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Abstrakt

Proces RNA interference (RNAI) je pfirozeny jev, pfi kterém dochazi prostfednictvim malych
dvouretézcovych RNA molekul (dsRNA) k posttranskripéni regulaci exprese gen(. ,Small
interfering RNA“ (siRNA) je mald dsRNA, kterou mlzeme vyuZit pro cilené umlcovani genf,
jakoZto alternativni terapeutickou Iécbu geneticky podminénych onemocnéni. Pro in vivo
aplikaci je nutné siRNA ochranit pred degradaci, abychom zajistili jeji efektivni dopraveni do
cilovych bunék pomoci sofistikovanych vektor(. Tato prace je zamérena predevsim na na
popis nevirovych vektord na bdzi kladné nabitych polymerl, tvoficich ssiRNA
polyelektrolytové komplexy (polyplexy), a povrchové modifikujicich hydrofilnich polymer(

zajistujici ochranu vektoru béhem transportu v krvi.

Klicova slova: siRNA, genova terapie, polymerni nosice |éCiv, cileny transport

Abstract

The process of RNA interference (RNAI) is a natural phenomenon posttranscriptionally
controlling gene expression by means of small double-stranded RNA molecules (dsRNA).
Small interfering RNA (siRNA) is a small dsRNA that can be used for targeted gene silencing
as an alternative therapeutic treatment of genetic diseases. For in vivo administration, siRNA
must be protected against degradation to ensure its efficient delivery to target cells using
sophisticated vectors. This work is focused on description of non-viral vectors based on
cationic polymers, forming polyelectrolyte complexes with siRNA (polyplexes), and surface-
modifying hydrophilic polymers enabling protection of the vector during its transport in the

bloodstream.
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Seznam dulezitych zkratek:

AGO

bPEI
dsRNA
HPMA

IPEI
miRNA
mRNA
PAMAM
PEG

PLL
Pre-miRNA
Pri-miRNA
PTGS

RISC

RNAI
SiRNA

protein z rodiny argonaute
vétveny poly(ethylenimin)
dvouretézcova RNA
N-(2-hydroxypropyl) metakrylamid
linedrni poly(ethylenimin)

micro RNA

“messenger” RNA
poly(amidoamin)
poly(ethylenglykol)

poly(L-lysin)

prekurzor micro RNA

primarni transkript micro RNA
“posttranscriptional gene silencing”
“RNA induced silencing complex”
RNA interference

“small interfering” RNA
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1. Uvod

Pokroky v oblasti molekuldrni biologie odhalily, Ze nejen dédicna onemocnéni, ale také cela
fada nemoci ziskanych, jsou casto genetického plvodu. Soucasna medicina ovSsem nabizi
pouze lécebné metody, které nefesi samotnou podstatu nemoci, ale zaméruji se na lécbu
symptomU a pacient je tak vétSinou odkdzan na lécbu po cely Zivot. Genova terapie a
metoda umléovani gend prostrednictvim RNA interference predstavuji alternativni zplisob
|éCby a to cilenym zdsahem v misté vzniku poruchy genetické informace. Tato metoda nabizi
moznosti léCby jak rdznych typl nadorovych onemocnéni, genetickych onemocnéni, tak i

dalSich nezddoucich fenotypa.

RNA interference (RNAI), dfive znamé také jako posttranskripéni umlcovani gent (PTGS =
post-transcriptional gene silencing) je biologicky proces, pfi némz kratké molekuly dsRNA
dokazou potlacit nebo prerusit expresi urcitého genu. Tato inhibice genové exprese je dana

predevsim degradaci specifické mRNA.

Fenomén RNAI poprvé objevili a popsali roku 1998 védci Andrew Fire a Craig C. Mello pfi
pokusech s hadatkem obecnym (Caenorhabditis elegans). Za tento objev jim byla roku 2006

udélena Nobelova cena za fyziologii a medicinu.

Mechanismus uml¢ovani gend pomoci RNAI byl nasledné popsan i u dalSich eukaryotickych
organismu, jako jsou octomilka obecna (Drosophila melanogaster) (Kennerdell and Carthew
1998), nezmar (Hydra) (Lohmann, Endl et al. 1999), rostliny (Waterhouse and Helliwell 2003)
nebo ¢lovék (McManus and Sharp 2002).

Klicovou roli v RNAi procesu hraji malé dsRNA molekuly, mezi které radime predevsim
endogenni miRNA (microRNA) a exogenni siRNA (small interfering RNA). Tyto malé dsRNA se
komplementarné vazou k cilovym mRNA a zablokuji tak translacni fazi syntézy bilkovin.

Tento proces tedy posttranskripéné zabrani expresi urcitého genu.



MicroRNA jsou prepisovany z vlastniho jaderného genomu a jsou fylogeneticky nejvice
konzervované. Jejich funkci je posttranskripéni regulace mnoha biologickych proces, véetné
bunécné proliferace a apoptdzy pti vyvoji organismu (Brennecke, Hipfner et al. 2003),
embryogeneze (Lee, Feinbaum et al. 1993) i fylogenetického vyvoje (Pasquinelli, Reinhart et

al. 2000).

Pro terapeutické ucely cileného umlcovani genl prostfednictvim RNA interference se jako
vhodna molekula ukazala siRNA. Hlavni vyhodou pouziti siRNA je dokonalé parovani bazi
s bazemi cilové mRNA. Oproti tomu microRNA neni s cilovou mRNA UpIné komplementarni a

muZe se tedy vazat i na jiné mRNA s podobnou sekvenci (Pillai, Bhattacharyya et al. 2007).

PouZiti samotné siRNA molekuly je ovSsem limitovano, jelikoZ stejné jako DNA je snadno
identifikovatelnd imunitnim systémem, rychle degradovdna nukledzami a ma nizkou
bunécnou specifitu. Proto byly vyvinuty vektory, neboli nosi¢e genetické informace, které
zajisti molekule siRNA bezpecnou a efektivni dopravu do cilovych tkani. V soucasné dobé se
vyuzivaji dva typy vektor(, a to virové a nevirové. PrestoZe virové vektory predstavuji
doposud nejefektivnéjsi systémy z hlediska prenosu genl in vivo, hlavni pozornost v této
praci bude vénovana nevirovym polymernim vektorlim, jejichz vyhodou je predevsim Siroka
strukturni variabilita, relativné snadna pfiprava ve vétSim mnoZstvi a nizka imunogenicita

(shrnuto v Huang, Wagner 1999).



2. RNA interference

2.1. Typy malych RNA molekul

Ve vétsiné eukaryotickych organismd se malé RNA molekuly nachazeji zcela pfirozeng,
velikost téchto dvouretézcovych molekul je pfiblizné 22 par nukleotid(, ale jejich délka se
muze liSit podle typu organismu. Vznikaji stépenim z delSich RNA prekurzorl, které byly
transkripci prepsany z DNA. Podle puvodu téchto RNA prekurzord rozliSujeme malé dsRNA

na exogenni a endogenni.

Mezi malé dsRNA molekuly endogenniho plvodu patfi microRNA (miRNA), coz je kratky usek
RNA (21-23 nt), patfici do rodiny malych, nekddujicich RNA, ktery vznika prepisem vlastnich
jadernych genu. Zastupci malych exogennich dsRNA jsou siRNA (,small interfering RNAs”),

méné znamé rasiRNA (,repeat-associated siRNAs”) a tasiRNA (,,trans-acting RNAs”).

Jednotlivé typy malych RNA zpUsobuji umlcovani gend na rdznych Urovnich genové exprese.
Vétsinou je vysledkem tohoto procesu degradace prislusné cilové mRNA (plsobenim siRNA,
¢aste¢né miRNA a pravdépodobné i tasiRNA). Dalsi moznosti je docasna blokace translace
MRNA (pusobenim miRNA) nebo v pfipadé rasiRNA je vysledkem modifikace chromatinu,

vedouci aZ ke zméné exprese (shrnuto v Meister and Tushl 2004).

Pfestoze malé miRNA molekuly povazujeme za spiSe endogenni, neddvné vyzkumy potvrdily
pfitomnost microRNA u viru Epstein-Barrové (EBV), ktery patfi do rodiny lidskych herpesvirt
(Pfeffer, Sewer et al. 2005). Tento fakt poukazuje na to, ze viry mohou vyuzit mechanismus

umlcovani gen( jak vlastniho, tak hostitelského genomu.

V nasledujici kapitole se budu vénovat microRNA molekuldam, které se zcela pfirozené
vyskytuji ve vSech eukaryotickych organismech. Jejich funkci je regulace genové exprese,

ktera je zcela nezbytna pro vyvoj a fungovani organismu.



2.2. Mechanismus vzniku microRNA
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Obrdzek 1: Schéma RNAI dréhy - proces vzniku a ptlsobeni microRNA na komplementdrni

MRNA. Prevzato z (Cordes and Srivastava 2009)

Jiz z vySe uvedenych poznatkd vyplyva, Ze molekuly miRNA vznikaji z delSich dsRNA
prekurzoru, které pochazeji z vlastniho jaderného genomu buriky. Jsou tedy endogenniho

plavodu.



Draha vedouci ke vzniku malych miRNA zahrnuje dva kroky. Transkripci pfislusného genu za
vzniku dlouhého mono- nebo polycistronniho primdarniho transkriptu pri-miRNA v prvnim
kroku a naslednou Upravu na pfiblizné 70 nt dlouhy prekurzor pre-miRNA, ze kterého dalSim
Stépenim vzniknou malé miRNA molekuly, neboli ,mature” microRNA. Prekurzory maji
typickou vlasenkovou strukturu, coZ znamena, Ze vytvareji duplex z jediného vlakna, kde na
jednom konci vznikd smycka a druhy konec je tvofen 3’ a 5 konci. Stfedni ¢ast vytvari
dvousroubovici diky komplementarité bazi (viz. Obrazek 1). Metodou pro analyzu genové
exprese zvané RNase protection assays (RPA) bylo zjisténo, Ze prekurzory pri-miRNA a pre-
miRNA jsou koncentrovany v jadre, kdezto samotné miRNA (,mature miRNA“) se nachazi

v cytosolu buriky (Lee et al., 2002).

Geny pro miRNA jsou prepisovany v jadife RNA polymerazou Il, pficemZz nejprve vznika
primarni transkript zvany pri-miRNA, ktery obsahuje jako vSechny primarni transkripty na
5’konci methylguanosinovanou cepicku (,,cap”), kterd chrani konec nukleové kyseliny pfed
degradaci enzymy. Na 3’ konci je tzv. polyA (polyadenylovany) konec (Lee, Kim et al. 2004),
ktery jednak zvysuje stabilitu molekuly, ale také umoznuje rozpoznavani jadernymi enzymy,
které molekulu RNA transportuji z jddra do cytoplazmy. Enzymy Ucastnici se tohoto exportu
se nazyvaji exportiny, konkrétné pro transport pre-miRNA je to Exportin 5 (Yi, Qin et al.

2003).

Primarni transkript pri-miRNA je nasledné v jadre Stépen na kratsi ~70 nt dlouhy prekurzor
zvany pre-miRNA. Stépeni je zprostfedkovano jadernou RNazou Il Drosha, kterd odstrafiuje
polyA 3’ konec a metylguanosinovou ¢epic¢ku na 5’ konci primdrniho transkriptu (Lee, Ahn et
al. 2003). Vznikly pre-miRNA prekurzor je nasledné navazan na exportni faktor a pfenesen do
cytosolu. V cytosolu se pre-miRNA navazuje na enzym Dicer, ktery zprostfedkovava vznik

finalni ~ 22nt dlouhé ,,mature” miRNA (Lee, Jeon et al. 2002).
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2.3. Prehled enzymt ucastnicich se procesu RNA interference

2.3.1. Drosha

Jak jiz bylo zminéno, enzym Drosha zprostfedkovava v jadre Stépeni dlouhého prekurzoru
pri-miRNA na ~70 nt dlouhy prekurzor pre-miRNA. Tento enzym ovSem nefunguje
samostatné, ale interaguje s dalSim proteinem a dohromady vytvafi ~500 kDa komplex
nazvany Microprocessor. Druhy enzym, znamy jako DGCR8 nebo Pasha (,partner of
Drosha“), obsahuje vazebné misto pro dsRNA molekulu. Kromé dsRNA vazebné domény na
C-konci obsahuje také druhou doménu na N-konci a to tzv. WW doménu, kterd interaguje
s oblastmi bohatymi na prolin, coZ je mimo jiné také N-termindlni konec enzymu Drosha

(Denli, Tops et al. 2004).

2.3.2. Ribonukleazovy enzym Dicer

Dulezitou roli pfi RNA interferenci hraje enzym Dicer. Tento protein fadime mezi tzv.
Ribonukledzy treti tfidy (RNdazy Ill), ktery obsahuje dvé ribonukledzové podjednotky, PAZ
doménu, helikdzovou doménu, DUF283 a dsRNA vazebnou doménu neboli dsRBD (Carmell

and Hannon 2004) .

Dvé RNazové domény katalyzuji Stépeni dsRNA prekurzoru nebo pre-miRNA vlasenky, za
vzniku malych RNA molekul o velikosti priblizné 21-23 nukleotid(, zndmych jako siRNA nebo
miRNA. Tyto dvé RNdzové domény (RNase llla a RNase lllb) vytvareji katalytické aktivni misto
intramolekularni dimerizaci domén, ktera funguje obdobné jako homodimerizace bakterialni

RN3azy Il (Zhang, Kolb et al. 2004).

Ndzev PAZ domény je odvozen od 3 proteinovych struktur: PIWI-Argonaute-Zwillige a
obsahuje 110 aminokyselin. Funkci PAZ domény je specificka vazba na dsRNA, konkrétné na
presahujici 3’ konce o 2 nukleotidy (Ma, Ye et al. 2004). Kromé toho bylo prokazano, ze PAZ
doména je také potrebnd pro produkci malych RNA (siRNA, miRNA) o specifické délce. Pokud
tato doména v enzymu Dicer chybi, vznikaji RNA produkty o riznych délkach (MacRae, Zhou

et al. 2007).



Doména, kterd se vaze na dsRNA (dsRBD) pravdépodobné hraje pouze pomocnou roli pfi
vazbé a Stépeni dsRNA molekul enzymem Dicer. PIné se podili na vazbé k dsRNA jen
v pfipadé, Ze chybi PAZ doména v Dicer enzymu, ale na rozdil od PAZ domény nema vliv na

délku produktl (Ma, Zhou et al. 2012).

Na N-terminalnim konci enzymu Dicer se nachazi velka ATPazova/helikdzovd doména
(DExD/H-box), jejiz funkce neni Uplné objasnéna, ale ma se za to, Ze je zodpovédna za
efektivni Stépeni dsRNA vlasenkovych struktur (“hairpin loop”), které jsou termodynamicky
nestabilni (Soifer, Sano et al. 2008). Déle bylo prokdzano, Zze produkce siRNA enzymem Dicer

u savcl je nezdvisla na ATP (Zhang, Kolb et al. 2002).

Funkce domény DUF283 (,domain with unknown function”) neni zcela objasnéna, ale pfi
zkoumani 3D modelu bylo zjisténo, Ze ma stejny povrch jako dsRBD a muze tak slouzit jako

dsRNA vazebna doména (Dlakic 2006).

U rlznych druhd jsou ale rozdily jak ve struktufe enzymu, tak i v ndzvech. Napftiklad u
octomilky obecné (Drosophila melanogaster) jsou k dispozici dva rGzné enzymy Dicer, které
rozliSuji vznik malych RNA molekul siRNA a miRNA. Pfi biogenezi miRNA se uplatiiuje enzym
Dicer zvany Dcr-1, ktery spolupracuje s dalSim proteinem Loquacious, cozZ je protein vazajici
se na dsRNA (Saito, Ishizuka et al. 2005). Pti vzniku siRNA, jehoZ prekurzor md narozdil od
pre-miRNA bdze v duplexu perfektné sparované, se zase uplatiiuje komplex sestaveny z Dicer

enzymu Dcr-2 a dsRNA vazajiciho proteinu R2D2 (Liu, Rand et al. 2003).

2.3.3. Ribonukleoproteinovy komplex RISC

Poté co enzym Dicer vytvoril malé RNA molekuly (siRNA, miRNA) rozstépenim z delSich
dsRNA prekurzor(, sestavuje se ribonukleoproteinovy efektorovy komplex, tvoreny nékolika
enzymy a vlaknem RNA, ktery souhrnné nazyvame RISC (,RNA-induced silencing complex”).
Tento komplex se nasledné vaze na cilovou mRNA a brani tak expresi uréitého genu, ¢imz se
dokoncuje proces umlcovani genl prostiednictvim RNA interference (Hammond, Bernstein

et al. 2000).



Pti sestavovani komplexu RISC mlzZeme rozlisit dva navazujici kroky. Prvnim krokem je tzv.
»RISC-loading”, pfi kterém dochazi k vloZzeni malych RNA duplexi do Ago proteinu. Jde o
prekurzorovou formu komplexu (pre-RISC), ktera jesté neni schopna blokace exprese a azZ
nasledné se vybira jedno vldkno z dsRNA a vznika tak zralad (,mature”) forma RISCu neboli
holo-RISC s ssRNA molekulou. Tento krok je také jinak zvany ,RISC-unwiding” (Kawamata

and Tomari 2010).

Jadrem RNA silencing komplexu jsou enzymy z rodiny argonaute. Tyto enzymy mulzeme
rozdélit podle struktur do 3 podkategorii na: (1) Argonaute-like proteiny, které jsou
odvozeny od AGO1, enzymu nalezeného u husenicka rolniho (Arabidopsis thaliana), (2) PIWI-
like proteiny, odvozené od (PIWI) nalezené u octomilky obecné (Drosophila melanogaster) a
(3) argonaute proteiny, které byly nalezeny u haddatka obecného (Ceanorhabitis elegans).
Zatimco argonaute enzymy spadajici do prvnich dvou podskupin byly nalezeny u vsech
bakterii, archei i eukaryot, enzymy z posledni podskupiny byly nalezeny pouze u hadatka

(Hutvagner and Simard 2008).

Enzymy z rodiny argonaute proteini obsahuji nékolik funkénich domén, a to N-terminalni
doménu, PAZ, Mid a PIWI doménu (viz obrazek 2). PIWI doména ma tercidrni strukturu
shodnou s enzymy patfici do rodiny RNaz H, coZ znaci, Zze ma nukleazovou aktivitu. Tento
fakt poukazuje na to, Ze argonaute je slozka komplexu RISC, ktera Stépi cilovou mRNA (Song,

Smith et al. 2004).

a ...VIFLGADV. .. .IFYRDGVS. ..IPAPAYYAHLVAF. ..
s 77 / f A ‘\
(e ( paz | Mid PIWI —
o
KSFTEQLRKISRGAGMPIQGQPCFCKYAQGADSVEPMFRHLKNTYAGLQL. . .

Obrdzek 2: Struktura argonaute proteini: a)
schéma fazeni domén struktury, b)
trojrozmérny model proteinu s navdzanou
SiRNA a mRNA. Prevzato z (Hutvagner and
Simard 2008)
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Zakladnimi komponentami, které se podili na vzniku plné funkéniho RISC komplexu u lidi jsou
Dicer snavazanou RNA molekulou, Ago2 a vazebny protein TRBP (The human
immunodeficiency virus transactivating response RNA-binding protein) (Gatignol,
Bucklerwhite et al. 1991). TRBP je RNA-vazebny protein se 3 vazebnymi doménami pro RNA,
ktery plIni hlavni funkci pfi navazovani malych RNA molekul, které jsou souédsti enzymu Dicer

na argonaute protein Ago2 (Chendrimada, Gregory et al. 2005).

JelikozZ pti Stépeni prekurzori na malé RNA molekuly enzymem Dicer vznikaji duplexy, které
jsou pfivazbé na cilovou mRNA nepouZitelné, musi nejprve dojit k odvinuti duplexu a az poté
se muze fidici (,,guide”) vldkno navazat na cilovou mRNA. Volba, které vliakno bude pouzito je
dana termodynamickou stabilitou na 5 konci siRNA a plati, Ze se pfi sestavovani RISC
komplexu inkorporuje pravé to vlakno, které ma méné stabilni 5’konec. V pfipadé siRNA je
timto vlaknem anti-sense vlakno. Tato funkéni asymetrie duplexu siRNA je dana tim, Zze 5’
konec anti-sense vldkna ma posledni bdazi U (uracil), kterd se komplementarné vaze
prostfednictvim 2 vodikovych mUstk( k A (adenin), coZz je slabsi interakce neZ v pripadé
posledni baze na 5‘ konci u ,,sense” vldkna duplexu siRNA, kde je interakce mezi C-G parem

tfemi H-mustky (Schwarz, Hutvagner et al. 2003).

2.4. Mechanismus pisobeni komplexu RISC na mRNA

Jiz dfive bylo zminéno Ze Ago2 jako centralni molekula RISC komplexu obsahuje mimo jiné
také PIWI doménu, ktera je blizce pfibuzna k RNaze H. To znamena, Ze pravé tato doména
vykonava funkci tzv. ,sliceru”, tedy molekuly schopné Stépit cilovou mRNA. Ago2 je tedy

katalytickou jednotkou konecné faze RNAI u savcll (Liu, Carmell et al. 2004).

Malé ssRNA molekuly, které jsou soucasti RISC komplexu, jsou zcela (siRNA) nebo ¢astecné
(miRNA) komplementarni k cilové mRNA a proto se muze RISC navdazat na cilovou mRNA. Po
propojeni cilové mRNA s dokonale komplementarnim vlidknem siRNA dojde ke katalytickému
Stépeni cilové mRNA mezi 10. a 11. nt od 5 konce ,guide” vlakna endonukledzovou

doménou PIWI. Tento proces je zavisly na pfitomnosti Mg®* iontd (Schwarz, Tomari et al.
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2004). RISC s neporusenym ,guide” vldknem opousti rozstépenou mRNA v nezménéném

stavu a mUZe tak Stépit dalSi mRNA.

Uvolnéna mRNA po ucinku RISC komplexu odhaluje 5’- fosfatové a 3’- hydroxylové konce,
které jsou snadno rozpoznany a Stépeny cytoplazmatickymi exonukleazami (Liu, Fortin et al.

2008).

Parovani bazi mezi cilovou mRNA a miRNA neni dokonalé a vétSinou se miRNA vazou na 3’
konec neprekladané oblasti UTR cilové mRNA. Tim zpUsobi pouze inhibici translace (nedojde
ke stépeni mRNA), pfipadné vldkno mRNA destabilizuji indukci deadenylace poly(A) na 3’
konci cilové mRNA (Wu, Fan et al. 2006).

3. Vyuziti RNAi pri lécbé onemocnéni

Objev vlivu RNA interference prostiednictvim malych RNA molekul na expresi urcitych gent
u savcich bunék (Elbashir, Harborth et al. 2001) ptivedl védce na myslenku vytvofit
terapeutika zaloZzena na RNAi. Takovéto léky by byly vhodné pro [écbu nemoci, které jsou
vyvolany poskozenim nebo chybnou funkci jednoho nebo i nékolika geni a mohly by vést
mimo jiné i k lécbé rlznych typl nddorovych onemocnéni. Prvni terapeutika zaloZzena na
RNAI, kterd postoupila do klinickych zkousek, jsou zatim pouze ta, kterd je mozné lokalné

vpravit do mista onemocnéni (Oliveira, Hogset et al. 2008).

Za prUkopniky léCiv vyuZivajicich RNAi povazujeme molekulu Sirna-027 klécbé vékem
podminéné makularni degenerace (,neovascular age-related macular degeneration”), ktera
zpUsobuje slepotu u starsich lidi. Sirna-027 je chemicky upravena siRNA molekula, ktera se
vaze na mRNA pro VEGFR-1 a redukuje tak vznik tohoto proteinu. VEGFR-1 je membranovy
receptor pro rustovy faktor, ktery stimuluje angiogenezi v sitnici a v pokrocilejsim véku
zpUsobuje u pacientli abnormalni tvorbu cév, coz je pri¢inou postupné ztraty zraku (Kaiser,

Symons et al. 2010).

11



Dalsi testovanou molekulou je chemicky modifikovana siRNA molekula s ndzvem ALN-RSVO01,
ktera se také musi aplikovat lokalné, intranazalnim podanim. Cilem této modifikované siRNA
molekuly je mRNA kédujici N-protein respiraéniho syncytidlniho viru (RSV). N-protein
zajistuje replikaci RSV a inhibice jeho syntézy vlivem ALN-RSVO1 je tedy pro virus letdlni
(DeVincenco et al. 2008).

4. Doprava siRNA do mist ucinku

4.1. Bariéry, které musi byt prekonany pfti in vivo transport molekuly siRNA

do cilové bunky
Aby mohla byt metoda umlcovani gend, prostfednictvim malych siRNA molekul, vyuZita pro
terapeutické ucely, je dulezité danou molekulu v nezménéném stavu dopravit do mista
pusobeni. PouZiti siRNA ve své nativni podobé je ale omezeno jen na lokalni aplikace, nebot
po vpraveni do organismu je tato molekula snadno detekovatelna imunitnim systémem a je
nachylna k degradaci nukleazami, které se nachdazeji v celém téle jak extracelularné, tak i

intracelularné.

Velikost a hydrofilni charakter siRNA molekul nedovoluje prichod do burky volnou difuzi, ale
musi byt buriikou endocytovany. Jelikoz vétSina bunék nemd schopnost samovolné
vychytdvat molekuly siRNA z ECM, je Zadouci zvysit jeji specifitu pritomnosti néjakého
transfekéniho ligandu, napfiklad protilatky proti vhodnému antigenu (Song, Zhu et al. 2005).
DalSim problémem je také prichod siRNA z krve do cilové tkané skrz endotel krevnich kapilar
(extravazace). Endotel je kryci epitel cév obsahujici tésné spoje mezi bunkami, ktery
nedovoluje volny prichod mezibunéénymi prostorami. Snadny transport z krve do tkané ma
siRNA pouze v mistech, kde je endotel fenestrovany, jako je tomu v jatrech nebo ledvinach

(White 2008).
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Pokud se podati molekule siRNA proniknout do buriky endocytézou, nastava dalsi problém, a
to uniknout z endosomu, aby mohla pfrijit do kontaktu s RISC komplexem, ktery je situovany

v cytoplazmé bunky (White 2008).

Redenim, jak tyto bariéry eliminovat a efektivné dopravit molekulu siRNA do cilové tkanég, je
pouziti vhodného vektoru. To je struktura, ktera molekulu siRNA ochrani a pomlze ji
Uspésné transportovat do cilové tkané. Vektor Ucinny in vivo by mél rovnéz zajistit efektivni

unik siRNA z endosom a poté ji uvolnit v cytoplasmé.

4.2. Vektory pro siRNA

Transportni molekuly mizeme rozdélit do dvou podkategorii, které se lisi svym plvodem,

strukturou i mechanismem transfekce.

4.2.1. Virové

Viry jakoZto nosice genetické informace jsou velice oblibené a to hned z nékolika divodU. Za
prvé to je jejich pfirozend schopnost importovat vlastni geneticky material do bunky a za
druhé vysoka tkanova specifita, ktera vede k efektivnimu dopraveni genetického materidlu
do pfislusné tkané. BohuZel, maji také své nevyhody, které omezuiji jejich Sirsi vyuZiti v in
vivo podminkdach. Virus, jakoZto vysoce infekéni vnitrobunécény parazit, mGze vyvolat
imunitni reakci organismu, pfipadné organismus nevratné infikovat a poskodit (Castanotto
and Rossi 2009). Dalsi nevyhodou je neschopnost nést nativni siRNA, ale pouze

inkorporovanou do vlastniho genomu.

Prikladem vyuZiti mGzZe byt geneticky modifikovany adenovirovy vektor se zabudovanou
siRNA proti PTTG-1 (pitularity tumor transforming gene- 1) kddujici protein sekurin. PTTG-1
je gen, ktery se ve zvySené mife exprimuje ve vétsiné lidskych nadorli a stimuluje zde
zvysenou expresi rastovych faktor(. Pri aplikaci adenovir(i se zabudovanou siRNA proti PTTG-

1 dochazi k ¢astecné inhibici exprese PTTG-1 v hepatocytech (Jung, Yoo et al. 2006).
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Dalsim ptikladem testovaného virového nosice pro transport siRNA je retrovirus, do jehoz
genomu byla inkorporovana siRNA komplementarni k mRNA kdédujici protein p53 (Liu, Liu et
al. 2004). Protein p53 je transkripcni faktor, ktery reguluje expresi nékolika gen(, zejména
téch, které ovliviuji déleni bunék nebo programovanou bunéénou smrt. Jejich nevyhodou je

predevsim nizka specifita a vysoka mutagenicita.

4.2.2. Nevirové

Mezi nevirové nosice fadime dvé velké podkategorie: (1) nosiCe zaloZzené na
vodorozpustnych kladné nabitych lipidech, které tvoti s nukleovou kyselinou komplexy zvané
lipoplexy a (2) kladné nabité polymerni nosic¢e (polykationty), tvofici komplexy s NK zvané
polyplexy. Vyhodou nevirovych nosi¢i je predevsim jejich nizkd imunogenicita, coz je
schopnost vyvolat imunitni odpovéd, a relativné snadnd pfiprava ve vétSim mnozstvi. Na
druhou stranu maji ve srovnani s virovymi vektory velmi nizkou bunéénou specifitu a horsi

schopnost uvolnit NK v cytoplasmé, (David, Pitard et al. 2010).

4.2.2.1. Lipidové nosice - LIPOPLEXY

Kationtové lipidy jsou amfifilni molekuly sloZzené z kladné nabité hydrofilni ,hlavy” a
hydrofébni ¢asti tvofené lipidovym rfetézcem. Tyto slouéeniny vytvareji ve vodném roztoku
tzv. liposomy, neboli vacky (vesikuly) slozené z fosfolipidové dvojvrstvy, které maji podobnou
strukturu jako biologické membrany. Uvnitf maji volny prostor, ktery mlze byt naplnén
molekulami hydrofilni povahy, jako jsou napf. NK. Takto maskovana NK neni imunitnimi
burikami rozpozndna jako patogen, proto se lipidové nosice ¢asto vyuzivaji pfi dopraveé léciva

do cilové tkané (Wang, Lu et al. 2010).

Nukleové kyseliny jsou za fyziologickych podminek zaporné nabité molekuly, které
elektrostaticky interaguji s kladné nabitymi lipidy za vzniku komplexu = lipoplexu (Birchall,
Kellaway et al. 1999). Mechanismus, ktery lipidové nosice vyuzivaji k praniku a naslednému

uvolnéni NK v burice, nazyvdme liposomdlni transfekce (,lipofection”) a je zaloZen na
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endocytdze, jelikoZ dojde ke splynuti membrany liposomu s plazmatickou membrdanou cilové

bunky (Felgner, Gadek et al. 1987).

Mezi kationtové lipidy Siroce vyuZivané pro ptipravu liposomalnich vektorl patfi naptiklad
DOTAP (1,2-dioleoyl-3-trimethylammonium-propan), a to predevsim diky jeho vysoké
transfekéni schopnosti. Pfi in vivo pokusech bylo ale zjisténo, Ze komplexy siRNA/DOTAP

spousti imunitni reakci. (Ma, Li et al. 2005).

Dale byly studovany liposomy zaloZené na analogu kardiolipinu (CCLA), které byly sestaveny
z CCLA-DOPE lipida (DOPE = dioleyl-fosfatidylethanolamin, neutrdlni lipid). Komplex siRNA
s CCLA-DOPE lipidy vykazoval mensi toxicitu i vyssi transfekci nez vySe uvedené lipoplexy

nejen pfi pokusech in vitro, ale také in vivo (Chien, Wang et al. 2005).

Vyhodou struktury liposomu je, Ze muize byt do jeho membrany zaclenén ligand, ktery bude
lipoplex smérovat do cilovych bunék, které budou mit v membrané receptor pro dany ligand.
Bylo ukdzano (viz nize), Ze takovéto modifikované liposomy jsou efektivnéjsi v dopravé léciva

do specifickych cilovych buriek.

Prikladem muze byt tfeba liposom s mandzovym ligandem, ktery ucinné sméruje lipoplex do
makrofagl (Hattori et al. 2004) nebo liposom s galaktézovym ligandem pro dopravu |éciva
do hepatocytl (Kawakami et al. 2000). Dal$i mozZnosti, jak dosdhnout efektivniho dopraveni
lipoplexu do cilové tkané, muize byt také navazani protilatek na membranu liposomu, pak se

jednd o imunoliposomy (Wright a Huang 1989, podle Inoue et al. 2006).

4.2.2.2. Polymerni nosice - POLYPLEXY

Polymerni nosice na bazi syntetickych a prirodnich polykationtl jsou vhodnymi kandidaty
pro transport siRNA molekul do cilovych bunék, zejména z toho dlivodu, Ze maji nizkou
imunogenicitu, predstavuji také nizsi mutagenni riziko nez viry, a jsou snadnéji ptipravovany

a modifikovany.
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Mezi nejéastéjsi syntetické polymery vyuzivané k transportu siRNA patfi poly(ethylenimin)
(PEI), poly(amidoamin)ové (PAMAM) dendrimery, poly(L-lysin) (PLL) a poly(N,N-
dimethylaminoethylmetakrylat) (PDMAEMA). Z pfirodnich polymernich nosicd mlzeme

jmenovat naptiklad chitosan, ¢i atelokolagen (David, Pitard et al. 2010).

Kladné nabité polymerni vektory (polykationty) nesou ve svych strukturach velké mnozstvi
pozitivné nabitych skupin (zejména rlznych typl aminoskupin, které jsou pfi fyziologickém
pH 7,4 zvétsi Casti protonované), které interaguji se zaporné nabitymi fosfatovymi
skupinami na NK. V zavislosti na poméru ndboji obou sloZek vytvareji spontanné tyto dvé
molekuly ve vodném prostiedi kompaktni sférické ¢astice zvané polyplexy (Lankalapalli and
Kolapalli 2009). Bylo zjisténo, Ze velikost a stabilitu polyplex{ Ize ovlivnit fadou faktor(, jako
jsou typ a moldrni hmotnost polykationtu, iontova sila prostfedi nebo pomér ionizovatelnych
skupin obou polyelektrolyt(. Jelikoz jsou polyplexy zpravidla pfipravovany pfi prebytku

polykationtu vici NK, je vysledny povrchovy naboj komplexu kladny.

Obrazek 3: Mechanismus uniku polyplexu z endosomu po pohlceni burikou v dusledku jevu
nazyvaného ,,proton sponge effect”. Pfevzato z (Nel, Madler et al. 2009)
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Kladny povrchovy ndboj polymer( je dulezity nejen pro tvorbu komplext s NK, ale také
usnadnuje vazbu vysledného komplexu na zaporné nabitou membranu bunék (Mislick and
Baldeschwieler 1996) a umoznuje Unik polyplexu z endozomu. Endozom, jakoZto organela
s kyselym prostfedim si udriuje pH v hodnotach 4-5, pomoci vtoku H* ionti protonovou
pumpou v membrdné. Kyselé prostfedi endozom( je dulezité pro cinnost hydroldz a

degradaci endocytovanych organickych latek.

Po pohlceni burnkou se polyplex dostdvda do endozomu s nizkym pH a pfitomné vodikové
ionty se postupné navazuji na aminoskupiny polyplexu, které v extracelularnim prostredi
dosud protonované nebyly. Do endozomu se transportuji daldi H" ionty, které dale sniZuji pH
prostfedi, coZ zpusobuje otevirdni aniontovych kanalli v membrané endozom( a vtok CI
iontd dovnitf, které kompenzuji kladny naboj. Zvysena koncentrace iontd v endozomu
zpUsobi zvyseni osmotického tlaku, nebot zaroven s ClI" ionty vstupuje dovnitf také voda, cozZ
vede k prasknuti organely (tzv. osmotické botnani endozom(). Tento mechanismus Uniku
polyplexu z endozomu se nazyva efekt protonové houby (,proton-sponge effect”) (viz
obrazek 3) a je charakteristicky pro polykationty obsahujicici aminoskupiny s rGznou
hodnotou pK,. Typickym predstavitelem takovych polykationt( je napf. vétveny PEI (Akinc,
Thomas et al. 2005).

Pozitivni ndaboj na povrchu polyplexi ma také své nevyhody. Kladné nabité polyplexy v in
vivo podminkach nespecificky interaguji se zaporné nabitymi sérovymi komponentami, jako
jsou IgG nebo albumin, za vzniku rozmérnych agregatll, které jsou dobfe rozpoznatelné
bufikami imunitniho systému a nasledné odstranény z organismu. Tyto interakce mohou
vyznamné zkratit dobu cirkulace polyplexd v krevnim fecisti a zabranit efektivnimu

dopraveni molekuly siRNA do cilové buriky (Zelphati, Uyechi et al. 1998).

Reenim tohoto problému maze byt navazani hydrofilniho polymeru na povrch polyplexu,
¢imz se skryje jeho kladny ndaboj na povrchu. Prikladem takovychto hydrofilnich
modifikujicich polymeru jsou predevsim poly(ethylenglykol) (PEG) nebo kopolymery na bazi

N-(2-hydroxypropyl)metakrylamidu (HPMA).
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4.2.2.2.1. poly(L-lysin) (PLL)

PLL je jeden z prvnich nevirovych nosi¢l uzivanych pro transport genetického materidlu do
cilovych bunék (Wu 1987). PLL je polypeptid tvofeny opakujicimi se jednotkami bazické
aminokyseliny L-lysinu, ktera obsahuje primarni aminoskupinu v bo¢nim fetézci. Nevyhodou
PLL jako nosice NK je pravé pritomnost pouze primarnich aminoskupin, které nevykazuji
v kyselém prostrfedi endosom dostatecnou pufrovaci kapacitu a nedochazi tak k uc¢innému
endosomalnimu uniku pomoci ,proton-sponge effect” (Pietersz, Tang et al. 2006). Z tohoto
dlvodu byl vyvinut roubovany kopolymer tvoreny kombinaci dvou typa polyaminokyselin
poly(L-lysinu) a poly(L-histidinu) s rlznou bazicitou aminoskupin, ktery umozroval

efektivné;jsi unik polyplexu z endosomu (Benns, Choi et al. 2000).

4.2.2.2.2. poly(ethylenimin) (PEI)

Polyethylenimin je polykationtovy polymer, ktery se ¢asto vyuzivd jako nosi¢ nukleovych
kyselin, jak DNA (Boussif, Lezoualch et al. 1995), tak siRNA molekul (Aigner, Fischer et al.
2002).

RozliSujeme 2 konstitu€ni (strukturni) izomery: linearni PEI (IPEI) a vétveny PEl (bPEI).
Linedrni PEl je sloZen z opakujicich se jednotek [CH,CH,NH], a obsahuje v hlavnim

polymernim fetézci pouze sekundarni aminoskupiny (-NH-).

Vétveny PEI mlze dle miry vétveni obsahovat primarni (-NH,), sekundarni (-NH-), i tercidrni
aminy (-N=), které maji rozdilné hodnoty pK,. Diky tomu ma bPEI velkou pufraéni kapacitu.
Stupen protonace jeho aminoskupin stoupa z 20% na 45% pfi prechodu z pH 7 do kyselejsiho
pH 5 v endosomu, coZ ma za nasledek jiz zminény ,proton sponge effect” (shrnuto v Behr

1997).

Dalsi vyhodou bPEI je také snadnéjsi priprava, a to polymeraci aziridinu za otevreni kruhu.
Kdezto IPEI se syntetizuje predevsim hydrolyzou poly(2-ethyl-2-oxazolin)u (Brissault, Kichler

et al. 2003).
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Podle délky polymerniho fetézce rozliSujeme poly(ethylenimin) s malou molekulovou
hmotnosti LMW-PEI (,,low molecular weight PEl), jehozZ velikost je cca do 25 kDa a HMW-PEI
(high molecular weight PEI) s velkou molekulovou hmotnosti v rozmezi 25 — 800 kDa.
Zaroven plati, ze vétveny HMW-PEI mda pomér jednotlivych aminoskupin primarni :
sekundarni : terciarni roven zhruba 1:1:1, kdezto LMW-PEI ma tento pomér zhruba 1:2:1. To
znamend, ze HMW-PEI je vice rozvétveny nez LMW-PEI. Vyhodou vyssiho stupné vétveni je
predevdim vy3si hustota kladného naboje po protonizaci H* v kyselém prostiedi endozomd,
¢imz se zvysuje efektivita Uniku polyplexu do cytosolu. Ovsem syntéza HMW-PEI vede k vyssi
polydisperzité vysledného produktu, coZz znamend, Ze produkt obsahuje PEl s velkym
rozptylem molekulovych vah 10* a7 10’ Da. Dalsi nezadouci vlastnosti HMW-PEI je vysokd
cytotoxicita, kterd je dana vysokou afinitou k vnéjsi strané plazmatické membrany buriky,
kdy se na povrchu bunék tvori obrovské klastry PEI o velikosti desitek mikrometr(, které jsou
lehce rozpoznatelné pro buriky IS. LMW-PEl ma naopak nizsi polydisperzitu a tvofi pouze
malé agregdty nalepené na membranu bunék o velikosti desitek nanometr(i, které jsou
nenapadnéjsi a zadroven snadnéji prostupuji do buriky nespecifickou pinocytézou (Fischer,

Bieber et al. 1999).

Optimalni velikost polyplexd je do 150 nm, coZ je limit pro nespecifickou klathrinem
zprostiedkovanou endocytézu. Mensi molekuly mohou vstupovat do bunky také

mikropinocytdézou, coz je mechanismus na klathrinu nezavisly (Bishop 1997).

Velikost polyplex zavisi nejen na velikosti PEl, ale také na typu konstitu¢niho izomeru
(linedrni vs. rozvétveny) a na molarnim poméru amint PEI a fosfatd siRNA (,,N:P ratio“). Pfi in
vitro pokusech s bPEI, M = 800 Da a 25 kDa a IPEl, M = 22 kDa s rdznymi moldrnimi poméry
N:P bylo zjisténo, Ze nejvhodnéjsim vektorem pro siRNA je bPElI o velikosti 25 kDa
v molarnich pomérech 6:1 a 8:1. Nizkomolekuldrni IPEI (M = 800 Da) nevytvarel s siRNA
polyplexy mensi nez 195 nm. Nejmensi 22 kDa IPEI-siRNA polyplexy mély v priméru 155 nm

pfi molarnim pomeéru 8:1 (Grayson, Doody et al. 2006).

Z téchto vyzkuma vyplyva, Ze polymery s vétsi molekulovou hmotnosti a hustotou naboje
dokazou NK lépe kondenzovat a vytvofit tak kompaktnéjsi a mensi komplex. Na druhou

stranu vzniklé polyplexy maji na svém povrchu velkou hustotu kladného naboje, ktery jednak
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zvySuje cytotoxicitu agregaci na povrchu bunky a za druhé ma za ndsledek adsorpci zaporné

nabitych sérovych proteinl z krve.

Kladny naboj na povrchu polyplexd mlze byt v pfipadé bPEI snizen napfiklad zdménou 10%
aminoskupin polymeru za zaporné nabité karboxylové skupiny reakci s kyselinou
butandiovou (Wagner 2012). Dal$i mozZnosti je kladny ndboj na povrchu eliminovat obalenim

polyplexu hydrofilnim polymerem, jak jiz bylo dfive zminéno.

4.2.2.2.3. Dendrimery

Dendrimery byly poprvé pfipraveny a charakterizovdany jako symetricky vétvené,
monodisperzni, syntetické makromolekuly (oligomery), které vznikaji fizenou syntézou

z iniciac¢niho jadra (,,core”) (Tomalia et al. 1985, podle Twyman et al. 1999).

Dendrimery pouzivané pro transport NK zpravidla nesou na svém povrchu kladné nabité
aminoskupiny, které samovolné interaguji s fosfatovymi skupinami siRNA za vzniku
kompaktnich kulovitych nanocastic o velikosti 60-110 nm.. Jejich vyhodou je predevsim
kontrolovatelna velikost, tvar a také moZnost kovalentni modifikace jeho povrchovych

aminoskupin bunécéné specifickymi ligandy (Dufes, Uchegbu et al. 2005).

Mezi nejvyznamnéjsi dendrimery vyuzivané jako nosic¢e genetické informace patfi predevsim

poly(amidoamin) (PAMAM) a poly(propylenimin) (PPI).

Centralni molekulou (inicia¢nim jadrem) PAMAM dendrimer( je alkylendiamin, nejcastéji
ethylendiamin, ktery reaguje s methylakryldtem za vzniku nulté generace (Gy) PAMAM.
Nasledné reakce vedou ke vzniku vysSich generaci. Koneény produkt obsahuje uprostred
centrdlni molekulu, pravidelné uspofddané postranni vétve vychazejici vidy z tercidrnich
aminoskupin a povrch molekuly tvofi kladné nabité primarni aminoskupiny (viz obrazek 4).
Aminoskupiny se podileji na elektrostatickych interakcich s fosfatovymi skupinami NK za
vzniku kompaktni castice a zaroven funguji jako ,protonové houby” pro uvolnéni NK

z endozomu do cytoplazmy (Zhou, Wu et al. 2006).
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Nejlepsi vysledky pro cilené umlcovani gend komplexem PAMAM/siRNA byly zaznamenany u
komplex(, které obsahovaly siRNA a PAMAM dendrimer G; v poméru N/P= 10-20. U¢innost

umlceni genu timto komplexem byla okolo 80% (Zhou, Wu et al. 2006).

Kladny naboj na povrchu dendrimer/NK komplexi ma, stejné jako v pfipadé ostatnich
polykationt/NK komplexu, fadu nevyhod spojenych s in vivo aplikaci (viz vyse). Cytotoxicita
maze byt u PAMAM/NK komplexu redukovana modifikaci povrchovych primarnich
aminoskupin. Pro dopravu siRNA je mozné pouZit napf. acetylaci povrchovych aminoskupin,
pfipadné zaména povrchovych aminoskupin za hydroxy skupiny (Patil, Zhang et al. 2008).
Takto modifikované PAMAM dendrimery jsou na povrchu neutralni, pficemzZz uvnitf maji
kladny naboj, ktery je ovSem nedostatecny pro interakci se zdporné nabitymi siRNA.
Tercidrni aminoskupiny uvnitf PAMAM dendrimeru mohou byt ¢astecnékvarternizovany.
Vzniklé kvartérni amoniové skupiny jsou schopné utvaret elektrostatické komplexy s siRNA

(Sideratou, Tziveleka et al. 2006).

HN_
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: <NH
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HN— " O _NH o J%Nf H
NH;
N o NH,
Hh o 0)—\N\ . NHI )(
T P y
“ d e <0
HN/\/N N )
o R p ;

0
V NH;

HN—,
HN—"N :L o \—NH,

PAMAM G 2

Obrdzek 4: Struktura PAMAM dendrimeru G2 generace. Prevzato z (Troiber and Wagner
2011)
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4.3. Povrchova modifikace vektori pro dopravu NK pomoci hydrofilnich
polymeru

Negativni dopady kladného povrchového naboje polyplexd, jako zvySeni cytotoxicity vlivem

agregace na povrchu membran bunék nebo nespecifické interakce se sérovymi

komponentami jiz byly zminény v predeslé kapitole o polyplexech (4.2.2). Omezit tyto

nezadouci vlivy mizeme kovalentnim navazanim hydrofilniho polymeru, ktery vytvori husty

hydrofilni obal obklopujici vektor. NejvyuZzivanéjSimi hydrofilnimi polymery jsou

poly(ethylenglykol) (PEG) a kopolymery na bazi N-(2-hydroxypropyl) metakrylamidu (HPMA).

Jednou z mozZnosti vytvoreni hydrofilniho obalu na povrchu polyplexu je navazani

hydrofilniho polymeru (viz obrazek 6) na jiz vytvoreny polyplex. Druhou mozZnosti je pouzit

7 ee

a)
A B
¥ + : Obrdzek 5. Schematické zndzornéni
- | i struktury a) diblokového kopolymeru a b)
1 + roubovaného kopolymeru, kde A je
kladné nabity  polymerni blok a B je
A hydrofilni polymerni blok
b) + 4

PEGylace, neboli proces navazani PEG molekuly na povrch vektoru, redukuje interakci
sérovych proteinl s povrchem polyplexu. Bylo ukazano, Zze PEGylované polyplexy jsou
efektivnéjSimi systémy z hlediska dopravy siRNA molekuly in vivo, jelikoz mohou déle
cirkulovat v krvi a maji tak vétsi Sanci proniknout do cilovych bunék (Ogris, Brunner et al.

1999).
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Pro oddéleni hydrofilniho PEG obalu od polyplexu v burice se da vyuZit pH senzitivni vazba
mezi témito dvéma makromolekulami, kterd se v kyselejSim prostfedi endozom( rozpadne
(Knorr, Allmendinger et al. 2007). Odstranéni ochranného obalu umozni snazsi uvolnéni NK

z komplexu v cytoplasmé.

DalSim prikladem intracelularné odstépitelného polymeru je reaktivni multivalentni
kopolymer na bazi pHPMA, ktery ma pres spojky obsahujici disulfidické muUstky navazané
reaktivni karbonylthiazolidin-2-thionové skupiny (TT). TT skupiny ochotné reaguji
s aminoskupinami na povrchu polyplexd, za vzniku hustého, hydrofilniho obalu, ktery chrani
povrch vektoru. Tento obal sevbunkiach oddéli cinnosti pfirozené se vyskytujiciho
redukéniho Cinidla glutathionu (GSH), ktery Stépi pritomné disulfidické mustky (Kostka,
Konak et al. 2011).

Tyto hydrofilni polymery vyuZzivané pro maskovani kladného naboje na povrchu polyplex( se
daji vyuzit také na ochranu lipoplexl a virovych vektoru. Jednak se zvysi doba jejich cirkulace

v krvi, a zaroven se sniZi cytotoxicita ¢astic.

Intracellular polymer

polycation PEC
coat release

Py

+ T +++ RISC

AKX + Y-

\/\?\/ activated RISC
V association with targeted mRNA

target mRNA cleavage

éw

Reactive %

- polymer
PEC Nucleus .

Obrazek 5: Schéma vzniku polyplexu s hydrofilnim obalem a uvolnéni dsRNA v burice Prevzato
z (Kostka, Konak et al. 2011)
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5. Zaver

V této bakalarské praci jsou shrnuty zdkladni poznatky o mechanismu plsobeni RNA
interference prostfednictvim malych dsRNA molekul. Uml¢ovani geni pomoci RNAi mizeme
vyuzit jako alternativni zplsob lé¢by napfiklad geneticky podminénych onemocnéni nebo
nadorovych onemocnéni. Vhodnou molekulou pro cilené uml¢ovani gen( se jevi mald dsRNA

molekula exogenniho plvodu zvand siRNA.

Pti in vivo aplikaci musi molekula siRNA, stejné jako ostatni terapeutika, prekonat fadu
prekazek, aby byla v nepozménéné podobé dorucena do mista urceni. Proto byly vyvinuty
sofistikované nosice (vektory), které molekulu siRNA ochrani v pribéhu transportu a zajisti

tak jeji efektivni doruceni do cilovych bunék.

Tato prace byla zamérend zejména na popis polymernich vektorl nevirového plvodu
vhodnych pro terapeutické Ucely. Velkd pozornost je jim vénovana kvdli jejich snadné

pfipravé a vyhodnym fyzikdlné-chemickym a biologickym vlastnostem.

Pro pfipravu vektorl jsou pouzivany jednak kationtové polymery, které se zdporné
nabitou molekulou siRNA vytvareji polyelektrolytické komplexy (polyplexy); druhou skupinu
predstavuji reaktivni hydrofilni polymery, které jsou uréené pro povrchovou modifikaci

polyplexd.

Vyzkum povrchové modifikovanych vektorld by mohl vést k vytvoreni idealniho vektoru,
ktery by byl schopen prekonat vsechny bariéry pfi in vivo aplikaci.To by mohlo vést k uc¢inné

[é€bé tézko |écitelnych onemocnéni s minimalnimi vedlejSimi ucinky
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