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MikroRNA vstupuji do klinického testovani

MicroRNAs Enter the Clinical Trials

Slaby 0.2

"Klinika komplexni onkologické péce, Masaryklv onkologicky Ustav, Brno
2Stfedoevropsky technologicky institut, skupina Molekuldrni onkologie Il - solidni nddory, Brno

MikroRNA (miRNA) tvofi pocetnou sku-
pinu endogennich kratkych nekéduji-
cich RNA, pfiblizné 18-25 nukleotid
dlouhych, které tlumi translaci vazbou
na cilové mRNA. Poc¢et miRNA neustale
narQstd, posledni verze databaze miR-
Base (verze 18 z listopadu 2011) zahr-
nuje vice nez 1 000 anotovanych miRNA
v lidském genomu a predpoklada se, ze
toto Cislo se jesté vyznamné navysi, pro-
toze mnoho miRNA stale ¢ekd na svou
experimentalni validaci. Na zékladé bio-
informatickych predikci se predpoklada,
Ze miRNA maiji potencidl regulovat az
polovinu kédujicich gent v lidském ge-
nomu a kazdd miRNA muize regulovat
fadové stovky cilovych mRNA [1]. Sek-
vence miRNA jsou vysoce sekvencné
konzervované i napfi¢ ne zcela pfibuz-
nymi organizmy, coz naznacuje jejich
podil na esencialnich biologickych pro-
cesech. Dnes uz je obecné akceptovano,
ze miRNA hraji zasadni role v procesech,
jako jsou vyvoj, diferenciace, proliferace
¢i apoptdza, a podileji se na regulaci
kmenovych vlastnosti bunék, imunit-
niho systému nebo nadorové transfor-
maci. MiRNA byly objeveny pred 17 lety
tymem Victora Ambrose. Tato vyzkumna
skupina popsala, Ze lin-4, zndmy gen po-
dilejici se na vyvoji hlistice Caenorhabdi-
tis elegans nekdéduje protein, ale misto
toho vede ke vzniku 22 nukleotidd
dlouhé RNA, kterd, jak se nasledné uka-
zalo, interaguje s mRNA genu pro lin-14
a tlumi jeho translaci [2]. Tato fascinujici
forma regulace genové exprese, kdy se
malad RNA véze na jinou RNA, byla pfehli-
Zena vice nez 30 let. MiRNA zUstavaly ne-
detekovany, pravdépodobné proto, ze
snahy ,lovcd gend” se soustfedily prede-

vsim na dlouhé mRNA, kratké RNA z to-
hoto hlediska nepredstavovaly zajimavy
cil. Protoze funkce miRNA nebyla zndma,
byly tyto kratké RNA plvodné povazo-
vany za odpadni RNA. Od puvodni prace
popisujici funkci lin-4 u hlistice jiz bylo
nabyto mnoho novych poznatku o fun-
govani robustni post-transkripéni regu-
la¢ni sité miRNA, aZ v roce 2006 ziskali
Andrew Z. Fire a Craig C. Mello Nobe-
lovu cenu za fyziologii nebo medicinu za
popis jevu RNA interference a zpUsobu,
jak miRNA reguluji genovou expresi [3].
Enormni zdjem odborné vefejnosti
o tuto problematiku nejlépe demon-
struje nardst poctu novych praci indexo-
vanych kazdoro¢né v databézi PubMed
v pribéhu poslednich 10 let. Priblizné
tietina téchto praci je vzdy vénovéna
studiu miRNA u nadorovych onemoc-
néni (obr. 1). Téchto v souctu pfiblizné
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Sest tisic praci poukazalo nejen na
zcela zasadni vyznam miRNA v mole-
kuldrni patologii nddorovych onemoc-
néni, ale i na jejich mozné vyuziti v kli-
nické praxi, a to jak v diagnostice, tak
v terapii [4,5]. Ziskané poznatky vedly
k vytvoreni biotechnologickych spolec¢-
nosti zamérenych na diagnostiku za-
lozenou vyhradné na detekci miRNA,
jako je napfiklad Rosetta Genomics

B ,microRNA" a,cancer”
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Obr. 1. Pocet novych publikaci v databazi medicinskych informaci PubMed pfi zadani
klicového slova,microRNA” nebo kombinace ,microRNA” a,,cancer”.
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Tab. 1. Pfehled nejvyznamnéjsich farmaceutickych spole¢nosti zabyvajicich se vyvojem léciv cilenych na miRNA.

Spole¢nost

Santaris Pharma
(http://www.santaris.com/)
Aliance

Pfizer, GlaxoSmithKline
Regulus Therapeutics
(http://www.regulusrx.com/)
Aliance

GlaxoSmithKline, Sanofi
Mirna Therapeutics
(http://www.mirnatherapeutics.com/)

Miragen Therapeutics
(http://www.miragentherapeutics.com/)
Aliance

Servier, Santaris Pharma

(http://www.rosettagenomics.com/), ale
také farmaceutickych spolec¢nosti vyvi-
jejicich nové léky cilici miRNA (tab. 1).
K nejvyznamnéjsimu momentu v této
oblasti doslo v zafi roku 2010, kdy prvni
Iék na bazi miRNA vstoupil do faze 2 kli-
nického hodnoceni [5].

V zavislosti na funkci miRNA a jejim
stavu v nadorové tkani existuji dvé za-
kladni strategie, jak cilit miRNA v terapii
nadorovych onemocnéni: inhibi¢ni (vy-
uziti antagonist — anti-miRs) a substi-
tucni (vyuziti miRNA mimics).

Antagonisté miRNA (anti-miRs) jsou
vytvareny s cilem tlumit endogenni
miRNA, u kterych doslo v nadorové
tkdni k patologické aktivaci. Tento pfi-
stup je koncepéné podobny jinym in-
hibi¢nim [ékam, které cili produkt jed-
noho genu, jako jsou napfiklad malé
interferujici RNA (siRNA) nebo nizko-
molekularni inhibitory, a zahrnuje iden-
tifikaci miRNA specifické pro dané one-
mocnéni (terapeuticky cil) a vyvoj nové
molekuly s dostate¢nou specificitou a in-
hibi¢ni aktivitou. BEhem tohoto procesu
muze tato miRNA slouzit jako biomar-
ker farmakokinetickych a farmakodyna-
mickych vlastnosti vyvijeného antago-
nisty. Nejvice uzivand strategie k tlumeni
miRNA je zaloZena na pouziti jednofe-
tézcovych oligonukleotidl s komple-
mentarni sekvenci k cilové miRNA. Cukr-
fosfatova patef téchto antagonistl je
chemicky modifikovana tak, aby zvysila

Zaméreni a pipeline

vyvoj léciv zalozenych na bazi jednotetézcovych oligonukleotidd s patentova-
nou LNA (Lock Nucleic Acid) modifikaci, predevsim miRNA antagonistu (anti-
miR terapie), u metabolickych, infekénich, nddorovych onemocnéni a vzacnych

genetickych chorob

vyvoj léciv zaloZzenych na bazi jednofetézcovych oligonukleotidd s paten-
tovanymi chemickymi modifikacemi (cET, MOE), pfedevsim miRNA antago-
nistl (anti-miR terapie), u metabolickych, fibrotickych, infek¢nich a nadorovych

onemocnéni

vyvoj protinadorové terapie cilici miRNA, pfedevsim substitu¢niho charakteru,
tzv. miRNA replacement therapy, za pouziti chemicky modifikovanych dvoure-
tézcovych oligonukleotidli oznac¢ovanych jako miRNA mimics

vyvoj léciv zaloZzenych na pouziti jednofetézcovych inhibi¢nich oligonukleotid(
oznacovanych AntimiRs a dvouretézcovych substitu¢nich oligonukleotid(i ozna-
¢ovanych jako ProMirs pfedevsim u kardiovaskuldrnich onemocnéni; vyuziva li-
pozomalni formulaci SMARTICLES licencovanou spole¢nosti Marina Biotech

jejich afinitu k cilové miRNA a zlepsila je-
jich farmakokinetické vlastnosti, pfede-
vsim je chranila pfed degradaénim ucin-
kem nukledz (2-O-methylace, LNA — Lock
Nucleic Acids, fosforothioatova vazba
a dalsi). Vyslednd molekula vétSinou
kombinuje vice typd modifikaci. Dle typu
modifikaci pak byly tyto oligonukleotidy
historicky oznacovany jako antagomiRs,
anti-miRs apod., dnes je pro antagonisty
obecné pouzivan termin anti-miR. Vyvo-
jem antagonistll miRNA se zabyvaiji pre-
devsim spolec¢nosti Santaris Pharma,
Regulus Therapeutics a miRagen The-
rapeutics. Produkt danské spole¢nosti
Santaris Pharma miravirsen (SPC3649)
Uspésné ukoncil fazi 2a klinického hod-
noceni v 1écbé hepatitidy typu C (HCV).
Miravirsen je LNA-antimiR™ oligonu-
kleotid cilici miR-122, ktera je specificka
pro jaterni bunky a je nezbytna k repli-
kaci HCV.Vzhledem k tomu, Ze miravirsen
na rozdil od konvencnich antivirotik p0-
sobi na hostitele, a nikoliv virus samotny,
je pravdépodobnost vzniku rezistence
nizka. Oligonukleotidy nejsou metaboli-
zovany pres CYP450, nybrz nukledzami,
coz vyznamné eliminuje problém s Iéko-
vymi interakcemi [5,7]. V oblasti vyuziti
antagonistd miRNA v protinadorové te-
rapii je doposud nejdéle spole¢nost Re-
gulus Therapeutics, ktera tspésné ukon-
Cuje preklinické testovani anti-miR-21
v |é¢bé multiformniho glioblastomu
a hepatocelularniho karcinomu [8,9].

MiR-21 je jednou z nejvice studovanych
onkogennich miRNA, ktera byla poprvé
popsana pravé na modelu multiform-
niho glioblastomu. Regulus Therapeutics
ma patentované dvé vlastni chemické
modifikace - 2'-methoxyethyl (MOE)
a 2, 4'-constrained 2'0-ethyl (cEt), které
vyznamné vylepsuji farmakokineticky
profil jejich anti-miRs. Na vyuziti antago-
nist miRNA v terapii kardiovaskularnich
onemocnéni se zaméfuje spole¢nost mi-
Ragen Therapeutics (tab. 2).

Vzhledem k tomu, Ze u nadorovych
onemocnéni pozorujeme globalni sni-
Zeni hladin miRNA, je pro terapii nado-
rovych onemocnéni podstatné zajima-
véjsi druha, substitu¢ni strategie, cilici
miRNA, jejichz hladiny jsou v poskozené
tkdni snizené. Tato strategie predsta-
vuje moznost terapeuticky substituovat
funkci nddorové supresorovych miRNA.
Z tohoto hlediska m{iZe tento typ tera-
pie upominat na klasickou genovou te-
rapii, ale nizkd molekulovd hmotnost
miRNA umozniuje jejich podani v po-
dobé kratkych dvouretézcovych oligo-
nukleotid{l bez nutnosti pouziti virovych
vektorll znamych z genové terapie. Tyto
dvouretézcové oligonukleotidy (miRNA
mimics) sdili stejnou sekvenci s endo-
genni miRNA, a predpoklada se proto,
Ze budou regulovat zcela identicky sou-
bor cilovych genl. Pfedpokladem je-
jich Gcinku je funk¢ni komplex miRISC
(microRNA Induced Silencing Com-
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Tab. 2. Pfehled miRNA slouzicich jako terapeutické cile.

miRNA Indikace Spole¢nost Validace Optimalizace  Preklinické Faze 1 Faze2
cile vaddi struktury testovani

Inhibi¢ni miRNA terapie (anti-miRs)

miR-122* hepatitida typu C Santaris Pharma + + + + +

miR-21 multiformni glioblastom  Regulus Therapeutics + + +

miR-21 hepatocelularni karcinom Regulus Therapeutics + + +

miR-21 renalni fibréza Regulus Therapeutics + + +

miR-33a/b ateroskler6za Regulus Therapeutics + + +

miR-208/miR-499 chronické srdec¢ni selhdni  miRagen Therapeutics + + +

miR-15/miR-195  remodelace po infarktu miRagen Therapeutics + + +
myokardu

miR-451 polycythemia vera miRagen Therapeutics + + +

Substitu¢ni miRNA terapie (miRNA mimics)

miR-34 hepatocelularni karcinom miRNA therapeutics + + +
faze 1 - prvni Ctvrtleti 2013

miR-34 nemalobunécny miRNA therapeutics + + +
karcinom plic

miR-34 karcinom prostaty miRNA therapeutics + + +

let-7 nemalobunécny miRNA therapeutics + + +
karcinom plic

miR-29 srdecni fibréza mirage Therapeutics + +

*Mezindrodni nechranény nézev lécivé latky je miravirsen (SPC3649).

plex), ktery je multiproteinovym efek-
torovym komplexem zodpovédnym za
realizaci funkce miRNA. MiRISC inkor-
poruje vedouci fetézec z dvouretézcové
miRNA mimic a tlumi translaci cilovych
MRNA, zatimco druhy fetézec je degra-
dovan.V tomto pfipadé jsou terapeutic-
kou latkou vlastni miRNA a vychodisko
jejich terapeutického uziti je zalozeno
spise na jejich pozménéné hladiné v na-
dorové tkani nez na vybranych cilovych
genech, které reguluji. Cilem substitu¢ni
terapie neni ovliviiovat konkrétni pato-
logickou signalni drdhu, ale pouze na-
vodit fyziologicky stav ve smyslu navy-
Seni hladin dané miRNA. Uchopit celou
Sifi regulac¢nich efektdl dané miRNA neni
totiz dost dobfe mozné, avsak vzhledem
k tomu, Ze stav, ktery navozujeme, je fy-
ziologicky, nevede tato substituce k vy-
znamnym vedlejsim Gcinkdm. Informace
o signalnich drahéch a konkrétnich ge-
nech regulovanych danou miRNA maji
samoziejmé svou hodnotu z dlivodu
lepsiho pochopeni mechanizmu Gcinku,
nepfimého monitorovani aktivity dané
miRNA a designovani klinickych stu-
dii. Péknym prikladem vyuziti miRNA

v tomto kontextu je let-7, nddorové su-
presorovd miRNA, jejiz snizené hladiny
byly pozorovéany u mnoha solidnich na-
dor(. Nejlépe popsanou cilovou mole-
kulou let-7 je onkogen KRAS [10]. Dalo
by se tedy pfedpokladdat, ze nadorové
supresorova funkce let-7 spociva pravé
v regulaci onkogenu KRAS. Pfi utlumeni
onkogenu KRAS pomoci siRNA v né-
dorovych bunkach dojde k vyraznému
snizeni jejich rdstu, nicméné obnoveni
hladin let-7 vede k mnohondsobné vys-
Simu protinadorovému ucinku [11]. To
znamena, Ze k dosazeni tohoto efektu
muselo dojit pomoci regulace dalsich,
v této chvili neznamych cilovych gen.
Na vyvoj miRNA mimics v terapii nado-
rovych onemocnéni se zaméfuje spolec-
nost Mirna Therapeutics, kterad vyuziva
exkluzivni licenci spole¢nosti Marina
Biotech na SMARTICLES® lipozomalni
formulaci terapeutickych oligonukle-
otidl. Mirna Therapeutics v soucasné
dobé Uspésné ukoncuje preklinické tes-
tovani substituce nadorové supresorové
miR-34, mezi jejiz cilové geny patfi napfi-
klad onkogeny BCL2, MET a CDK4, navic
je transkripéné regulovana naddorovym

supresorem p53 a podili se na realizaci
jim indukované bunééné smrti. MiR-34
mimic je preklinicky testovan u nema-
lobunécného karcinomu plic [12], kar-
cinomu prostaty [13] a hepatocelular-
niho karcinomu. U hepatocelularniho
karcinomu je planovan vstup do klinic-
kého hodnoceni na prvni Ctvrtleti roku
2013. U nemalobuné¢ného karcinomu
plic Mirna Therapeutics preklinicky tes-
tuje také let-7 mimic.

PrestoZe existuje fada vyzev, které je
tfeba v oblasti terapie cilici miRNA fesit,
napiiklad specifické doruceni l1éku do
tkdné ¢i jeho ucinné prostupovani bu-
né¢nou membranou, doslo béhem po-
slednich tfi let v oblasti vyvoje IéCiv na
cilenych miRNA k vyznamnému rozvoji.
Byly zalozeny nové farmaceutické spo-
le¢nosti, jiz existujici uzaviraly vyznacné
alianéni dohody s velkymi farmaceutic-
kymi spole¢nostmi (Pfizer, GSK, Sanofi),
které do nich investovaly vyznamné fi-
nanc¢ni obnosy. Prvni klinickd studie
faze 2 s pouzitim antagonisty miRNA
byla Uspésné provedena u hepatitidy
typu C, dalsi klinické hodnoceni faze 1
je planovano na zacatek roku 2013,
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kdy bude testovan miR-34 mimic u pa-
cientl s hepatocelularnim karcinomem.
Problematika miRNA se tak vyznamné
posouva od laboratorniho stolu k [Gzku
pacienta a je potieba ji v tomto kon-
textu také vnimat.
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