-methyl ribonukleotidl
do kteréhokoliv zobou vlaken siRNA duplexu. Pouzividni siRNA duplexi s 2'-O-methyl
ribonukleotidy se jiz ve vztahu k imunogenicit¢ a zaroven k zachovani u¢innosti eliminace cilové
MRNA osvéd¢ilo in vivo IT u mysi (Judge et al., 2006).

2'-O-methyl ribonukleotidy jsou také vhodnym doplnénim ke 4'-thioribonukleotidim (viz
kapitola 3. 3. 5.), a to pfipadné i spolu s 2'-O-methyloxyethyl ribonukleotidy (viz kapitola 3. 3.).
Smyslem takovychto kombinaci je zvySeni nukledzové rezistence, aniz by doslo k potizim plynoucim
z ptili§ vysokého poétu jednotlivych modifikaci v SIRNA duplexu. V nékterych ptipadech takto bylo
dosazeno i zvySeni ucinnosti eliminace cilové mRNA, takze se zd4 pravdépodobné, Ze vhodna
kombinace uvedenych modifikaci v duplexu zvySuje frekvenci vstupu vedouciho vlakna do RISC

(Dande et al., 2006).

3. 3. 3. 2'-O-benzyl ribonukleotidy

2'-O-benzyl ribonukleotidy maji pies kyslik na druhém

o N . . o HO baze
uhliku ribozy navazany benzyl (viz Obrazek 8). Tato modifikace je 0O
in vivo I tolerovana zejména na 5., 8., 15. a 19. pozici vedouciho
vlakna a v nékterych piipadech vede i1 ke zvySeni ucinnosti
eliminace cilové mRNA (Butora et al., 2011; Kenski et al., 2012).
In vivo II se pro dosazeni vyssi G¢innosti eliminace cilové mRNA cl) o
hodi pouze modifikace na 8. nebo na 15. pozici vedouciho vlakna, O=P—0OH
pficemz tyto pozice mohou byt modifikovany i obé€ najednou. Dobu, Cl)H
po kterou lze zaznamenat ucinnou eliminaci cilové mRNA in vivo
I, ale prodluzuji nejen modifikace na uvedenych dvou pozicich, ale
i modifikace na 5. pozici. Pozitivni vliv na obé uvedené vlastnosti
ma i modifikace vSech Ctyf pozic, na kterych jsou 2'-O-benzyl
) ) _ _ Obrazek 8: 2'-O-benzyl
ribonukleotidy tolerovany. Takto modifikované siRNA duplexy )
] , ) ribonukleotid

vSak nepfed¢i ty siRNA duplexy, kde je modifikovana pouze

8. a 15. pozice (Kenski et al., 2012).

3. 3. 4. 2'-O-methyl-4-pyridin ribonukleotidy
2'-0-methyl-4-pyridin ribonukleotidy maji ptes kyslik na druhém uhliku ribézy a methyl
navazany pyridin (viz Obrazek 9). Tato modifikace je in vivo I i in vivo II tolerovana na 5., 6., 8., 10.,
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15. a 19. pozici vedouciho vlakna. Pii pouziti in vivo Il je HO baze
tolerovana i soucasna modifikace vSech Sesti uvedenych pozic, O

ucinky jsou ale neutralni. Pfitomnost dvou 2'-O-methyl-4-pyridin

ribonukleotidi ve vedoucim vldknu, na 8. a 15. pozici, ma na

ucinnost eliminace cilové mRNA a na dobu, po kterou lze tuto O 0O

eliminaci zaznamenat, pozitivni vliv (Kenski et al., 2012).

0=P—OH

3. 3. 5. 4'-thioribonukleotidy |

Ackoli ve furan6zovém kruhu je u 4'-thioribonukleotidi OH =
(viz Obrazek 10) navazana sira a ne kyslik (Hoshika et al., 2003), N
zaujimaji duplexy siRNA obsahujici tuto modifikaci pozadovanou
konformaci typu A (Hoshika et al., 2003; Hoshika et al., 2004). Obrazek 9:

4'-thioribonukleotidy zvySuji teplotu tani duplexu (Hoshika 2’-O-methyl-4-pyridin
et al., 2003; Hoshika et al., 2004; Dande et al., 2006; Takahashi et ribonukleotid
al., 2009) ptiblizn¢ 0 0,5 °C na modifikaci, pokud je jedno z vlaken ,
SIRNA duplexu plng modifikovano a druhé je nemodifikovano, HO baze
a0 2,5 °C na modifikaci, pokud jsou plné modifikovana ob¢ vlakna
(Hoshika et al., 2004).

In vivo | se 4'-thioribonukleotidy nejevi jako cytotoxické.
Jejich ptitomnost vV pomocném vlaknu SiIRNA duplexu je z hlediska O O H
fungovani RNAi drahy obecné velmi dobfie tolerovana bez ohledu
na pozici modifikace a u¢innost eliminace cilové mRNA se drzi O:P—OH
v hodnotach blizkych nemodifikovanému duplexu siRNA (Hoshika |

OH

jsou v pomocném vlaknu modifikovany vSechny ribonukleotidy, Qbrazek 10:

et al., 2005; Dande et al., 2006). To ovSem neplati pro situaci, kdy

nebot’ poté dochazi k vyznamnému poklesu ucinnosti eliminace 4’-thioribonukleotid
cilové mRNA. Ve vedoucim vlaknu jsou 4'-thioribonukleotidy
tolerovany v zavislosti na jejich poctu a pozici (Hoshika et al., 2005). Co se pozice ty¢e, pfitomnost 4'-
thioribonukleotidi ma obvykle negativni vliv zejména na 7. az 15. pozici vedouciho vlakna (Hoshika
et al., 2005; Dande et al., 2006). Z hlediska poctu je Sest po sobé jdoucich 4'-thioribonukleotidi ve
vedoucim vlaknu jiz pfili§ mnoho, ale Ctyfi jsou jesté dobie tolerovany na obou koncich vedouciho
vlakna, i kdyz pro 5’ konec je vhodnéjsi pouzit jen dva nebo tfi (Hoshika et al., 2005; Dande et al.,
2006; Hoshika et al., 2007). Zda se, ze tato modifikace jako jedna z mala modifikaci riboézy nema
negativni vliv na interakci vedouciho vlakna siRNA s Ago2 (Dande et al., 2006).

Pomoci 4'-thioribonukleotidi 1ze také zvysit uc¢innost eliminace cilové mRNA (Dande et al.,
2006; Hoshika et al., 2007). Tak tomu obvykle je v pfipad¢ pritomnosti ctyt 4’-thioribonukleotidii na

obou koncich pomocného vldkna a na 3’ konci vedouciho vldkna. Pfi pouziti takto modifikovaného
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siRNA duplexu byla snizena exprese cilového proteinu 0 91 %, zatimco nemodifikovany siRNA
duplex snizoval expresi cilového proteinu pouze o 42 % (Hoshika et al., 2007).

Dal§im vyznamnym ptinosem 4’'-thioribonukleotidi pro siRNA duplexy je vyrazné zvySeni
nukleazové rezistence (Dande et al., 2006; Hoshika et al., 2007; Takahashi et al., 2009). V tomto
sméru mize byt vyuziti 4'-thioribonukleotidi ve srovnani s pouzitim 2'-O-methyl ribonukleotidt (viz
kapitola 3. 3. 2.) nebo 2'-deoxy-2'-fluoronukleotidt (viz kapitola 3. 3. 1.) ucinngjsi (Takahashi et al.,
2009). Kromé toho jsou 4'-thioribonukleotidy tolerovany lépe nez 2'-O-methyl ribonukleotidy
(Hoshika et al., 2005).

3. 3. 6. 2'-deoxy-2'-fluoro-4'-thionukleotidy
2'-deoxy-2'-fluoro-4'-thionukleotidy maji ribozu HO baze

modifikovanou hned dvakrat. Ve furandézovém kruhu maji siru S

misto kysliku a na 2’ uhliku ribézy maji navazany fluor (viz

Obrazek 11). Jsou tedy kombinaci 2'-deoxy-2'-fluoronukleotidt

(viz kapitola 3. 3. 1.) a 4'-thioribonukleotidi (viz kapitola 3. 3. 5.).

Zatimco syntéza 2'-deoxy-2'-fluoro-4'-thioguaninu je zatim piilis O F

obtizna, modifikace ostatnich nukleotidii je mozna (Takahashi et |

al., 2008). O=P—OH
Konformace typu A zustava v pritomnosti O H

2'-deoxy-2'-fluoro-4'-thionukleotidit zachovana. Tato modifikace

zvySuje teplotu tani i nukledzovou rezistenci SIRNA duplexu Obrazek 11: 2’-deoxy-2’'-fluoro-

(Takahashi et al., 2009). 4'-thionukleotid

3. 3. 7. 2'-O-methyl-4'-thioribonukleotidy

2'-O-methyl-4’-thioribonukleotidy ~ (viz  Obrazek 12) H O baze
kombinuji v ramci jednoho ribonukleotidu dvé modifikace ribozy, S
a to 2'-O-methyl ribonukleotidovou (viz kapitola 3. 3. 2.)
a 4'-thioribonukleotidovou (viz kapitola 3. 3. 5.). Na rozdil od
2'-deoxy-2'-fluoro-4'-thionukleotidi (viz kapitola 3. 3. 6.),

2'-O-methyl-4'-thioribonukleotidy je mozné syntetizovat se vSemi O OC H3

s 2'-O-methyl-4'-thioribonukleotidy zaujimaji konformaci O=P—OH
typu A (Takahashi et al., 2009). O H

Tato modifikace zvySuje teplotu tani SIRNA duplexu

Ctyfmi bazemi charakteristickymi pro RNA. Duplexy siRNA

piiblizné stejné jako piitomnost 4'-thioribonukleotidi. Jejim Obrazek 12: 2'-O-methyl-
pfinosem je zejména zvySeni nukledzové rezistence vaci 3'-5' 4'-thioribonukleotid
exonukleaze ~ SVPD  (snake  venom  phosphodiesterase,

fosfodiesteraza hadiho jedu) a endonukledze S1. Ve vztahu k obéma uvedenym nukledzam jsou

24



vlastnosti 2'-O-methyl-4'-thioribonukleotid lepsi nez vlastnosti 2'-deoxy-2'-fluoro-4'-thionukleotidt
(Takahashi et al., 2009). Modifikace se osvédéila i v 50% lidské plazmé a v 50% mySim séru
(Takahashi et al., 2009; Takahashi et al., 2012).

Design siRNA duplexu, ktery se osvéd¢il pro 4'-thioribonukleotidy (viz kapitola 3. 3. 5.), vedl
pfi pouziti 2'-O-methyl-4'-thioribonukleotidi in vitro | k vyraznému snizeni u¢innosti eliminace cilové
mRNA. Pozitivni vliv na UCinnost eliminace cilové mMRNA ma modifikace tfemi
2'-0-methyl-4'-thioribonukleotidy na obou koncich pomocného vlakna siRNA duplexu, jehoz vedouci
vlakno je nemodifikované. Zaroven takto modifikovany duplex siRNA vykazoval uc¢innou eliminaci
cilové mRNA i po péti dnech, zatimco UcCinnost eliminace cilové mRNA pomoci ekvivalentniho
nemodifikovaného duplexu siRNA vyrazné klesla. V dob¢ piisobeni predc¢i tento modifikovany siRNA
duplex i odpovidajici siRNA duplexy modifikované pouze 4'-thioribonukleotidy nebo pouze
2'-O-methyl ribonukleotidy. Také zuvedenych siRNA duplexti nejlépe funguje pii nizSich
koncentracich. Prodlouzeni doby, po kterou lze zaznamenat u¢innou eliminaci cilové mRNA, by
mohlo byt disledkem mozného zvySeni intracelularni stability modifikovaného duplexu siRNA
jakozto vedlejsiho produktu vysoké nukleazové rezistence (Takahashi et al., 2012). Starsi studie vSak

tuto moznost spiSe popiraji (Bartlett & Davis, 2007; Collingwood et al., 2008).

3. 3. 8. LNA nukleotidy
LNA nukleotidy jsou bicyklické analogy nukleotidu
. | | HO baze
odlisujici se tim, Ze maji methylenovy mistek mezi ¢tvrtym uhlikem O
a kyslikem na druhém uhliku ribézy (viz Obrazek 13). Tento mustek
se chemicky oznacuje jako 2'-C,4’-C-oxymethylenovy nebo jako

2'-0,4'-C-methylenovy (Singh et al., 1998; Koshkin et al., 1998).

.

2" 4'-BNA (bridged nucleic acid) je proto alternativnim nazvem O O
LNA nukleotidii (Rahman et al., 2010; Wada et al., 2012).

LNA nukleotidy vytvareji preferencné 3’ endo konformaci, O :P_O H
neboli konformaci typu N, ktera umoziuje vznik A konformace Cl)H

duplexu siRNA (Singh et al., 1998; Koshkin et al., 1998). Né&kdy
byva pro SIRNA s LNA nukleotidy uzivano oznaceni siLNA (Elmén
et al., 2005) a piipadné i siBNA (Rahman et al., 2010).

Obrazek 13: LNA nukleotid

Pritomnost LNA nukleotidi v siRNA zplsobuje podstatné zvySeni jeho termostability
(Braasch et al., 2003; Bramsen et al., 2009; Rahman et al., 2010; Manoharan et al., 2011). Pro
dosazeni zadouciho efektu se zdaji byt klicovymi faktory pocet a lokalizace LNA nukleotidi v SIRNA
duplexu. Ctyfi LNA nukleotidy v duplexu se jevi jako minimalni postadujici pocet (Braasch et al.,
2003).

Pouziti LNA nukleotidt k syntéze siRNA molekul, aniz by tim byla negativné ovlivnéna jejich

funk¢énost in vivo |, je mozné na 3’ konci i na 5’ konci a ptipadné i na obou koncich vlaken duplexu.
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RISC je schopen rozpoznat a akceptovat jako substrat LNA-RNA chiméry navzdory jejich
geometrické odliSnosti od nemodifikovanych siRNA (Braasch et al., 2003; Mook et al., 2007; Rahman
et al., 2010; Wada et al., 2012). V nékterych ptipadech mize dojit i ke zlepSeni ucinnosti eliminace
cilové mRNA (Bramsen et al., 2009). Plati v8ak, Ze 5' konec vedouciho vladkna je k modifikaci
citlivéjsi a ptitomnost LNA zde ma vyrazné negativni vliv (Elmén et al., 2005; Hornung et al., 2005).
V nékterych piipadech lze vSak tento negativni vliv Uspésné vykompenzovat pouzitim LNA
nukleotidi ha jednom nebo i na obou koncich pomocného vlakna (Elmén et al., 2005; Bramsen et al.,
2009). Tyto poznatky ukazuji, ze LNA nukleotidl lze pouzivat i k vyznamnému zvyhodnéni
vedouciho vlakna ptfi kompetici s pomocnym vldknem o vstup do RISC a tim dosédhnout zvySeni
ucinnosti eliminace cilové mRNA (Elmén et al., 2005; Schubert et al., 2006; Bramsen et al., 2009).
Pozitivni vliv modifikace 5’ konce pomocného vlakna pomoci LNA nukleotidi na frekvenci
inkorporace vedouciho vldkna do RISC byl pozorovan u ptivodn€é malo ucinného duplexu siRNA, kde
obé vlakna méla 5’ konec bohaty na adenin a uridin (Elmén et al., 2005) a tudiz mély podobnou
pravdépodobnost inkorporace do RISC (viz kapitola 2. 2. 2.).

Celkovy pocet tolerovanych LNA nukleotidi v SIRNA duplexu je ziejmé omezeny. | kdyz se
v jednotlivych pifipadech tento pocet lisi, podle dosavadnich vysledkt by se obecné mélo jednat o ¢islo
mensi nez deset (Braasch et al., 2003; Elmén et al., 2005; Mook et al., 2007; Bramsen et al., 2009;
Rahman et al., 2010). Pfinejmensim plna modifikace vlakna, at’ uz vedouciho nebo pomocného, vede
K uplné ztraté Gcinnosti eliminace cilové mRNA (Elmén et al., 2005). Negativni Se jevi i umisténi
LNA nukleotidii do oblasti centralnich sedmi nukleotidi vedouciho vlakna, zejména pak na 10., 12.
nebo 14. pozici (Braasch et al., 2003; Elmén et al., 2005; Rahman et al., 2010; Manoharan et al.,
2011). Protoze se jedna o pozice v oblasti mista Sté€peni cilové mRNA, je mozné, ze piitomnost LNA
nukleotidii na té€chto pozicich ovliviiuje aktivni misto. Proto by modifikace 10., 12. a 14. pozice
pomocného vlakna LNA nukleotidy mohlo byt mozné vyuzit ke snizeni nezadouci eliminace jiné nez
cilové mRNA tam, kde by na ving byla inkorporace pomocného vlakna do RISC (Elmén et al., 2005).
V nékterych piipadech ale lze negativni vliv LNA nukleotidd umisténych v centralni oblasti
vedouciho vldkna SiRNA duplexu neutralizovat nahrazenim modifikovaného pomocného vlakna
nemodifikovanym. Uspéch v takovém piipadé miize souviset se snizenim celkového poétu LNA
nukleotidii v duplexu (Braasch et al., 2003). Jsou ale zaznamenany i pfipady, kdy byl LNA nukleotid
Vv centralni oblasti vedouciho vlakna ve vztahu k u¢innosti eliminace cilové mRNA tolerovan, ackoliv
bylo modifikovano i pomocné vlakno (Braasch et al., 2003; Rahman et al., 2010).

Pritomnost LNA nukleotidli pozitivné ovliviiuje nejen termostabilitu, ale i nukledzovou
rezistenci (Elmén et al., 2005; Mook et al., 2007; Bramsen et al., 2009; Rahman et al., 2010; Wada et
al., 2012). In vitro mohou byt ve 100% lidském a 100% mySim séru neporuSené modifikované
duplexy siRNA identifikovany i po 24 hodinach, zatimco nemodifikovany ekvivalent byl degradovan
do 6 hodin (Elmén et al., 2005). Se vzristajicim po¢tem LNA nukleotidti roste i nukledzova
rezistence, ale jak jiz bylo uvedeno vyse, vysoky pocet LNA nukleotidd v duplexu se negativné
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projevuje na u¢innosti eliminace cilové mRNA (Elmén et al., 2005; Mook et al., 2007; Bramsen et al.,
2009). Dale lIze pomoci LNA nukleotidi umisténych na obou koncich nebo i jen na 3’ konci
pomocného vldkna vyrazné omezit imunogenni ptsobeni siRNA duplexu (Hornung et al., 2005).
Funkcnost duplexti siRNA obsahujici LNA nukleotidy na koncich vlaken, s ptihlédnutim
k citlivosti 5’ konce vedouciho vlakna vic¢i modifikacim, byla uspé$né ovéfena in vivo II u mysi,
pricemz modifikované siRNA duplexy dokonce maji vyssi specifitu k cilové mRNA nez jejich
nemodifikované ekvivalenty (Mook et al., 2007). Pro pouziti in vivo II se zda byt také vhodné
kombinovat v ramci jednoho siRNA duplexu LNA nukleotidy, thiofosfaty (viz kapitola 3. 1. 1.) a
2'-0O-methyl ribonukleotidy (viz kapitola 3. 3. 2.). | takto modifikované siRNA duplexy mohou in
vivo Il nejen u¢inné eliminovat cilovou mRNA, ale také snizovat imunogenicitu, pokud se jedna o

alternativy imunogennich duplext (Wada et al., 2012).

3. 3.9. BNAN® nukleotidy

BNAN®  (2’4"-aminomethylene bridged nucleic acid) b
nukleotidy maji na ¢tvrtém uhliku ribozy methylovou skupinu, ktera HO 0O aze
se vaze Saminovou skupinou navazanou na kyslik na druhém
uhliku ribézy (viz Obrazek 14). BNAN® nukleotidy jsou tedy
bicyklické nukleotidové analogy lisici se od LNA nukleotidd typem - N
premosténi (Rahman et al., 2007). Piitomnost BNAN nukleotidi O H “O
v siRNA duplexu zvysuje jeho teplotu tani az o n€kolik stupit |
Celsia na modifikaci, podobné jako pfitomnost LNA nukleotidi. O:P_OH
Také ma pozitivni vliv na nukledzovou rezistenci siRNA duplexu. l
Ve vztahu k RNAi maji BNAN® nukleotidy vlastnosti velmi blizké OH
vlastnostem LNA nukleotidii a jsou vsiRNA duplexech také Qprazek 14: BNANC nukleotid
obdobné tolerovany (Rahman et al., 2010).

3. 3. 10. Substituce rib6zy morfolinem

Pii této modifikaci je riboza zcela nahrazena morfolinem (1-oxa-4-azacyklo-hexan,
heterocyklickou organickou slouceninou se dvéma odliSnymi funkénimi skupinami, aminovou
a éterovou, viz Obrazek 15). In vivo | ma obvykle pfitomnost morfolinovych uridint v duplexu siRNA
na uéinnost eliminace cilové mRNA neutralni efekt. Najdou se ale i piipady, ve kterych je vliv
modifikace vyrazné negativni. K tomu dochazi, pokud je modifikovano vedouci vlakno v oblasti mista
Stépeni nebo na 5’ konci. O vlivu morfolinové modifikace na ucinnost eliminace cilové mRNA tedy
rozhoduje lokalizace v siRNA duplexu. V pomocném vlaknu jsou morfolinové nukleotidy obecné
dobie tolerovany. Pozitivni vliv na ucinnost eliminace cilové mRNA byl pozorovan pii modifikaci
5" konce pomocného vlakna. SpiSe nevhodné jsou pak modifikace v jeho prostiedni ¢asti, protoze
vedou k mirnému sniZeni u¢innosti eliminace cilové mRNA. Duplexy siRNA, kde vedouci vlakno
nebo ob¢ vlakna nesou tuto modifikaci na 3" konci, maji ve srovnani s nemodifikovanym ekvivalentem
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zvySenou ucinnost eliminace cilové mRNA. Navic morfolinova
modifikace in vitro v10% fetadlnim hovézim séru zvySuje
nukleazovou rezistenci, zejména u siRNA duplexti s modifikacemi
na 3’ koncich. Zda se tedy, Ze morfolinova modifikace ucinné
blokuje degradaci siRNA 3'-5' exonukleazami. Pfi pouziti
popsanych modifikovanych SIRNA duplexd lze navic in vivo |
pozorovat ucinnou eliminaci cilové mRNA delsi dobu nez

pfi pouziti nemodifikovanych (Zhang et al., 2009).
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3. 4. Kombinované modifikace

Tato kapitola zminuje takové modifikace, které v ramci jednoho nukleotidu kombinuji dvé
modifikace z riznych kategorii, pficemZz se obvykle jedna o modifikace fosfodiesterové kostry
a modifikace ribozy.

Patfi sem naptiklad 2'-deoxy-2'-fluoro-dithiofosfatova modifikace, ktera je kombinaci
substituce fosfatu dithiofosfatem a nahrazeni hydroxylové skupiny na druhém uhliku ribézy fluorem,
a 2'-O-methyl-thiofosfatové modifikace, ktera je kombinaci methylace na druhém uhliku ribozy
a substituce fosfatu thiofosfatem. Obé modifikace jsou malo prostudované a zatim u nich nebyl
prokdzan piinos pro téinnost eliminace cilové mRNA. Zda se ale, Ze 2'-O-methyl-thiofosfatova
modifikace mirné snizuje teplotu tani siRNA duplexu (Kraynack & Baker, 2006; Wu et al., 2014).

Také existuji modifikace kombinujici AM nahradu fosfatu (viz kapitola 3. 1. 4.) a peptidovou
nahradu ribézy. K takovym patii napiiklad AM-PNA (peptide nucleic acid, peptidova nukleova

kyselina), které zvysuji nukleazovou rezistenci SIRNA duplexu (Gong & Desaulniers, 2012).

3. 4. 1. 2'-O-methyl-dithiofosfatova modifikace
2'-0-methyl-dithiofosfatova modifikace kombinuje v ramci HO baze
jednoho ribonukleotidu methylaci na druhém uhliku ribézy O
a substituci fosfatu dithiofosfatem (viz Obrazek 16). Pfitom plati,
ze siRNA duplex nesouci dvé tyto modifikace stile zaujima
potiebnou konformaci typu A.
Duplexy siRNA s 2'-O-methyl-dithiofosfatovou modifikaci O OC H

na 18. a 19. ribonukleotidu (tedy blizko 3’ konce) pomocného | - 3
vlakna vykazuji vyrazn¢ u¢ingjsi eliminaci cilové mRNA in vivo | S — P_S
ve srovnani s nemodifikovanymi duplexy siRNA, s duplexy siRNA Cl)H
obsahujicimi dithiofosfaty (viz kapitola 3. 1. 2.), s duplexy siRNA
s 2'-O-methyl ribonukleotidy (viz kapitola 3. 3. 2.) i duplexy siRNA Obrazek 16:
obsahujicimi 2'-O-methyl-thiofosfatové modifikace (viz kapitola 2°-O-methyl-dithiofosfitova
3.4.). K prodlouzeni doby, po kterou je mozné pozorovat uinnou Mmodifikace
eliminaci cilové mRNA, ale pfi pouZiti popsanych duplexti siRNA nedoslo (Wu et al., 2014).
Ke zvySeni  GCinnosti  eliminace  cilové ~mRNA  nedochazi, pokud se

2'-0-methyl-dithiofosfatové modifikace nachazeji na 3. a 12. ribonukleotidu pomocného vlakna,
11. a 12. ribonukleotidu vedouciho vlakna, nebo 5. a 9. ribonukleotidu vedouciho vlakna (Wu et al.,
2014).

Uvedena ucinna 2'-O-methyl-dithiofosfatova modifikace také in vitro vyznamné zvySuje
nukledzovou rezistenci duplexu siRNA. Stejn¢ jako v pfipadé Gcinnosti eliminace cilové mRNA,
i v pfipadé stability vysSly tyto duplexy siRNA pii srovnani s vySe popsanymi modifikovanymi
i nemodifikovanymi siRNA duplexy nejlépe.
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Ptitomnost dvou 2'-O-methyl-dithiofosfatovych modifikaci v duplexu siRNA vede ke snizeni
jeho teploty tani o vice nez 1 °C. Tedy k vétS§imu snizeni nez k jakému vede samotna dithiofosfatova
substituce, ackoliv soucasti této kombinované modifikace je 2’-O-methylova modifikace, ktera sama
0sob& teplotu tani  zvySuje. Duplex SiRNA se tedy pfivhodnym  umisténim
2'-O-methyl-dithiofosfatovych modifikaci v blizkosti 3’ konce pomocného vlakna ve srovnani
s ekvivalentnim nemodifikovanym duplexem lépe rozviji, coz by ve spojeni se zvySenou nukleazovou
rezistenci a skute¢nosti, ze duplex také in vivo | Iépe interaguje s PAZ doménou Ago2 proteinu (viz
kapitola 2. 2. 1.), mohlo vysvétlovat zvyseni frekvence vstupu vedouciho vlakna do RISC, vedouci ke
zvySeni ucinnosti eliminace cilové mRNA. Zblize nezndmych divodi je pfi stejném poctu
modifikovanych ribonukleotid toto zlepSeni interakce s Ago2 proteinem asi dvakrat veétsi
u 2'-O-methyl-dithiofosfatové modifikace neZ u dithiofosfatové substituce (Wu et al., 2014).

Imunostimulativni  G¢inky jsou u siRNA duplexi s 2'-O-methyl-dithiofosfatovymi
modifikacemi in vivo | i in vivo Il na stejné nizké urovni jako u nemodifikovanych duplexti siRNA,
takze se tato modifikace zda byt pro aplikaci in vivo II po vSech strankach velmi slibna. Dosavadni
pokusy na mysich s rakovinou vaje¢niku, pii kterych byly k duplexim siRNA kvuli jejich dopraveni
do cilovych bun¢k piidany DOPC (1,2-dioleoyl-sn-glycero-3-fosfatidylcholin) nanolipozomy,
ukazaly, ze modifikované duplexy siRNA funguji in vivo II mnohem uéinngji nez nemodifikované.
Uginnost eliminace cilové mRNA do proteinu dosahuje az 80 % a pokles hmotnosti tumoru je az 70 %

(Wu et al., 2014).
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4. Zavér

Tato prace shrnuje zakladni poznatky o problematice stability siRNA duplexd a u¢innosti
eliminace cilové mRNA pii jejich pouziti. Nasledné predklada souhrnné poznatky o vybranych
modifikacich siRNA duplexd, jez jsou vyuzivany Kk odstranéni nebo alesponi zmirnéni popsanych
problému. Téchto modifikaci existuje velké mnozstvi a stale se objevuji nové slibné modifikace jako
Vv posledni dob¢ napiiklad 2'-O-methyl-dithiofosfatova modifikace (Wu et al., 2014).

V odborné liteatufe se vyskytuji ohledné jednotlivych modifikaci rizna protikladna tvrzeni,
znichz jedno byva Casem ovéteno jako pravdivé. Naptiklad Dwaine A. Braasch a jeho kolegové
(Braasch et al., 2003) neprokazali zvyseni nukleazové rezistence SIRNA pomoci thiofosfati. Pozdé&ji
se ale objevily ¢lanky, které toto zvyseni experimentalné dokumentuji (Chiu & Rana, 2003; Kraynack
& Baker, 2006; Choung et al., 2006; Wu et al., 2014; Jahns et al., 2015). Je tedy mozné, Ze
vysledky experimentu Dwaine A. Braasche a jeho kolegii ovlivnila volba nemodifikovaného siRNA
duplexu, ktery byl i bez modifikaci zcela vyjimecné stabilni v pfitomnosti nukledz. Proto je Casto
zadouci zabyvat se vyzkumem vlastnosti jednotlivych modifikaci opakované.

Dutlezité je také srovndvat jednotlivé modifikace a typy modifikovanych duplexii mezi sebou.
Kupftikladu byly popsany plné¢ modifikované siRNA duplexy obsahujici 2'-O-methyl ribonukleotidy
a 2'-deoxy-2'-fluoropyrimidiny s velmi slibnymi vlastnostmi (Allerson et al., 2005; Koller et al.,
2006). Jesper B. Bramsen a jeho kolegové ale zjistili, ze tyto pln¢ modifikované siRNA duplexy
mohou byt pfedceny siRNA duplexy ¢asteéné modifikované LNA nukleotidy, které vykazuji lepsi
stabilitu (Bramsen et al., 2009).

V souCasné dobé se vyzkumy zaméfuji, vedle popisu novych modifikaci a detailngjsi
charakterizace modifikaci jiz osvéd¢enych, na zlepSovani moznosti syntézy nékterych modifikaci
(Jahns et al., 2015). Napiiklad velmi slibné boranofosfatové modifikaci (Hall et al., 2004; Hall et al.,
2006) se nedostalo téméf zadné dalsi pozornosti. Vzhledem K tomu, Ze pivodni prace Allison H. S.
Hallové a jejich kolegli je hojné citovana, ale nikoliv kritizovana, pfi¢inou, pro¢ se od dalsiho
vyzkumu upustilo, bude pravdépodobné né&jaky problém technického ¢i finanéniho razu. Cena siRNa
duplext je ostatné jednim z klicovych, i kdyz malo zminovanych, Kritérii pti vyvoji modifikaci,
protoze vysledna molekularni farmaka by meéla mit vedle pfijatelnych 1écebnych vlastnosti
i akceptovatelnou cenu vyroby.

Pro umoznéni skutecného vyuziti siRNA v mediciné je jeSté¢ nutné vyfeSeni mnoha otazek
a Vv neposledni fadé problému imunogenicity a cytotoxicity. Ukazuje se, Ze ackoliv jsou modifikace
siRNA velmi dilezité, jejich vlastnosti obvykle nejde zcela zobecnit a zdsadni roli hraje sekvence
SiRNA. Jednotlivé sekvence siRNA se ¢asto chovaji odli$né a proto nelze zcela spolehlivé predikovat
ucinek modifikaci. Dosavadni vyzkum ale jiz pfines] mnoho poznatkd, které jsou samy 0 sobé

hodnotné, protoze poskytuji hlubsi porozuméni problematice RNA..
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