Remisi lupusové nefritidy Ize

v experimentu navodit pomoci
malé interferujici RNA
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Malé (nebo kratké) interferujici RNA (small interfering,
siRNA) patfi mezi malé RNA (Liang et al., 2009), které fy-
ziologicky pfispivaji k intracelularni degradaci exogenni (napf.
virové) dvojvlaknové RNA, mohou ale byt pfipraveny siRNA ob-
sahujici komplementarni sekvence k specifickym mRNA vznika-
jicim transkripci kterychkoli genti kddujicich proteiny (Chu et al.,
2007). Vazba siRNA k této specifické mRNA vede k jeji degradaci,
a tim selektivné inhibuje transkripci pfislusného genu.

Pomoci dvojvlaknové kritké interferujici RNA (siRNA) Ize spe-
cificky inaktivovat vybrané geny. Klinické pouziti siRNA je ale li-
mitovano jeji omezenou stabilitou (v disledku enzymatické degra-
dace) a omezenym prestupem pres bunéénou membranu. Hlavaim
problémem specifické terapie pomoci siRNA je tedy dodani siRNA
do cilovych bunék. V komentované studii autoti pouzili pro trans-
port siRNA nanoprenasec tvoreny komplexem polyethylenglykolu
(PEG) a polylysinu (PLL). Pomoci tohoto transportniho systému
bylo mozno u mysi s lupusovou nefritidou doséhnout snizené
glomerularni exprese mitogenem aktivované proteinkinazy 1
(MAPK1) jak na trovni RNA, tak i prekladaného proteinu se sou-
¢asnym zmirnénim zanétlivych zmén v glomerulech.

Nanoddéstice o praméru 10 nm vzniklé elektrostatickou vazbou
vybrané (negativné nabité) siRNA na (kladné nabity) kopolymer
PEG-PLL byly nejprve testovany na kultufe mesangialnich bunék
s prikazem snizené exprese cilového genu (pro MAPK1). Po in-
traperitonealnim podéani nanocastic byla prokdzana u mysi loka-
lizace fluorescenéné znacenych ¢astic v plicich, jatrech aledvinach
(glomerulech), zatimco podani volné siRNA vedlo prevazné k jeji
degradaci a exkreci do mo¢i. Zatimco intraperitonealné podana
volna siRNA byla z krve eliminovdna béhem 10 minut, nano¢as-
tice vazici siRNA byly v krvi prokazatelné jesté dvé hodiny po jejich
podani.

Mald interferujici siRNA zamétend proti MAPK1, vazana v po-
psané nanoc4dstici, byla intraperitonedlné podana my$im MRL/lpr,

které spontanné vyvijeji lupusovou nefritidu, a vysoce vyznamné
a specificky suprimovala glomeruldrni expresi mRNA pro MAPK1
i expresi MAPKI1 proteinu. Jiné glomerularni geny (napi. gen pro
synaptopodin) suprimovany nebyly. Opakované podani siRNA
zamétené proti MAPK1 (mezi 12. a 16. tydnem véku mysi) vy-
znamné snizilo glomerularni expresi TGFp a inhibitoru aktivato-
ru plasminogenu-1 (PAI-1), sérovou koncentraci urey a proteinurii
a stupen i rozsah glomerulosklerézy, ale neovlivnilo rozsah tubu-
lointersticialni fibrozy.
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V komentované studii autofi prokdzali moZnost dodat pomoci
vazby na nanocdstice cilené do glomerulii krdtkou interferujici
RNA, kterd v glomeruldrnich butikdch zablokovala transkripci
genu pro MAPK, a tim omezila u mysi s lupusovou nefritidou
rozsah glomerulosklerdzy a tubulointersticidlni fibrézy. Vazba
na nanocdstice zabrdnila casné degradaci siRNA a jeji elimina-
ci do moci a prodlouZila jejich biologicky polocas. Doddni na-
nocdstic ke glomeruldrnim bunkdm je usnadnéno vysokym
priitokem krve ledvinou a snazsim priinikem skrze endotel diky
tomu, Ze glomeruldrni endotelie jsou fenestrovdany. Fenestrace
glomeruldrnich endotelovych bunék maji prismér okolo 100 nm,
zatimco primér nanocdstic s navdzanou siRNA je jen asi
10-20 nm. Nanocdstice tedy snadno pronikaji endotelem
a vzhledem k tomu, Ze neprochdzeji glomeruldrni bazdlni mem-
brdanou (efektivni Site poru je 4 nm), dostdvaji se snadno do kon-
taktu s mesangidlnimi burikami, které jsou od nitra glomeru-
larni kapildry oddéleny jen fenestrovanymi endoteliemi. Je
pravdépodobné, Ze u pacientii, kteti nemaji hrubsi poskozeni
glomeruldrni bazdlni membrdny, nanocdstice neptichdzejji
do kontaktu s podocyty, u pacientii s nefrotickou proteinurii
naopak miize snadny priinik nanocdstic do mocového prostoru
omezit jejich piisobeni na mesangidlni buriky. Nanocdstice této
velikosti vdzici siRNA by tak mohly byt nejucinnéjsi v lécbé
»mesangiopatii‘, IgA nefropatie ¢i (spise méné pokrocilych fo-
rem) lupusové nefritidy.

Mysi MRL/Ipr maji mutaci genu fas a vyvijeji autoimunitni
syndrom, ktery pripomind lupusovou nefritidu, v casné fazi
(doba poddni siRNA) mesangioproliferativni, v pokrocilejsich
fazich difuzni proliferativni glomerulonefritidu se srpky s pro-
gresi do termindlniho selhdni ledvin a smrti. Aktivace mitogeny
aktivované proteinkindzy 1 (MAPKI) hraje roli v patogenezi
experimentdlni mesangioproliferativni glomerulonefritidy (Bo-
kemeyer et al., 2000) a lupusové nefritidy u mysi MRL/Ipr
(Iwata et al., 2003). MAPK1 piisobi jako efektor profibrogenni-
ho cytokinu TGFp, ale produkci TGFp také stimuluje. Inhibice
genu pro MAPKI prostiednictvim siRNA proto vyznamné in-
hibuje proliferaci mesangidlnich bunék i tvorbu extraceluldrni
matrix.

Je ziejmé, Ze prevedeni téchto slibnych experimentdlnich vy-
sledkii do lécby lupusové nefritidy ¢i jinych glomerulopatii bude
muset prekonat jesté mnoho komplikaci (vybér optimdlniho cilo-
vého genu, cilené doddni do bunék se zvysenou expresi daného
genu, zabrdnéni nezddoucim ucinkiim zpiisobenym inhibici
stejného genu v jinych burikdch ¢i jinych orgdnech), ale v princi-
pu je jisté mozné. Cilend inhibice transkripce vybranych genii by
tak mohla v budoucnu doplnit (nebo nahradit) dnesni biologickou
terapii fungujici na principu interakce monoklondlni protildtky
nebo solubilniho receptoru s proteiny exprimovanymi na povrchu
bunék.
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