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Kasutatud luhendid

2’0OMe RNA — 2’-O’-metiiiil RNA

2’ - MOE — 2’-O-Metoksii-etiiiil

AAV — adenoviirusel pdhinev vektor

ABC — adenosine triphosphate-binding cassette

AGO — Argonaut (4Argonaute)

AMO — Anti-miRNA oligonukleotiid

Bcl-2 B-rakuline limfoom 2 (B-cell lymphoma 2)

Bp — Aluspaar (base pair)

BRMSI1 — rinnavéhi metastaseerumise supressor-1 (breast cancer metastasis suppressor-1)
CDK4/6 — tsiikliin-soltuv kinaasi kompleks 4/6

DGCRS8 — (DiGeorge syndrome critical region gene 8)

E2F3 — E2F — transkriptsiooni faktor 3

FS — Fosforotioaat

HCV — C-hepatiidi viirus

HDL - kdrge tihedusega lipoproteiin (high-density lipoprotein)

IRES — sisemine ribosoomi sisenemiskoht (internal ribosome entry site)

KLF4 - tuumor-supressor (Kriippel like factor 4)

KLL — kroonilise limfoidse leukeemia

LDL — madala tihedusega lipoproteiin (low-density lipoprotein)

LMP1 — latentne membraanne proteiin-1

LNA — lukustatud nukleiinhape (Locked nucleic acid)

miRISC — miRNA - indutseeritud vaigistav kompleks (miRNA - induced silencing complex)
miRNA — mikroRNA

MRE — mikroRNAd &ra tundev element (miRNA Recognition Element)

MTI1-MMP — membraan tiitip [ metalloproteaasi (membrane type I metalloprotease)
NF1 — neurofibromiin

Ppara — peroxisome proliferator-activated receptor-a

pre-miRNA — prekursor mikroRNA

pri-miRNA — primaarne transkript, mis tehakse miRNA geenide pealt

PTEN — Phosphatase and tensin homolog



RISC — RNA-induced silencing complex

RHOC —pro-metastaatiline faktor (Ras homolog gene family, member C)

SIRT1 — silent information regulator

SHIP1 — Src homology-2 domain-containing inositol 5-phosphatase 1

TAR - transaktivatsioonitundlik (transactivation responsive)

TGF-p - transformeeriv kasvufaktor 3

TRAP — Thyroid hormone-associated protein

TRBP — transaktivatsioonitundlik RNA - seonduv valk

uPAR — urokinaasse plasminogeeni retseptor (urokinase plasminogen activator receptor)

UTR - mittekodeeriv regioon (untranslated region)



Sissejuhatus

Genoomika ja proteoomika tehnoloogiate kiire areng voimaldab neid {iha enam kasutada haiguste
diagnoosimiseks voimalikult varastel arengustaadiumitel. See omakorda aitab alustada digeaegset ja
tdpset ravi.

Paljud uuringud on ndidanud, et mittekodeerivad RNAd on olulised geenide avaldumise ja rakuliste
protsesside regulaatorid. Mittekodeerivate RNAde hulka kuuluvad ka mikroRNAd (miRNAJ),
itheahelalised 18 - 22 nukleotiidi pikkused regulaatormolekulid, mis seonduvad mRNA
komplementaarse jarjestusega. Selle protsessi tulemuseks on mRNA stabiilsuse vdhenemine voi
valgu translatsiooni blokeerimine. MiRNAd vodivad reguleerida enam kui 30% valku kodeerivate
geenidest, samuti voib iiks miRNA reguleerida mitmeid geene. Praeguseks on iseloomustatud umbes
1900 inimese miRNAd (www.mirbase.org). Endogeensed miRNAd osalevad mitmetes raku
elutegevuse seisukohalt olulistest bioloogilistes protsessides, nagu nditeks rakutsiikkel, rakkude
jagunemine, apoptoos, rakkude diferentseerimine, rasvade metabolism, hematopoees ja
stressitaluvus. Samuti osalevad nad mitmetes patoloogilistes protsessides nagu nditeks kasvaja teke
ja levik, reguleerides onkogeensete voi tuumor-supressor geenide ekspressiooni ja aktiivsust.
MiRNAde keskne roll paljude bioloogiliste protsesside regulatsioonis on dratanud huvi miRNAde
pohjal arendatud tehnoloogiate kasutamiseks erinevate haiguste ravis. MiRNAde kasutamine
terapeutilistel eesmérkidel holmab kahte peamist strateegiat. Esimese strateegia puhul toimub
onkogeensete miRNAde (onkomirid) parssimine miRNA antagonistide (anti - miRNA) abil.
Onkomirid pohjustavad rakkude proliferatsiooni, kui nad on iileekspesseeritud. Anti — miRNAd on
komplementaarsed endogeense miRNAga ning sisaldavad mitmeid keemilisi modifikatsioone.
Toimub onkomir — anti — miRNA kompleksi moodustumine ning 16puks onkomiri ekspressiooni
parssimine. Teine strateegia hdlmab endas tuumor — supressor miRNA taseme taastamist miRNA
miimikute abil. Tuumor — supressor miRNA ekspressiooni maha surumine pohjustab véhki ja selle
véltimiseks kasutatakse siinteetilisi oligonukleotiide, mis omavad sarnast toimet endogeensete
miRNAdega. Nii nagu anti — miRNAd vajavad ka miimikud mitmeid keemilisi modifikatsioone
nende stabiilsuse tdstmiseks ja ndutud kohta joudmiseks.

Kéesoleva bakalaureusetdo eesmérgiks on analiitisida miRNAdel pdhinevate terapeutiliste
lahenduste erinevaid aspekte ning tuua vilja nii perspektiivsemad edasised todsuunad kui ka

olulised lahendamist vajavad kitsaskohad.


www.mirbase.org

1. MikroRNAde biogenees

MiRNAdJ transkribeeritakse peamiselt RNA poliimeraas II poolt 1...3 kb pikkuste primaarsete
transkriptidena, mida nimetatakse pri-miRNAdeks. Genoomis vdivad miRNA geenid paikneda nii
iiksikult kui ka klastritena. Paljud miRNA geenid asuvad valke kodeerivate geenide intronites.
Sarnaselt mRNAdega on ka pri-miRNAdel 5’ cap struktuur ja polii(A) saba (Lee Y, 2004).
Kanoonilisel kujul toimub miRNAde biogenees nii, et valgukompleks, mille kaks peamist
komponenti on RNaas III ensiitim Drosha ja DGCR8 (DiGeorge syndrome critical region gene 8),
tunneb dra pri-miRNAs sisalduva juuksendela struktuuri. DGCRS8 seondub juuksendela struktuuri
alusele ja midérab sellega Drosha orientatsiooni. Drosha 16ikab kaheahelalist RNAd ja selle protsessi
tulemusena moodustub 70 — 100 nukleotiidi pikkune juuksendela struktuuriga molekul ehk pre —
miRNA, mis sisaldab 3’ otsas kahe nukleotiidi pikkust etteulatuvat osa (Lee Y, 2003).

Jargnevalt transporditakse pre-miRNA eksportiin-5 abil tuumast vélja tsiitoplasmasse, kus toimub
pre-miRNA t66tlemine RNaas I1I - tiilipi ensiilimi Dicer poolt, mis toimib koos TAR RNA seonduva
proteiiniga (TRBP). Diceril on korge afiinsus RNA 3’-otsas paikneva kahe nukleotiidi pikkuse
etteulatuva osa suhtes. Diceri ja TRBP valkude dsRNAga seonduvad doméénid tunnevad dra
juuksendelastruktuuri ja Diceri poolt 16igatakse vidlja 19-23 aluspaari pikkune RNA dupleks.

Pérast ahelate eraldamist helikaasi abil {ihineb miRNA juhtiv ahel RISC (RNA-induced silencing
complex) kompleksiga ning sekundaarne ahel (passenger strand) tavaliselt lagundatakse. Siiski on
pohimatteliselt molemad ahelad voimelised liilituma miRISC kompleksi koosseisu. Otsustav
faktoriks on miRNA dupleksi termodiinaamika: ahel, mille 5’-ots on vihem stabiilne, liilitatakse
RISC kompleksi ning vihem stabiilse 5’-otsaga ahel lagundatakse (Khvorova jt, 2003; Schwarz jt,
2003).

Imetajatel koosneb RISC kompleks peamiselt AGO (Argonaute) perekonda kuuluvatest valkudest,
sisaldades ka teisi valke, mis on vajalikud transkriptsiooni modulatsiooniks ja repressiooni
indutseerimiseks.

Parast miRISC kompleksi moodustamist seondub see sihtmérk-mRNA 3-UTRiga (untranslated
region ehk mittetransleeritav ala). RISC kompleks, mis sisaldab miRNAd ja sihtmirk-mRNAd,
parsib mRNA translatsiooni kas valgusiinteesi vaigistamise voi mRNA degradatsiooni kaudu.
Hinnatakse, et miRNAd vdivad reguleerida kuni 30% inimese valku kodeerivatest geenidest (Sassen

S. Jt, 2008).
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eksportiin-V abil tsiitoplasmasse ja hiljem toddeldakse Dicer ja TRBP poolt. Tulemuseks on umbes

22 aluspaari pikkune kaheahelaline RNA molekul. Viimane etapp on ahelate eraldamine ning

itheahelalise RNA seondumine miRISC kompleksiga (Esteban Orenes-Pifiero 2012).



2. MikroRNAde toimemehhanism ja bioloogiline roll

MiRNA seondub méarklaud-RNA-ga komplementaarse paardumise teel. MiRNAga seonduv jdrjestus
maérklaud-RNA-s on tuntud kui miRNAd éra tundev element, (MRE, miRNA Recognition Element).
Enamasti asub MRE jarjestus mRNA 3’ mittetransleeritavas piirkonnas (3’-UTR) (Chen K., jt,
2009), kuid on ka t6id, mis on tuvastanud funktsionaalsete MREde paiknemist 5’
mittetransleeritavas piirkonnas (5°-UTR) (Ajay SS jt, 2010) voi kodeerivas jérjestuses (Tay jt,
2008). Imetajatel ei ole miRNA peaaegu mitte kunagi komplementaarne MRE jérjestusega kogu
ulatuses. MiRNA toime marklaud-RNAle sdltub miRNA 5’ otsa kaheksa esimese (nn.
"seemnejirjestus”, seed sequence) nukleotiidi seondumisest (Doench ja Sharp, 2004). On ka
ndidatud, et sthtmérgi dratundmine 5’ otsa jdrjestuse kaudu ei toimu alati ainult 2-8 nukleotiidi abil
(Miranda jt, 2006), samuti on olemas nn. non seed tuvastamise mehhanismid (Tay jt, 2008). Naiteks
ei ole tdielikku komplementaarsust kahe lin-41 MRE ja sinna seonduva let-7 5° otsa vahel
(Friedman RC jt, 2009).

Katsed in vitro ja in vivo erinevate mudelite peal on ndidanud, et mRNA ekspressiooni voidakse
pérssida mitmete mehhanismide kaudu. Néiteks let-7 ja lin-4 voivad mérklaud-mRNA translatsiooni
suruda alla ilma mRNA lagundamiseta. Translatsiooni allasurumisel méngivad olulist rolli mRNA
5’ cap struktuur ja 3’ polii(A) saba (Filipowicz W jt, 2008).

Mirklaud-RNA lagundamine algab peamiselt deadeniilatsiooniga (Eulalio A, 2009). Wakiyama ja
tema toOrithm niitasid, et deadeniilatsioon, mRNA lagundamine ja translatsiooni parssimine voivad
toimuda teineteisest sdltumatult (Wakiyama M., 2010). Samuti osaleb miRNA cap struktuuri
eemaldamisel (Wakiyama M., 2010).

Imetaja miRNAde pohiliseks toimemehhanismiks on ilmselt marklaud-mRNA taseme vdhenemine
(Guo H, 2010). Translatsiooni parssimine on edukas siis, kui 3’-UTR sisaldab mitut MRE jérjestust
janeed asuvad optimaalsel kaugusel iiksteisest (Grimson A, 2007). On ndidatud, et miRNA vdib
seonduda ka promooter-piirkonnaga (Chekulaeva M, 2009) ja potentsiaalselt saab osaleda geeni
ekspressiooni aktivatsioonis.

Tanapédevaks on teada umbes 1900 inimese miRNAd (mirbase.org, august 2012).

3. MikroRNAd ja haigused



Mitmete haiguste korral on ndidatud miRNAde ekspressioonitaseme muutusi. Pracguseks on teada
rohkem kui 5000 erinevat seost miRNAde ja haiguste vahel (Human microRNA disease database
202.38.126.151/hmdd/mirna/md/, jaanuar 2012).

Uks esimesi uuringuid miRNAde bioloogilise tihtsuse kohta viidi l4bi vihitekke uurimisel Calini ja
tema kolleegide poolt. Nad uurisid kroonilise liimfoidse leukeemia (KLL) arenguga seotud
deletsiooni kromosoomis 13q14, et leida tuumor-supressor geeni (Calin, G.A. jt, 2002). Calini
tooriihm leidis, et kuigi selles piirkonnas ei leidu tuumor-supressor funktsiooniga kodeerivat geeni,
paikneb seal kaks miRNA geeni, miR-15a ja miR-16-1, mis ekspresseeruvad tihe poliitsistroonse
RNAna. Kuna deletsioon kromosoomis 13q14 pohjustas kahe miRNA kadumist, kinnitasid need
tulemused teooriat, et miRNAd vdivad osaleda vihi patogeneesis (Calin, G.A. jt, 2002). Jargnevad
miRNAde ekspressiooni profiilide uuringud néitasid muutusi miRNAde tasemes rinna-
(Schooneveld jt, 2012), kopsu- (Wang jt, 2012), pankrease- (Srivastava jt, 2011), eesnddrme-
(Hassan jt, 2012), parasoole- (Piepoli jt, 2012) ja teiste véhkide puhul.

Samuti on leitud, et miRNAd osalevad paljude teiste haiguste, nagu nditeks Alzheimeri tobi
(Barbato C, 2009), Parkinsoni tobi, Huntingtoni tdbi (Savas, J.N. jt, 2008), viirusinfektsioonid,
diabeet (Roggli jt, 2011; Fu jt, 2010), miiopaatia (Tang jt, 2009) jt tekkes.

MiRNAde ekspressiooni taset reguleeritakse erinevate faktorite ja mehhanismide abil. Ekspressiooni
taseme muutus voib mdjutada koiki bioloogilisi protsesse, sealhulgas rakkude proliferatsiooni (miR -
125b ja let-7), DNA reparatsiooni ja metiilatsiooni, apoptoosi ning kutsuda esile proinflammatoorset
ja pdletikuvastast reaktsiooni. MiRNAdel on ka oluline roll nii kaasasiindinud kui ka adaptiivse
immuunsiisteemi t60s (Lu jt, 2009). Normaalne miRNAde ekspressioon on vajalik immuunsiisteemi

rakkude diferentseerumiseks.

4. Siinteetiliste miRNA analoogide puhul kasutatavad modifikatsioonid

4.1 Anti - miRNA oligonukleotiidid

Anti-miRNA oligonukleotiidid (AMO) on lithikesed modifitseeritud tiheahelalised RNA molekulid,
mis seonduvad spetsiifiliselt miRNAdega. Selle protsessi tulemuseks on miRNAde inhibeerimine ja
nende sihtmérkide derepressioon.

Esimene edukalt kasutatud AMO oli 2°-O’-metiilil RNA, mis oli tdielikult komplementaarne
mirklaud - miRNAga (Meister G. jt, 2004; Hutvagner G. jt, 2004). 2’0OMe RNA omab korget

afiinsust miRNA suhtes ning on resistentne paljude nukleaaside suhtes. Endo- ja eksonukleaasid



degradeerivad nukleiinhappeid fosfaatsideme 1dikamise kaudu nukleotiidide vahel. Fosforotioaat
(FS) modifikatsiooni puhul asendab hapniku vddvli aatom, mis takistab nukleaasidel selle sideme
16hkumist. FSi saab lisada kogu ahela ulatuses voi ainult kriitilistes kohtades. FS modifikatsiooni
norgaks kiiljeks on vihenenud afiinsus miRNA suhtes (Lenox K. jt, 2006).

Kriitzfeldt ja tema kolleegid kasutasid 2°’OMe oligonukleotiide koos FS sidemega, kuid lisasid
kolesterooli rithma 3’ — otsa, mis parandas molekuli kohaletoimetamist in vivo (Kriitzfeldt J, 2007).
Kolesterool seondub korge ja madala tihedusega lipoproteiinidega (HDL ja LDL, high-density
lipoprotein ja low-density lipoprotein), mis omakorda seonduvad raku pinnal asuvate retseptoritega,
mille tagajérjel sisenevad modifitseeritud oligonukleotiidid rakku. Selliselt modifitseeritud AMOd
nimetatakse antagomiriks.

2’-O-Me RNA on looduslik suhkru modifikatsioon, mis esineb paljudes organismides. Kunstlikud 2’
modifikatsioonid to6tati vilja selleks, et tdsta afiinsust miRNA suhtes ning tdsta siinteetiliste
oligonukleotiidide resistentsust nukleaaside suhtes. Moned nendest modifikatsioonidest on paremate
omadustega kui 2°-O-Me RNA. Sellisteks on 2°-O-Metoksii-etiiiil, 2’-Fluoro, 2, 4-Metiileen ja LNA
modifikatsioonid.

Tugevamat miRNA pérssimist on voimalik saavutada kasutades LNA -antimiR1 (lukustatud
nukleiinhappega antimiR). LNA on nukleiinhappe analoog, kus riboosi ring on “’lukustatud”
metiileen-silla abil, mis ihendab 2’-O aatomit 4’-C-aatomiga (Petersen M. jt, 2004). LNA-antimiRid
on kdrge afiinsusega, sellepdrast voib LNA AMO olla lithem kui mérklaud - miRNA.
Modifitseeritud oligonukleotiidide vordlus niitas, et LNA/2’-O-Me, mille otstes on FS, on kiimme
korda efektiivsem kui ainult 2’-O-Me voi fosforotioaadi kasutamine (Lennox K.A. jt, 2010).
Keemilistest modifikatsioonidest sdltub siinteetilise miRNA stabiilsus ja toime. Korge afiinsusega
oligonukleotiidid, sh LNA/2’-O-Me ja 2°-F/MOE modifitseeritud AMOd, moodustavad dupleksi
maérklaud - miRNAga (Davis S. jt, 2009; Rayner K. jt, 2011). Madala afiinsusega oligonukleotiidid,
sh 2°-O-Me ja 2’ - MOE, soodustavad miRNA degradatsioooni (Davis S. jt, 2009; Rayner K. jt,
2011).
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Joonis 2. RNA modifikatsioonid. Niidatud on fosforotioaat, LNA, 2’-O-Metoksii-etiilil, 2, 4-
Metiileen ja 2’-Fluoro modifikatsioonid (Lennox K.A. ja Behlke M.A., 2010).

4.1.1 AMO puudused

AMO kasutamine terapeutilise molekulina toob endaga kaasa riski mdjutada lisaks sihtmérgiks
olevale miRNAle ka teisi RNAsid. Seetdttu on véga oluline teada koostoimeid AMO ja
endogeensete nukleiinhapete vahel. Samuti vdib olla antogomir-ravi tulemuseks oluliselt muutunud
endogeensete miRNAde efektiivsus, kuna antimiR seob mérklaud-miRNA miRISC kompleksi ja see
muutub ligipddsmatuks teistele endogeensete miRNAdele (Khan A. jt, 2009).

AMO kasutamisel pohineva terapeutilise meetodi rakendamiseks on vaja tépselt teada preparaadi
doosi, et antagomiRi tase ei iiletaks ndutavat farmokoloogilist aktiivsust.

Samuti on teada, et moned miRNAd vdivad osaleda nii véhitekke initsiaatorite kui ka supressoritena
(Huse J.T. jt, 2010). See muudab antisense tehnoloogial pdhinevate preparaatide viljatoStamise
keerukaks.

Vaatamata sellele, et on vilja tootatud keemilised modifikatsioonid, mis vdimaldavad viltida
degradatsiooni ning tdsta antisense nukleotiidide stabiilsust ja kohaletoimetamise efektiivsust, on

veel moningaid lahendamist vajavaid aspekte. Niiteks efektiivse ja spetsiifilise kohaletoimetamise



viisi viljatootamine vihem kittesaadevatesse organitesse. Samuti on vaja hinnata voimalikke

korvalmojusid.

4.2 Miimikud

MiRNA miimikud on kaheahelalised RNAd, mis koosnevad juhtivast ja sekundaarsest ahelast.
Juhtiv ahel on identne kiipse miRNA jdrjestusega ning imiteerib endogeense miRNA funktsioone.
Teine ahel on osaliselt voi tdielikult komplementaarne juhtiva ahelaga.

Miimikud vajavad keemilisi muudatusi, et tdsta nende resistentsust nukleaaside vastu, parssida
kaasasiindinud immunsiisteemi aktiveerimist, vihendada kdrvaltoimete riske ja suurendada rakkude
tundlikkust. Kasutatakse 2°-O-Me (Chiu Y. jt, 2003), 2°-MEO (Prakash t. jt, 2007), 2°-F (Layzer J.
jt, 2004) ja kolesterooli modifikatsioone. Aromaatsete ihendite lisamine 3’ otsa pdhjustab
miimikute aktiivsuse tousu ja degradatsiooni vahenemist (Kitade Y. jt, 2010).

Optimaalne miRNA miimik sisaldab keemilisi muudatusi, mis tagavad korrektse laadimist RISC
kompleksi, passenger ahela degradatsiooni ja miimiku aktivatsiooni. Modifitseeritud sekundaarne
ahel sisaldab 2°-O-Me RNAd, mis kaitseb miRNAd degradatsiooni eest ning parsib immuunvastust
(Hamm S, 2010; Eberle F, 2008; Sioud M, 2007). Juhtiv ahel sisaldab 2’-O-Me muudatusi 3’ otsas
ja kahenukleotiidset iileulatuvat osa, mis tagavad dige laadimist RISC kompleksi ja sekundaarse
ahela degradatsiooni. Valgu kompleksi laadimisel toimub ahelate lahtikerimine ja sekundaarne ahel
lagundatakse nukleaaside poolt.

Optimaalse bioloogilise aktiivsuse saavutamiseks peavad miRNA miimikud olema dupleksis, mitte
iiheahelalise molekulina (Garzon R, 2010). Uheahelalise miR-199a-3p viimine maksavihi
rakkudesse ei oma bioloogilist toimet, samas kui miR-199a-3p miimikute heterodupleksi

kasutamisel vdahenes rakkude proliferatsioon.

4.2.2 Miimikute puudused

Kuna iiks miRNA vdib reguleerida mitut geeni, voib miRNAde ekspressiooni kunstlik muutmine
pohjustada kdrvaltoimeid ja omada toksilist toimet. Uheks niiteks on miR-29 ekspressiooni taseme
reguleerimine. In vitro ja in vivo katsed nditasid miR-29 miimikute vdhivastast potentsiaali (Xiong,
2010; Mott, 2007). Samas osaleb miR-29 ka onkogeensete radade reguleerimises. Seega voib

siistemaatiline miR-29 miimikute iileekspressioon pdhjustada véhi teket voi teisi kdrvaltoimeid.



Selliseid probleeme saab lahendada efektiivsete kohaletoimetamise mehhanismide véljatootamise

kaudu.

4.3 Viirusvektorid

Uheks enimkasutatavaimaks meetodiks geneetilise materjali rakkudesse viimisel on viirusvektorid.
Ka see pole ideaalne meetod, sest sellised vektorid voivad pohjustada immuunvastust, geneetilise
materjali inserteerumist genoomi, ning nende ekspressioon on liihiajaline.

Uks vdimalikest vektoritest on lentiviirus-vektor. Lentiviirus kuulub retroviiruse klassi ja tema
paljutdotav terapeutiline omadus seisneb selles, et lentiviirus on vdimeline nakatama jagunevaid ja
mittejagunevaid rakke ning piisib stabiilselt genoomi integratsiooni kaudu (Chang, 2007).

Geeni ekspressiooni analiiiisid ja qPCR on ndidanud madalat miR-128-1 ekspressiooni taset
vahirakkudes vorreldes terve kudedega. Uuringud néitasid, et pri-miR-128-1 ekspressiooni glioomi
rakkudes on voimalik tOsta, kasutades kohaletoimetamiseks letiviirus-vektoreid (Godlewski, 2008).
Selleks amplifitseeritakse genoomsest DNAst 82 bp pikkune fragment, mis sisaldab miR-128-1, ja
200 bp vastassuunalist ja parissuunalist jarjestust. Seejérel kloneeritakse fragment lentiviirus-
vektorisse, ekspresseeritakse pri-miRNAd ja pakitakse lentiviirus partiklitesse. miR-128-1
taastamine lentiviirusplasmiidi abil pdhjustab glioomi rakkude proliferatsiooni vihenemist.

Samuti kasutatakse adenoviirusel pohinevad vektoreid. Need vektorid ei integreeru genoomi ega
oma toksilist toimet, nagu on ndidanud I ja II faasi kliinilised katsed. Teine eelis on see, et toimub
efektiivne sisenemine sihtmérk-rakku. Kota ja kolleegid néitasid, et miR-26 ekspressioon on
oluliselt vahenenud maksavihi korral (Kota, 2010). Autorid liitsid mir-26 APV vektorisse ja
katsetasid viiruslikke partikleid hiire maksavéhi rakkudes. Veenisiseste siistide tulemusena oli

stimuleeritud tuumori rakkude apoptoos ja nende kasv oli pérsitud.

4.4 Liposoomid, nanopartiklid, mikrosfairid.

Liposoom on kahekihiline fosfolipiid-struktuur. Sellised struktuurid seonduvad oligonukleotiididega
ja moodustavad nendega komplekse (Zhao X. jt, 2009). Katioonsed liposoomid kaitsevad
oligonukleotiide degradatsiooni eest ning tdstavad oligonukleotiidide eluiga ja omastamist rakkude
poolt. Liposoomide kasutamist terapeutilistel eesmérkidel takistab see, et nad on rakkudele

toksilised ja pohjustavad allergilisi reaktsioone (Malik R. ja Roy L., 2008). Samuti kogunevad nad



eelistatuna retikuloendoteliaalsiisteemi, mis on osa inimese immuunsiisteemist. See aga piirab
liposoomide eluiga ja juurdepdisu kudedesse. Erinevalt liposoomidest on nanopartiklid ja
mikrosfaédrid védhem toksilised ning neid saab edukamalt kasutada oligonukleotiidide
kohaletoimetamiseks.

Selliste struktuuride kohaletoimetamiseks on vilja to&tatud erinevad mehhanismid. Uheks
meetodiks on unikaalse kasvaja-spetsiifilise valgu iRGD kasutamine. Kazuki N. Sugahara ja tema
kolleegid niitasid, et partiklid, mis on seotud iRGD valguga, jouavad edukalt kasvajani, sconduvad
sellega ning tungivad raku sisse (Sugahara K. N., jt, 2009).

Samuti kasutatakse rakku tungivaid valke, mis on vdoimelised mitmeid bioaktiivseid produkte (kaasa
arvatud nukleiinhapped), digesse kohta toimetama. Sellise mehhanismi kasutamine ei avalda

toksilist toimet ning ei kutse esile immuunvastuse reaktsiooni (Arukuusk P., jt, 2013).



Tabel 1. MikroRNA modifikatsioonide vordlus (Ramiro G., jt, 2010)

Meetod Piirangud Eelised Katse | Tuleviku suunad
d

2’-0-Me AMO Kohaletoimetamine e Ohutu In Téiustada
Mitmekordne e Parem vitro | kohaletoimetamis
siistimine vajaliku sidumise jain | e mehhanismi
tulemuse afiinsus vivo
saavutamiseks.
Pole téielikult
modifitseeritud
selleks, et viltida
degradatsiooni raku
poolt.

LNA Mitmekordne e Ohutu In Toksilisuse
stistimine vajaliku e FEfektiivne Vitro uuringud
tulemuse jain inimestes
saavutamiseks Vivo
Potentsiaalne
toksilisus

Liposoom/oligonukleoti Toksilisus e Tiiustatud In Arendada

id kompleks Viga tundlikud raku stabiilsus vitro | paremaid
degradatsiooni suhtes jain | preparaate

Vivo

Poliimeer- Potentsiaalne e Taiustatud In Arendada

nanopartikkel/ toksilisus stabiilsus vitro | kohaletoimetamis

oligonukleotiid e Minimaalsed jain e mehhanismi
kompleks toksilisuse vivo
efektid

AAV Toksilisus e Pikaajaline In Koguda rohkem
Kutsub esile ekspressioon vitro | andmeid
immuunvastuse jain tuumorite kohta
On vdimalik vivo
insertsioon valesse
kohta

miRNA miimikud Kallis tehnoloogia e Efektiivne In Téiustada
Raske sisestada vitro | kohaletoimetamis
neuronidesse jain ¢ mehhanismi
Toksilisus vivo

5. MikroRNAde kasutamine terapeutilistel eesmérkidel




MiRNAde uurimine on andnud tduke uute ravimite arendamiseks. MiRNAde rakendamine
terapeutilistel eesmirkidel hdlmab peamiselt haigus-seoseliste miRNAde ekspressiooni mdjutamist
antagonistide voi "miimikute" abil.

Viimased saavutused keemiliste modifikatsioonide uurimisel on ndidanud miRNAde terapeutilist
efektiivsust in vivo katsetes. Esimesed miRNAdel pohinevad ravimid on joudnud prekliiniliste ja
kliiniliste uuringute faasini. Praeguseks hetkeks on kdige perspektiivsem ravim miravirsen, mis on
miR-122 antagomir. Samuti v3ib ldhiajal jouda kliinilise faasini miRNA-34 miimik ning temast v3ib
saada esimene miRNA miimik, mis hakatakse kasutama kliinilistes katsedes. Peale miRNA-34
miimikut on ka miRNA-208 ja miRNA-10b antagomiridel vdimalus jétkata uuringuid edasisel
faasil.

Tabel 2. MiRNAdel pdhinevate ravimite uuringud. (Asuragen Inc, Miragen Therapeutics Inc,
Regulus Inc, Rosetta Genomics, Santaris Pharma A/S)

RAVIM SIHTMARK, haigus STAATUS VIITE

Ras. Kopsuvihk (non-small cell

mikroRNA let-7 miimik .
lung carcinoma)

Prekliiniline Mirna/Asuragen

mikroRNA-21 antagomir Ppara . Neerude fibroos. Prekliiniline Regulus Inc.
mikroRNA-33 antagomir ABC transporterd. Ateroskleroos  Prekliiniline Regu lqs nc,,
Santaris A/S

Bcl-2. Kopsuviahk (non-small cell
lung carcinoma).

mikroRNA-92 antagomir PTEN. Kardiovaskulaarsed haigused Prekliiniline MiRagen Inc.

mikroRNA-34a miimik Prekliiniline Mirna/Asuragen

mikroRNA-122 antagomir Hepatiit C virus II faas Santaris A/S

mikroRNA-122 antagomir Hepatiit C virus Prekliiniline Regulus Inc.

mikroRNA-208 antagomir TRAP Kroom}me Prekliiniline MiRagen Inc.
stidamepuudulikkus

mikroRNA-10b antagomir E-kadheriin. Rinnavdhk Prekliiniline Regulus Inc.

SHIP1. Immuun- ja pdletikulised
haigused

TGF-B. Hepatotsellulaarne
kartsinoom

mikroRNA-155 antagomir Prekliiniline Regulus Inc.

mikroRNA-191 antagomir Prekliiniline Rosetta Genomics

5.1 AntagomiR miR-10b

Mitmed uuringud on nédidanud, et miR-10b osaleb metastaaside levikus. Mir-10b ekspressiooni tase
on tousnud pankrease adenokartsinoomi puhul, mis on kiirelt progresseeruv ja metastaase andev
vahi tiilip (Bloomston M, 2007). Samuti ekspresseerub mir-10b korgel tasemel metastaatilises
rinnavihis ning voib pdhjustada metastaatilise fenotiiiibi kujunemist rakkudes, kus see algselt

puudus (Ma L. jt, 2007). Mir-10b antagomiri veenisisesed siistid vahki pddevate hiirte kehasse



vihendasid oluliselt rinnavéhi metastaaside levikut. Visuaalne kontroll kinnitas, et toimus langus
metastaaside tekkimises, samas ei mojutanud see primaarse vahi kasvu (Ma L, 2010). Antud juhul
oli antagomir-ravi tulemuseks HOXD10 ekspressiooni taseme vdhenemine, mis on otsene mir-10b
sihtmérk. Tulemusena toimub RHOC (pro-metastaatiline faktor) ekspressioonitaseme tous (Ma L,
2007).

Regulus Therapheutics tegeleb ravimi véljatddtamisega, mis pohineb mir-10b antagomiri
kasutamisel. Hetkel otsivad nad vdimalust jatkata uuringuid kliiniliste katsetega.

Lisaks tuvastati, et mir-10b ekspressiooni tase on vihenenud ilma metastaasita neeruvihis ja on
seotud halva prognoosiga selle vihitiilibi korral (Heinzelmann J, 2011). Mir-10b parssimine
neurofibromatoosi tiiiip I neurofibrosarkoomis vihendas migratsiooni, invasiooni ja rakkude levikut
(Chai G, 2010). Mir-10b tiheks sihtmérgiks on ka neurofibromiin (NF1) ja tema funktsiooni
kadumine on peamine patoloogiline mehhanism neurofibromatoosi tiiiip I tekkel. Samuti pShjustab
mir-10b induktsioon ninaneelu kartsinoomi rakkudes metastaaside levimist nii in vitro kui ka hiire
mudelis (Li G, 2010).

Tian Y. jt nditasid, et miRNA-10b suurendab sddgitoruvéhi rakkude litkuvust ja invasiooni (Tian Y,
2010). See toime on osaliselt maha surutud mir-10b sihtmérgi ning tuumor-supressor KLF4
(Kriippel like factor 4, Kruppel sarnane faktor 4) suurenenud ekspressiooni korral.

Seega voib oletada, et mir-10b antagomiRil vdib olla on potentsiaalne terapeutiline toime.



BRMs1 LMP1 ‘SD'M

| c-Src
Twist

\

miR-10b —— NEUROFIEROMIIN

HOTAIR \
TEISED SIHTMARGID X’ J_ \
HOXD10 KLF4 RAS
RhoC, uPAR, a3 TUMORIGENEES JA
integ rin._| MT1-MMP METASTASEERUMINE

MIGRATSIOON, INVASIOON ja METASTASEERUMINE

Joonis 3. Mir-10b poolt vahendatud rajad vihi leviku ja metastaseerumise reguleerimisel.
Mitmed vihitekkega seotud geenid, nagu niiteks rinnavihi metastaseerumise supressor-1 (BRMSI,
breast cancer metastasis suppressor-1), latentne membraanne proteiin-1 (LMP1), CD44 ja c-SRec,
reguleerivad Twisti ekspressiooni. Selle kdrgendatud eksressioon rinnavéhis pohjustab mir-10b
transkriptsiooni. Mir-10b péarsib HOXD10 valku siinteesi, mis on negatiivne rinnavihi leviku
regulaator. Algab selliste pro-metastaatiliste geenide ekspressioon nagu RhoC, urokinaasse
plasminogeeni retseptor (WPAR, urokinase plasminogen activator receptor), a3-integriin ja
membraan tiiiip I metalloproteaasi (MT1-MMP, membrane type I metalloprotease). Toimub
vihirakkude migratsioon, invasioon ja metastaseerumine. Samuti on mir-10b sihtmérgiks KLF4,
tulemuseks on vihirakkude migratsioon ja kasvaja levik. Neurofibromatoos tiiiip 1 vidhirakkude
korral on mir-10b sihtmérgiks neurofibromiin tuumor supressor. Toimub Ras signaalide
aktiveerimine.

Punaselt on mérgitud tuumor-supressor voi metastaasi-supressor faktorid. Roheliselt — onkogeenid

vOi pro-metastaatilised faktorid (Ma L. Jt, 2010).



5.2 MikroRNA-34 miimikud

Mir-34 perekond koosneb kolmest liikmest — miR-34a, miR-34b ja miR-34c-st, mis on kodeeritud
kahe erineva geeni poolt (Hermeking H, 2010).

Mir-34 ekspressioon on vihenenud paljudes erinevates vahitiitipides, kaasa arvatud mao-(Ji Q. jt,
2008), kdhunédarme-(Ji Q. jt, 2009), eesnddrme- (Kojima K. jt, 2010; Liu C. jt, 2011) ja kopsuvéhis
(Wiggins J.F. jt, 2010). P53 supressor indutseerib miR-34 ekspressiooni (Tarasov V. jt, 2008;
Bommer G.T. jt, 2007).

MiR-34 osaleb apoptoosis ja tema sihtmérgid on SIRT1 (Yamakuchi M. jt, 2008) ning Bcl-2
(Bommer G.T. jt, 2007). HuR, mis on Bcl-2 ja SIRT1 transkriptsiooni faktor, on samuti miR-34
sihtmérk (Kojima K. jt, 2010). Notch1l ja HMGAT1 geenid osalevad vihi tekkes ning on ka miR-34a
sihtmérgid (Ji Q. jt, 2008).

MiR-34 reguleerib ka CD44 ekspressiooni, mis on erinevate vidhirakkude marker ja ka regulaator
neoplaasia korral (Liu C. jt, 2011). MiR-34 miimikud vdhendasid edukalt eesnddrme-, kGhuniérme-,

ja soolevihi rakkude arvu CD44, Notch1/Bcl-2 ja Bcl-2 reguleerimise kaudu.
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Joonis 4. pS3-miR-34 reguleerimise molekulaarne mehhanism, mis osaleb apoptoosi
reguleerimises. Metsiktiitipi p53 aktiveerib miR-34 DNA kahjustuse ja/vdi stressi vastusena, mis
omakorda parsib anti-apoptootiliste geenide ekspressiooni. Algab apoptoos ja kasvaja supressioon.
Ristikestega on téhistatud anti-apoptootiliste geenide parssimist miR-34 abiga. Samuti on nédidatud
SIRT1 geeni regulatsioon kui osa positiivsest reaktsioonist, mis viib p53 aktivatsioonile.
Kasutatud lithendid: CDK4/6 — tsiikliin-sdltuv kinaasi kompleks 4/6, E2F3 — E2F transkriptsiooni
faktor 3, Bcl-2 — B-rakuline liimfoom 2, SIRT1 — silent information regulator (Zenz, 2009).

Kui hiirtele, kellele oli siirdatud inimese eesnddrmekasvaja rakke, siistiti veenisiseselt miR-34a
miimikud, vidhenes kasvaja teke ja levik (Liu, 2011). Mir-34 miimikud soodustasid apoptoosi ja
kdhunddrmevéhi rakuliinide vastuvotlikkust gemitsitabiinile ja kiirgusele. Kohunddrmerakud miR-
34a miimikutega siirdati hiirtesse ja tuvastati kasvaja arengu aeglustumist (Ji, 2008). Lisaks sellele
stistiti veenisiseselt miR-34 miimikud maovihirakkudesse. Tulemusena on ndidatud rakkude kasvu
peatumine, suurenes apoptoos ja vihenes kasvaja tekke voimalus (Ji Q, 2008). Samuti tuvastasid
Kojima jt, et miR-34a miimikud parandavad resistentsete viahirakkude vastuvotlikkust

paklitakseelile (Kojima K, 2010).



Eesmaérgiga uurida mir-34a terapeutilisi voimalusi kopsuvéhi ravimiseks on ldbi viidud kaks suurt
uuringut. Veenisisesed siistid miR-34a-ga, mis oli pakitud lipiidsetes konteinerites, vihendasid
siirdetud kasvajate teket hiirtel (Wiggins, 2010). MiR-34a, mis on pakitud uuematesse neutraal-
lipiidsetesse partiklitesse, vihendab kasvaja suurust 60% vorra (Trang, 2011).

Firma Mirna Therapeutics on alustanud miR-34'l pdhineva ravi pre-kliinilise programmi

véljatootamist ning plaanis alustada esimese etapi I faasi kliinilisi katsetusi 2013. aasta alguses.

5.3 MikroRNA-122

miR-122 on viga piiratud ekspressioonimustriga, selle ekspressiooni tase on korge maksas ja
praktiliselt puudub teistes kudedes. Umbes 70% kogu maksa miRNAdest moodustab miR-122.
miR-122 omab olulist rolli C-hepatiidi viiruse (HCV) replikatsiooni tsiiklis. HCV on iiheahelalist
RNA-d sisaldav viirus ning tema genoomi suurus on 9,6 kb (Chisari, 2005). HCV pdhjustab piisiva
infektsiooni maksas, mis voib 10puks viia tsirroosi voi kartsinoomi tekkeni. miR-122 on vajalik
HCYV replikatsiooniks nakatunud rakkudes. Molekul osaleb regulatsioonis otsese kontakti kaudu
kahe ldhestikku asuva 5"UTR HCVi RNA saidi vahel (Jopling, 2008). Selline positiivne
regulatsioon 5"UTR kaudu erineb tavalisest miRNA funktsioonist, mis seisneb geeni ekspressiooni
taseme alandamises 3'UTR kaudu.

Esimene etapp HCV replikatsioonis on viiruse poliipeptiidi translatsioon, mida soodustab IRES
(internal ribosome entry site, sisemine ribosoomi sisenemiskoht), mis paikneb miR-122
sidumiskohtade taga. Jargmises etapis osalevad viirusvalgud viiruse RNA replikatsioonis. MiR-122
stimuleerib translatsiooni C-hepatiidi viiruse IRES-i kaudu, kuid see pole piisav, et tdielikult
selgitada miRNA moju viiruse replikatsioonile (Lindenbach, 2005). Jargmised etapid replikatsiooni
tsiiklis tuleks samuti reguleerida, kuid on raske selgitada reaktsiooni mehhanisme. On teada, et
toimub HCV RNA ja miR-122 vastastikune interaktsioon, mille tulemusena miRNA 3 ots kattub
osaliselt viiruse 5° otsaga, mis viib potentsiaalse kaitse tekkimiseni 5->3 eksonukleasse aktiivsuse
voi viiruse RNA tsiitoplasmaatiliste sensorite eest (Machlin, 2011).

Vilson ja tema kolleegid avastasid, et HCV regulatsioonis osaleb ka valk argonautide perekonnast
(Wilson, 2011). Kuid Mahlini uuringud néitasid, et selle valgu saab asendada suurendatud miR-122
kogusega (Machlin, 2011). Seega tipset vastust kiisimusele, kas miR-122 kasutab HCV
regulatsiooni toimimises tavalist miRISC v&i nduab tdiendavaid komponente ja ebatavalisi valke,
hetkel ei ole

Kuna olemasolevad HCV ravimid ei ole piisavalt efektiivsed voi omavad toksilisi kdrvalmdjusid, on

tekkinud huvi miR-122 vdimaliku kasutamise suhtes HCV-vastases raviks. Jan Kriitzfeldt ja tema



kollegid parssisid miR-122 ekspressiooni hiirtel, kasutades antagomiRi (Kriitzfeldt, 2005). Nad
kartsid, et miRNA parssimine muudab endogeensete sihtmérkide ekspressiooni, mis omakorda voib
kaasa tuua kahjulikke tagajargi. Kuid avastati, et katsel osalevatel loomadel ei ilmnenud toksilisi
maksakahjustusi ning mérgati ka kolesterooli olulist vihenemist. Teadlased kasutasid kiibi analiiiisi,
et kindlaks méadrata need miRNAd, mille ekspressiooni tase on muutunud, kui miR-122 oli
inhibeeritud. Nii tegid nad kindlaks, et mitmed valke kodeerivad mRNAd, mis osalevad kolesterooli
stinteesis, on miR-122 inhibeerimisel alla surutud. Seega vdis oletada, et antud molekuli saab
kasutada C-hepatiidi viiruse ning kdrge kolesteroolitasemega seotud hiirete raviks.

Elmen jt kasutasid antagomiRide asemel LNA inhibitooreid, et vihendada miR-122 ekspressiooni
taset (Elmen, 2008). Need manustati hiire maksa intravenoosse siistina. Selle tulemusena moodustus
miR-122-inhibiitor heterodupleks, tdusis selliste mRNA tase, mis on miR-122 endogeensed
sihtmérgid, samuti tdheldati plasma kolesterooli langust. Lisaks sellele on ndidatud, et vajalik annus
on palju véiksem kui katsetes antagomiRidega.

Samal aastal testisid Elmen ja tema kolleegid LNA-1 pohinevaid oligomeere rohepérdikul.
Tulemused olid véga sarnased sellele, mida nad said katsetes hiirtega. Ravikuur koosnes kolmest
veenisisesest siistist ja kestis mitu nddalat. Plasma kolesterooli taseme vdhenemine kestis 5-7 nadalat
aga tousis varasemale tasemele LNA ravi 1opetamisel. Saadud tulemused on lootustandvad ja
nditavad, et miR-122 saab kasutada terapeutilistel eesmarkidel, kuna puudub toksilisus, samuti olid
inhibiitori omadused piisivad ja poorduvad, mis on vdga oluline ravimi omadus.

2010. aastal viisid Landford jt 14bi pilootuuringu nelja kroonilise C-hepatiidi viirusega nakatud
Simpansi peal. Inhibiitor-molekulina kasutasid nad LNA-antimiR-122, praegu tuntud kui SPC3649.
Ravikuur kestis 12 nddalat. Tulemused néitasid olulist viiruskoormuse vdhenemist kahel uuritaval
indiviidil, kes said suurema inhibiitori annuse (5mg/kg), ja iihel, kes sai madalama inhibiitori annuse
(1mg/kg). Neljandal Simpansil tdheldati viiruskoormuse suuri kdikumisi kogu katse jooksul, mis
takistas hinnangu andmist ravimi toime voi kahjulikkuse kohta. Selgus, et viike annus ravimit
osutus oluliselt vihem efektiivseks.

Viiruskoormuse vihenemine jitkus terve ravikuuri véltel, samuti ei tuvastatud adaptiivsete
mutatsioonide tekkemist miR-122'ga seonduvas HCV regioonis ning puudusid toksilised
korvaltoimed. Kui miR-122 inhibiitorid osutuvad efektiivseks anti-HCV ravimiks, siis on voimalik
seda kasutada osana kombineeritud ravist. Kuigi Simpansitel, kellele manustati SPC3649, vihenes
viiruskoormus oluliselt, ei vabastanud ravi organismi viirusest tdielikult. Samuti langesid tulemused

inhibiitori korvaldamisel.



Praeguseks hetkeks on mirgatav progress, mis on seotud C-hepatiidi viiruse proteaassete
inhibiitorite kasutamisega. Kliinilistes katsetes kasutatakse kaht inhibiitorit — telaprevir-i ja
boceprevir-i, mdlemad néitavad héid tulemusi viiruse mahasurumisel. Kuid nende ravimite suhtes
voib tekkida resistentsus, mistdttu on vaja vilja to6tada uusi ravimeid. Lisaks sellele kasutatakse
telaprevir-i ja boceprevir-i koos pegiileeritud intergeroon-a-ga ja ribaveriiniga, seega tekib
toksilisuse oht ning paljudele patsientidele ei sobi see ravimeetod. Uute raviviiside arenemine, mis
pohinevad viikeste molekulide kasutamisel, on soovitud eesmérk.

LNA-1 ja SPC3649-1 on kdik vajalikud omadused: mojuvad efektiivselt, puudub toksilisus, testitud
primaatide peal. See inhibiitor voi teised sarnased molekulid on paremad kandidaadid anti-HCV
teraapias osalemiseks.

Firma Santaris Pharma on 14bi viinud selle molekuli, praegu tuntud kui miraversen, 11 faasi
kliinilises katsed. 2011. aasta 1&pus ilmnesid esimesed tulemused. Uheksal patsiendil kiimnest ei
leitud HCV RNA jilgi peale miraversen-i ravikuuri 16ppu. Samuti reageerivad hésti ravile
patsiendid kroonilise C-hepatiidiga. Ravi mdju on pikaajaline ning puuduvad teadaolevad

koosmojud teiste ravimitega.



Kokkuvote

Kéesoleva bakalaureusetod eesmérgiks oli analiitisida miRNAdel pohinevate terapeutiliste
lahenduste erinevaid aspekte ning tuua vilja nii perspektiivsemad edasised t66suunad kui ka
olulised lahendamist vajavad kitsaskohad.

MiRNAd avastati vaid kiimme aastat tagasi ja juba praegu ndeme terapeutilisi preparaate, mis
pohinevad miRNAde kasutamisel. Need molekulid reguleerivad paljusid bioloogilisi protsesse ning
nende ekspressiooni taseme muutus pohjustab mitmete haiguste teket. Soltuvalt miRNA
funktsioonist ja ekspressioonitaseme muutusest haigestunud rakkudes kasutatakse kas anti-miRNA
oligonukleotiide, mis on vajalikud miRNA pérssimiseks, voi miimikuid, mis taastavad endogeensete
miRNAde ekspressiooni taseme. On vilja todtatud erinevaid modifikatsioone, et tdsta siinteetiliste
molekulide resistentsust nukleaasidele suhtes, parssida immuunvastust ning parandada
koheletoimetamist sihtmargini.

Kéesolevaks ajaks on lébi viidud palju in vitro ja in vivo katseid, kasutades antimiRe vo1 miimikuid.
Samuti on joutud esimeste katseteni reaalsetel patsientidel. Antagomir-miR-122 on esimene
miRNA, mis joudis kliiniliste uuringute II faasini, ning nditab efektiivset toimet hepatiit C-viiruse
ravis. On olemas ka teisi miRNAsid, mis jouvad varsti kliiniliste katsete staadiumisse, néiteks miR -
34 miimikud ning miR-208 ja miR-10b antagonistid.

Vaatamata sellele, et on olemas néited edukate katsete kohta, pole hetkel kasutusel olevad
tehnoloogiad siiski ideaalsed ning miRNAde terapeutilistel eesmérkidel kasutamiseks tuleb
lahendada veel mitmeid probleeme. Olulisemateks on sihtmérgini toimetamise vahendide
arendamine, toksiliste toimete riski vihendamine ning dige doosi médramine. Tuleb meeles pidada,
et iiks miRNA voib erinevates kudees omada nii positiivset kui ka patogeenset moju. Kindlasti on

vaja koguda rohkem andmeid miRNAde rolli kohta erinevate haiguste kujunemisel.



Using microRNAs for therapeutic purposes

Julia GretSanaja

Summary

MicroRNAs are ~ 19 — 22 nucleotide long single - stranded non - coding RNA molecules, which
regulate gene expression by degradation of complementary mRNA or by translational repression.
MiRNAs control over 30% of protein coding genes. Additionally, single miRNA may control
multiple genes. Since these molecules play an important role in a wide range of biological processes,
this has generated interest in therapeutic use of miRNAs against variety of diseases.

The aim of this thesis was to analyze different aspects of miRNA based therapeutic tools, indicate
promising directions for further research and identify limitations requiring further solutions.

There are two main strategies in using miRNA as a therapeutic tool. These include repression of
miRNAs by miRNA antagonists and restoring expression of endogenous miRNAs by miRNA
mimics. Various modifications of synthetic molecules that increase resistance to nuclease
degradation, suppress the immune responses and improve delivery have been developed.

By now a large number of in vitro and in vivo experiments have been performed using miRNA
antagonists and mimics. Clinical trials involving human subjects have been also initiated.
AntagomiR — 122 is the first miRNA, which was included in phase II clinical trial and showed
positive result in treatment of hepatitis C virus. There are also other miRNAs, which may soon be
included in clinical trials: testing of miR — 34 mimics should begin in 2013, miR - 208 and miR -
10b antagonists may soon be included as well.

Despite these results that show therapeutic potential of miRNAs, there are still several limitations
which prevent using miRNA-based therapeutic tools. For example, the future directions of research
should include development of more efficient delivery methods and reducing the risk of toxic side
effects. Determination of proper dosage is also an issue that needs a solution. There is also a need to
collect more data on miRNA and diseases. The final step will be the inclusion of miRNA -based

drugs in clinical trials.
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