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1. Uvod  

 mikroRNA (miRNA ) su endogene male jednolančane nekodirajuće molekule RNA 

duge oko 22 nukleotida koje reguliraju ekspresiju gena na posttranskripcijskoj razini (Bartel 

2004). Na ovaj način je regulirano čak 60% gena koji kodiraju proteine kod ljudi (Friedman i 

sur. 2009). Mnoge molekule miRNA očuvane su između vrsta i esencijalne su za razvoj. 

Uključene su u nekoliko procesa razvoja uključujući diferencijaciju, proliferaciju i apoptozu 

(Geisler i Fechner 2016). Zbog velike važnosti u staničnim procesima, bilo kakva promjena u 

biogenezi miRNA i regulaciji ekspresije ciljanih gena može potaknuti razvoj bolesti u 

organizmu (Rupaimoole i sur. 2011). Premala ili prevelika ekspresija molekula miRNA 

dokazana je kod raznih bolesti poput tumora, hepatitisa C te srčanih i metaboličkih bolesti 

(Christopher i sur. 2016). Saznanja o tkivnim specifičnostima pojedinih miRNA i njihovim 

karakteristikama omogućuju korištenje miRNA kao dijagnostičkog alata, ali i alata genske 

terapije (Iorio i Croce 2012). U genskoj terapiji se mogu koristiti na dva načina: kao alat i kao 

cilj. 

  

2. miRNA 

2.1. Otkriće miRNA 

 Prva molekula miRNA otkrivena je 1993. godine u istraživanju životnog ciklusa vrste 

Caenorhabditis elegans (Lee i sur. 1993; Wightman i sur. 1993). Istraživan je gen lin-4 

esencijalan za normalnu vremensku kontrolu postembrijskog razvoja čija mutacija dovodi do 

preuranjenog ili usporenog razvoja (Chalfie 1981). Ustanovljeno je da gen lin-4 ne kodira 

protein već molekulu RNA koja negativno regulira ekspresiju gena lin-14 vežući se na 3'-

netranslatiranu regiju mRNA (3'-UTR, od engl. untranslated region) za lin-14 (Lee i sur. 

1993; Wightman i sur. 1993). Sedam godina kasnije, Reinhart i sur. (2000) otkrili su let-7, još 

jednu miRNA važnu za razvoj vrste  C. elegans. Važno otkriće je bilo da je ova miRNA 

očuvana kod mnogih drugih životinjskih skupina uključujući kralježnjake, mješčićnice, 

polusvitkovce, mekušce, kolutićavce i člankonošce (Pasquinelli i sur. 2000). Prema bazi 

podataka o miRNA (miRBase, verzija 22.1) do danas je otkriveno više od 38 000 miRNA, od 

toga oko 2 000 kod ljudi. 
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2.2. Biogeneza miRNA 

 Geni za miRNA raspršeni su po čitavom genomu te se nalaze ili u klasterima ili 

pojedinačno. Mogu se nalaziti u intronima gena koji kodiraju proteine, u intragenskim 

regijama ili u eksonima (Kim i Nam 2006).  

Biogeneza većine molekula miRNA započinje prepisivanjem gena za miRNA RNA-

polimerazom II pri čemu nastaje primarna molekula miRNA (pri-miRNA) duga nekoliko 

kilobaza koju karakteriziraju ukosnice s nesavršeno sparenim parovima baza (Slika 1). U 

nekim slučajevima moguće je i prepisivanje RNA-polimerazom III (Bartel 2004). Proces se 

zatim može nastaviti kanonskim ili nekanonskim putem. Većina miRNA nastaje kanonskim 

putem, no važno je spomenuti da to nije jedini mogući način biogeneze (Miyoshi i sur. 2010).  

 Sljedeći korak kanonskog puta jest procesiranje pri-miRNA enzimom Drosha. Drosha 

je RNaza III koja cijepa pri-miRNA s obje strane ukosnice pri njenoj bazi ostavljajući fosfat 

na 5'-kraju i stršeći kraj od 2 nukleotida na 3'-kraju. Cijepanjem nastaje molekula pre-miRNA 

duga 60-70 nukleotida (Lee i sur. 2003). Enzimu Drosha potreban je kofaktor DGCR8 (od 

engl. DiGeorge syndrome critical region gene 8) kod ljudi, tj. Pasha kod vrsta Drosophila 

melanogaster i Caenorhabditis elegans. Drosha s kofaktorom čini kompleks mikroprocesora 

(Denli i sur. 2004).  

pre-miRNA se aktivno prenosi iz jezgre u citoplazmu pomoću jezgrinog transportnog 

receptora eksportin-5 (Exp-5) i Ran-GTP (Bohnsack i sur. 2004; Lund i sur. 2004; Yi i sur. 

2003). U citoplazmi enzim Dicer, također RNaza III, prepoznaje 3'-stršeći kraj pre-miRNA i 

cijepa omču ukosnice tako da nastaje dvolančana molekula RNA duljine oko 22 nukleotida 

koja se još naziva i miRNA/miRNA* dupleks (Chendrimada i sur. 2005; Ketting i sur. 2001). 

Dicer je visoko očuvani enzim kod većine eukariotskih organizama koji kao kofaktore koristi 

proteine koji se vežu za dvolančane molekule RNA (Kim i Nam 2006). 

miRNA/miRNA* dupleks veže protein Argonaut (AGO) te s njim čini kompleks RISC 

(od engl. RNA-induced silencing complex). Jedan lanac dvolančane RNA ostaje u kompleksu 

RISC i naziva se zrela miRNA dok se njoj komplementarni lanac (označen s miRNA*) 

degradira (Kim i sur. 2009). Pokazano je da odabir lanca koji će ući u RISC ovisi o njihovoj 

termodinamičkoj stabilnosti, onaj s nestabilnijim parovima baza na 5'-kraju postaje zreli lanac 

miRNA (Khvorova i  sur. 2003).  
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Ekspresija molekula miRNA uglavnom se regulira na razini transkripcije 

transkripcijskim faktorima, ali bitna je i posttranskripcijska regulacija (Alberti i sur. 2018; 

Kim i Nam 2006).  

 

Slika 1. Biogeneza miRNA započinje prepisivanjem RNA-polimerazom II pri čemu nastaje 

primarna molekula miRNA (pri-miRNA). U jezgri se pri-RNA procesira enzimom Drosha i 

nastaje pre-miRNA koja se aktivno prenosi u citoplazmu pomoću proteina Exp-5. Obradu u 

citoplazmi nastavlja enzim Dicer cijepanjem omče pre-miRNA pri čemu nastaje dvolančana 

miRNA. Zreli lanac miRNA s proteinom Argonaut čini RISC. Ovisno o stupnju 

komplementarnosti s ciljanom molekulom mRNA dolazi ili do zaustavljanja translacije ili do 

degradacije mRNA. Prilagođeno prema Lodish i sur. 2008.  
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2.3. Mehanizam djelovanja miRNA 

 miRNA navodi kompleks RISC do ciljane molekule mRNA (Bartel 2004). 

Specifičnost prepoznavanja osigurava se komplementarnim sparivanjem nukleotida 2 do 7 s 

5'-kraja molekule miRNA (od engl. seed sequence) i dijela molekule mRNA nazvanim MRE 

(od engl. miRNA response element) (Bartel 2009). Specifična sekvenca MRE uglavnom se 

nalazi na 3'-UTR kraju molekule mRNA, ali može se nalaziti i na 5'-UTR kraju, u 

promotorima ili otvorenim okvirima čitanja (ORF, od engl. open reading frame) (Broughton i 

sur. 2016; Xu i sur. 2014).  

Ako se miRNA na ciljanu molekulu mRNA veže potpunom komplementarnošću 

protein Argonaut će pocijepati mRNA te će se ona degradirati. Ako miRNA i mRNA nisu 

potpuno komplementarne već postoji nekoliko pogrešno sparenih parova baza, endonukleazna 

aktivnost Argonauta se blokira. U tom se slučaju mRNA neće degradirati ali je zato blokirana 

translacija te mRNA (Jo i sur. 2015). Osim spomenutih metoda inhibicije ekspresije gena, u 

nekim okolnostima miRNA, s pripadajućim proteinskim kompleksima, mogu 

posttranskripcijski stimulirati gensku ekspresiju (Vasudevan 2012).  

Zbog mogućnosti inhibicije ekspresije gena nepotpuno komplementarnim sparivanjem 

miRNA i mRNA jedna molekula miRNA može djelovati na više različitih ciljeva, tj. moguća 

je regulacija više gena jednom molekulom miRNA (Pasquinelli 2012). Molekule miRNA koje 

imaju istu očuvanu osnovnu sekvencu (od engl. seed sequence) svrstavaju se u istu porodicu 

miRNA i mogu regulirati ekspresiju istih gena (Brennecke i sur. 2005). 

 

3. Genska terapija 

 Ideja genske terapije kao metode modifikacije gena odgovornih za genetičke 

poremećaje javila se tijekom 1960-ih i 1970-ih godina (Friedmann 1992; Gonçalves i Paiva 

2017). Prva primjena genske terapije bila je za liječenje nedostatka adenozinske deaminaze 

1990. godine u SAD-u (Anderson 1990).  

U genskoj terapiji se nastoje eksprimirati geni povoljni za organizam bilo da se oni već 

nalaze u organizmu ili se unose vektorom. Unošenjem gena u organizam omogućava se stalna 

endogena proizvodnja proteina što je velika prednost u odnosu na terapiju proteinima kod 

koje je potrebna višestruka primjena terapije, tj. unosa potrebnih proteina (Dunbar i sur. 

2018).  
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No, metoda genske terapije zbog svoje kompleksnosti još nije usavršena te su za njenu 

uspješnu primjenu potrebna opsežna istraživanja. Bolest koju se želi izliječiti mora biti dobro 

proučena, gen koji se unosi mora biti lako dostupan i netoksičan za organizam, ciljane stanice 

moraju biti dostupne te mora postojati prikladan način za unos gena (Misra 2013). 

 

4. Upotreba miRNA u genskoj terapiji 

 Otkriće uloga miRNA kod razvoja različitih bolesti dovelo je do ideje upotrebe 

miRNA u genskoj terapiji s ciljem modifikacije i poništavanja patoloških promjena u 

ekspresiji miRNA. miRNA su znatno manje veličine od proteina i molekula koje kodiraju 

proteine što omogućuje njihovu lakšu dopremu na ciljano mjesto (Bader i sur. 2010). 

Očuvanost među vrstama čini ih i pogodnima za korištenje zbog mogućnosti upotrebe iste 

molekule miRNA u pretkliničkim i kliničkim istraživanjima (Rooij i Kauppinen 2014). 

Sposobnost regulacije više gena istom miRNA čini ovu vrstu genske terapije primamljivom i 

efikasnom, no istovremeno problematičnom zbog mogućih neželjenih djelovanja (Diener i 

sur. 2022).  Pojedine molekule miRNA su u stanju bolesti ili prekomjerno ili nedostatno 

eksprimirane pa je iz tih razloga svrha genske terapije smanjiti ili pojačati ekspresiju 

specifične miRNA (Bajan i Hutvagner 2020).  

 

4.1. miRNA kao alat u genskoj terapiji  

4.1.1. Ponovno uspostavljanje funkcije miRNA  

 Mogući uzroci nekih bolesti jesu takve promjene u biogenezi miRNA koje dovode do 

njihove smanjene ekspresije. U takvim slučajevima potrebno je ponovno uspostaviti funkciju 

specifične miRNA unosom zamjenske terapijske molekule. Terapijska molekula će preuzeti 

ulogu određene endogene molekule miRNA i sudjelovati u regulaciji ekspresije 

odgovarajućih gena (Bajan i Hutvagner 2020). Neke od terapijskih strategija su unos 

oponašatelja miRNA (od engl. miRNA mimics), miRNA-agomira, prekursora miRNA (pre-

miRNA) ili plazmida s genom za miRNA (Fu i sur. 2019). 

Oponašatelji miRNA su sintetičke dvolančane molekule RNA koje nalikuju 

endogenim miRNA (Fu i sur. 2019). Sintetičke dvolančane RNA molekule se u stanici 

procesiraju istim mehanizmom kao i endogene (Bajan i Hutvagner 2020). Radi poboljšanja 

aktivnosti i stabilnosti mogu se kemijski modificirati, te se tada takve molekule zovu miRNA-
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agomiri. Kao terapijske molekule mogu se koristiti i već spomenute molekule pre-miRNA 

koje se kemijski modificiraju, procesiraju u stanici te zatim oponašaju zrele molekule 

miRNA. Korištenjem plazmida s reporterskim genom ispred gena za  miRNA se osim samog 

unosa miRNA istovremeno može i lokalizirati te vizualizirati njeno djelovanje (Fu i sur. 

2019).  

Budući da sve spomenute terapijske molekule imaju sekvence identične molekulama 

miRNA koje zamjenjuju, očekuje se da će regulirati isti set molekula mRNA kao i one. 

Nespecifična vezanja terapijskih miRNA s nepripadajućim mRNA malo su vjerojatna zbog 

duge evolucije interakcija miRNA-mRNA (Bader i sur. 2010).  

U brojnim studijama na kulturama mišjih stanica i korištenjem miševa kao modelnih 

organizama identificirane su molekule miRNA za koje se smatra da posjeduju tumor-

supresorske funkcije zbog njihove smanjene ekspresije u tumorskom u odnosu na zdrava tkiva 

(Bader i sur. 2010; Bajan i Hutvagner 2020). Ovo saznanje pobuđuje interes za razvoj 

protutumorskih terapeutika baziranih na molekulama miRNA (Bajan i Hutvagner 2020). Neke 

od tumor-supresorskih miRNA su miR-15a, miR-16, porodica miR-34 i porodica let-7 (Bader 

i sur. 2010). 

Prva miRNA kod koje je dokazana tumor-supresorska aktivnost je let-7. Ona 

negativno regulira ekspresiju gena RAS i kod ljudi i kod C. elegans vežući se na 3'-UTR 

mRNA za protein RAS (Johnson i sur. 2005). Osim onkogena RAS, suprimira i onkogene 

HMGA2,  c-Myc, ciklin D, CDK6, CDC25A te djeluje kao imunosni regulator (Bader i sur. 

2010). Primjer tumora kod ljudi kod kojeg je smanjena ekspresija let-7 jest karcinom pluća 

nemalih stanica (NSCLC, od. engl. non-small-cell lung carcinoma) (Gilles i Slack 2018). 

Ponovno uspostavljanje funkcije let-7, tj. unos oponašatelja let-7 zaustavlja daljnju 

proliferaciju stanica tumora i smanjuje rast postojećih tumora u nekoliko studija na 

životinjama (Bader i sur. 2010; Ma i sur. 2021). Unatoč brojnim uspjesima studija, ljudska 

terapija temeljena na oponašanju let-7 još nije uspostavljena (Chirshev i sur. 2019).  

U fazu kliničkog testiranja ušlo je samo nekoliko lijekova temeljenih na oponašanju 

molekula miRNA. To su MRX34 za oponašanje miRNA-34a, Remlarsen (MRG-201) za 

oponašanje miRNA-29 i MesomiR 1 za oponašanje miRNA-16 (Diener i sur. 2022). 

Prvi miRNA lijek koji je ušao u fazu kliničkog testiranja je MRX34 (Faza 1 kliničkog 

testiranja) (Gilles i Slack 2018; Rupaimoole i Slack 2017). Oponašatelj miRNA-34a 
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inkapsuliran je lipidnim nanočesticama i zatim se unosi u organizam intravenozno (Beg i sur. 

2017; Rupaimoole i Slack 2017).  

Porodica miRNA-34 sastoji se od tri miRNA (34a, 34b i 34c) i geni porodice miR-34 

transkripcijske su mete onkosupresora p53 (Hermeking 2010; Misso i sur. 2014). miRNA-34 

doprinose učinku p53 na zaustavljanje proliferacije i indukcije apoptoze ciljajući c-MYC, 

CDK6 i c-MET (Hermeking 2010). Pokazano je da primjena MRX34 značajno doprinosi 

smanjenju tumora (tumor jetre, prostate i pluća) i smanjenju ekspresije proteina reguliranih s 

miRNA-34. Stavljanjem let-7 i miRNA-34 u istu lipidnu nanočesticu također je postignuto 

smanjenje tumora (Rupaimoole i Slack 2017), noprva faza kliničkog testiranja lijeka MRX34 

zaustavljena je zbog nepovoljnih posljedica na imunosni sustav (Gilles i Slack 2018). 

Kod pacijenata s agresivnim tumorom, malignim pleuralnim mezoteliomom (MPM),  

identificiran je manjak ekspresije miRNA-16 u usporedbi sa zdravim tkivom (Reid i sur. 

2013). Mesomir 1 (Faza 1 kliničkog testiranja) uspješno imitira miRNA-16 i ponovno 

uspostavlja njenu funkciju u ciljanim tkivima te inhibira rast stanica tumora (Reid i sur. 

2016). 

Remlarsen (MRG-201) (Faza 2 kliničkog testiranja) imitira molekule porodice 

miRNA-29. Molekule ove porodice ključne su kod regulacije puta signalizacije 

transformirajućeg faktora rasta (TGF) i sinteze izvanstaničnog matriksa (ECM, od engl. 

extracellular matrix). Oba ova procesa doprinose razvoju fibroze (Cushing i sur. 2011). Kod 

nedostatka miRNA-29 povećava se razina TGF i ECM, a budući da i sami TGF i ECM 

smanjuju razinu ekspresije miRNA-29, dolazi do nekontrolirane proizvodnje ovih molekula 

što dovodi do razvoja fibroze. Remlarsenom se nastoje kontrolirati neki tipovi fibroze poput 

plućne i kožne fibroze (Gallant-Behm i sur. 2019).  

 

4.1.2. Upotreba miRNA za moduliranje ekspresije egzogeno primijenjene terapijske molekule 

 

Za sigurnu primjenu liječenja genskom terapijom vrlo je bitno izbjeći ekspresiju 

terapijskog gena u neželjenim tkivima. Budući da i neki promotori specifični za određena 

tkiva mogu biti nepouzdani, za ovu svrhu mogu poslužiti miRNA (Broderick i Zamore 2011). 

Promotori specifični za pojedina tkiva pozitivno reguliraju ekspresiju, tj. terapijska molekula 

će se eksprimirati samo u tkivima za koje je taj promotor specifičan. Suprotno tome, miRNA 

specifične za određena tkiva negativno reguliraju ekspresiju što znači da će se terapijska 
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molekula eksprimirati samo u tkivima u kojima određena miRNA nije eksprimirana 

(Broderick i Zamore 2011; Geisler i Fechner 2016). Sekvence na terapijskim molekulama 

koje prepoznaje specifična molekula miRNA nazivaju se i miR-TS (od engl. artificial 

microRNA target sites) (Geisler i Fechner 2016). miR-TS se mogu inkorporirati u 3'-UTR 

terapijske mRNA zbog manjka sekundarnih struktura na tom dijelu mRNA, ali ih je moguće i 

smjestiti  u 5'-UTR ili otvoreni okvir čitanja (Broderick i Zamore 2011; Geisler i Fechner 

2016).  

Jedan od najbitnijih izazova ove metode je identifikacija prikladne molekule miRNA 

koja je eksprimirana samo u tipovima tkiva i stanica u kojima ne smije doći do ekspresije 

terapijske molekule (Geisler i Fechner 2016). Primjer ovakve molekule s kojom je u nekoliko 

studija postignuta uspješna supresija egzogeno primijenjene terapijske molekule je miRNA-

122 specifična za hepatocite (Broderick i Zamore 2011). Ova molekula primjenjuje se u 

genskoj terapiji bolesti srca  jer je u srcu ekspresija miRNA-122 značajno manja od ekspresije 

u jetri. U 3'-UTR terapijske molekule se inkorporira sekvenca miR122-TS koju prepoznaje 

miRNA-122 u jetri te tamo inhibira ekspresiju terapijske molekule. Istovremeno se u srcu 

zbog manjka specifične miRNA terapijska molekula normalno eksprimira (Geisler i Fechner 

2016). 

Drugi primjer tkivno specifične molekule je miRNA-142 koja je karakteristična za 

hematopoetske stanice. Dodavanje miR142-TS u terapijsku molekulu onemogućava njenu 

ekspresiju u stanicama koje prezentiraju antigen. Ovim putem se postiže imunosna tolerancija 

na terapijsku molekulu (Annoni i sur. 2009). 

Osim što molekula miRNA koja se upotrebljava u regulaciji ekspresije egzogene 

molekule mora biti eksprimirana specifično, mora biti i eksprimirana na određenoj razini. 

Veća supresija uglavnom se postiže većom razinom ekspresije potrebne miRNA. Umetanjem 

3-4 sekvenci miR-TS koje su potpuno komplementarne odgovarajućoj molekuli miRNA u 

terapijsku molekulu optimizira se efikasnost regulacije. Potpuna komplementarnost je 

poželjna jer dovodi do degradacije terapijske molekule čime se omogućuje brzo recikliranje 

molekule miRNA i izbjegava zasićenje molekula miRNA terapijskim molekulama. Bez ovog 

koraka endogene molekule miRNA ne bi bile sposobne istovremeno regulirati i prirodne mete 

(Geisler i Fechner 2016). 
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4.2. miRNA kao cilj u genskoj terapiji 

 Za liječenje stanja uzrokovanih prekomjernom ekspresijom određenih molekula 

miRNA potrebno je inhibirati djelovanje tih miRNA (Bajan i Hutvagner 2020). Inhibitor se za 

ciljanu molekulu miRNA veže velikim afinitetom čime se postiže velika preciznost 

sprečavanja vezanja miRNA na pripadnu mRNA (Sempere i sur. 2021). Većina inhibitora 

dizajnirana je s namjerom vezanja na zrelu molekulu miRNA, no postoje i uspješni primjeri 

inhibicije prekursora zrelih molekula miRNA. Prekursori sadržavaju sekvence koje nisu 

prisutne u zrelim molekulama i koje nisu očuvane kod različitih molekula miRNA što 

smanjuje mogućnost vezanja inhibitora na zrele molekule miRNA sličnih sekvenci. No, 

prekursori su poprilično teške mete za inhibiciju jer se nalaze u jezgri i samo su prolazni oblik 

kod biogeneze miRNA (Beavers i sur. 2015). 

 

4.2.1. antimiR 

 

 Kod prvog pokušaja inhibicije funkcije miRNA in vivo upotrijebljeni su kemijski 

nemodificirani jednolančani DNA antimiR-oligonukleotidi (AMO, od engl. anti-miRNA 

oligonucleotides) koji su potpuno komplementarni endogenim molekulama miRNA. Zbog 

problema sa stabilnošću DNA rezultati studije bili su nezadovoljavajući te se sada umjesto 

DNA koristi RNA (Weiler i sur. 2006). AMO su ujedno i  najkorišteniji alat za inhibiciju 

funkcija miRNA (Beavers i sur. 2015). 

Za unaprjeđenje terapije potrebno je kemijski modificirati RNA-oligonukleotide i tako 

im povećati afinitet vezanja za miRNA, stabilnost i poboljšati farmakokinetička svojstva 

(Rooij i Kauppinen 2014). Kemijski se modificiraju šećeri, baze ili veze između nukleotida 

(Stenvang i sur. 2012).  

Jedna od najranijih istraživanja inhibicije miRNA uključivala su modifikacije 2'-

hidroksilne skupine riboze (Beavers i sur. 2015). Neke od uspješnih modifikacija su 

dodavanje metilne skupine, metoksietilne skupine ili fluora na 2'-OH (Zhang i Farwell 2007). 

Metilacijom se povećava afinitet vezanja za molekulu miRNA te se doprinosi otpornosti na 

nukleaze (Beavers i sur. 2015; Zhang i Farwell 2007) pa je metilacija oligonukleotida  

upotrebljena kod sinteze antimiR-122 koji specifično inhibira miRNA-122 što je pokazano 

smanjenjem razine ekspresije miRNA-122 i povećanjem razine ekspresije mRNA gena koje 

regulira miRNA-122 nakon primjene terapeutika (Krützfeldt i sur. 2005).  
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Jedne od najučinkovitijih molekula AMO su LNA (od engl. locked nucleic acids) 

(Slika 2) (Beavers i sur. 2015). Molekule LNA se od antimiR-a s modificiranom 2' OH 

skupinom strukturno razlikuju po tome što je kisik na položaju 2' povezan s 4' položajem 

riboze metilenskim mostom. Otpornije su na aktivnost nukleaza, manje toksične, stabilnije i 

vežu miRNA većim afinitetom (Zhang i Farwell 2007). Molekule LNA također su uspješno 

upotrebljene za inhibiciju miRNA-122. Ova miRNA pozitivno regulira replikaciju virusa 

hepatitisa C (HCV, od engl. hepatitis C virus) i zato se intenzivno proučava u pretkliničkim i 

kliničkim studijama (Jopling i sur. 2005). Pokazano je smanjenje ekspresije endogene 

miRNA-122 stvaranjem stabilnih interakcija između LNA i miRNA nakon injektiranja 

terapijske molekule LNA-antimiR-122 u primate (Elmén i sur. 2008). Dvije godine kasnije 

započelo je razvijanje lijeka Miravirsen (SPC3649). Miravirsen je 15 nukleotida duga 

molekula LNA komplementarna 5' kraju zrele miRNA-122 s kojom je završena faza 2 

kliničkog ispitivanja (Janssen i sur. 2013; Lanford i sur. 2010). 

 

Slika 2. Struktura monomera molekule LNA . Preuzeto iz Kurreck 2002. 

Osim Miravirsena, još se nekoliko lijekova baziranih na molekulama LNA trenutno 

nalazi u različitim fazama kliničkog testiranja. Jedan od njih je Cobomarsen (MRG-106), 

LNA inhibitor miRNA-155 čija je povećana ekspresija povezana s progresijom najčešćeg 

podtipa kožnog T-staničnog  limfoma (CTCL, od engl. cutaneous T-cell lymphoma), 

fungoidne mikoze (FM) (Seto i sur. 2018).  

MRG-110 je LNA inhibitor miRNA-92a koji prolazi klinička ispitivanja i za koji su 

dokazani terapijski učinci. Inhibicijom miRNA-92a potiče se angiogeneza u mnogim 
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organskim sustavima što ima pozitivne posljedice na kardiovaskularne bolesti i zacjeljivanje 

rana (Abplanalp i sur. 2020; Gallant-Behm i sur. 2018). 

Idući primjer je CDR132L (LNA inhibitor miRNA-132), lijek koji pomaže 

pacijentima sa zastojem srca nakon infarkta miokarda (Batkai i sur. 2021; Täubel i sur. 2021).  

Osim molekula LNA, učinkoviti inhibitori miRNA su i PNA (engl. peptide nucleic 

acids) i PMO (engl. phosphorodiamidate morpholino oligonucleotides) (Beavers i sur. 2015) 

(Slika 3). 

Peptidne nukleinske kiseline, kao i LNA, imaju visok afinitet vezanja za ciljane 

molekule miRNA. Razlika između njih je ta da su molekule PNA analozi oligonukleotida čija 

je šećerno-fosfatna okosnica zamijenjena s N-(2-aminoetil)-glicniskim ostacima. Molekule 

PNA također su i stabilne te netoksične (Christopher i sur. 2016;  Egholm i sur. 1993). 

U usporedbi s PNA i LNA, PMO su manjeg afiniteta prema ciljanim molekulama. 

PMO umjesto riboze sadrže morfolino prstenove i umjesto fosfodiesterskih imaju 

fosforodiamidatne veze. Ovakva građa uvelike doprinosi njihovoj otpornosti na nukleaze 

(Beavers i sur. 2015). 

 

Slika 3. Struktura molekula PNA i PMO. Prilagođeno prema Beavers i sur. 2015. 

 

4.2.2. miRNA-spužve   

Inhibicija molekulama AMO i njihova održanost u stanici nije trajna. Kao alternativa 

mogu poslužiti miRNA-spužve, inhibitori miRNA kojima se postižu jednako dobri, ali 

dugoročniji rezultati. miRNA-spužve su dugi RNA-transkripti nastali ekspresijom transgena 
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sa snažnih promotora (Ebert i sur. 2007). Specifičnost ekspresije miRNA-spužve može se 

postići upotrebom tkivno-specifičnih promotora i korištenjem određenog tipa virusnog 

vektora za unos transgena (Ebert i Sharp 2010).  

miRNA-spužve funkcioniraju kao lažne mete za miRNA i sadržavaju sekvencu 

komplementarnu „seed“ dijelu ciljane miRNA kako bi se mogle vezati (Slika 4). Zbog ovoga 

jedna miRNA-spužva može inhibirati cijelu porodicu miRNA koje sadrže odgovarajuću 

„seed“ sekvencu. To je jedna od prednosti u odnosu na inhibiciju molekulama AMO za koje 

se smatra da inhibiraju samo jednu određenu molekulu miRNA (Ebert i sur. 2007). Za 

inhibiciju cijele porodice miRNA bilo bi potrebno unijeti više različitih molekula AMO 

(Ebert i Sharp 2010). 

 

Slika 4. Princip djelovanja miRNA-spužvi. miRNA-spužve služe kao lažne mete za ciljane 

molekule miRNA i tako omogućavaju translaciju pripadne mRNA. Prilagođeno prema Li i 

Rana 2014. 

Za povećanje afiniteta vezanja spužve za miRNA u spužvu se dodaje nekoliko mjesta 

komplementarnosti (Ebert i sur. 2007). Jedna miRNA-spužva može sadržavati od 4 do 10 

mjesta za vezanje između kojih postoji razmak od nekoliko nukleotida. Efikasnost inhibicije 

ovisi i o relativnom odnosu koncentracija miRNA-spužve i koncentracije miRNA. Unošenjem 

selekcijskog markera ili reporterskog gena u otvoreni okvir čitanja u vektor omogućuje se 

selekcija stanica u kojima je eksprimirana miRNA-spužva (Ebert i Sharp 2010). 

Tehnologija miRNA-spužvi ima mnoge prednosti, ali zbog razvoja kemijski 

modificiranih oligonukleotida i poboljšanja metoda njihova unosa očekuje se veća primjena 

takve metode inhibicije (Ebert i Sharp 2010). 
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4.2.3. miRNA-maskiranje 

 

 Nešto drugačiji pristup inhibicije prekomjerne funkcije molekula miRNA ima 

tehnologija miRNA-maskiranja. Umjesto direktne inhibicije vezanjem na molekulu miRNA, 

dizajnira se molekula koja se potpuno komplementarno veže na molekulu mRNA i blokira 

vezanje ciljane miRNA (Wang 2011).  

Molekule korištene kod miRNA-maskiranja su kemijski modificirani jednolančani 

oligoribonukleotidi dugi 22 nukleotida komplementarni 3' UTR kraju molekule mRNA koja 

sadrži sekvencu prepoznavanja ciljane molekule miRNA. miRNA-maska na ovaj način 

ograničava pristup ciljane molekule miRNA mjestu za vezanje na molekuli mRNA. 

Djelovanje miRNA je zaustavljeno i ekspresija gena više nije potisnuta. miRNA-maska ovako 

zapravo štiti gen od inhibicije molekulom miRNA. Na neki način miRNA-maska štiti i 

molekule miRNA. Za razliku od metode inhibicije molekulama AMO kod koje se ciljana 

molekula miRNA nakon prepoznavanja degradira, u ovom pristupu miRNA-maska ne 

inducira uništenje molekule miRNA i time omogućava normalnu funkciju utišavanja ostalih 

gena reguliranih tom istom miRNA (Wang 2011). 

Dakle, strategija miRNA-maskiranja omogućuje regulaciju specifičnu za pojedini gen 

jer su molekule dizajnirane prema ciljanoj molekuli mRNA. Zato se za razliku od strategije 

inhibicije molekulama AMO ovdje očekuje poboljšanje ekspresije samo jednog ciljanog gena 

umjesto cijelog niza gena reguliranih tom određenom miRNA. Genska specifičnost miRNA-

maskiranja je u mnogim situacijama poželjna te je zbog te karakteristike ova metoda 

prikladna za proučavanje posljedica regulacije jednog specifičnog gena molekulom miRNA 

(Wang 2011). 

  

5. Izazovi upotrebe miRNA u genskoj terapiji 

 

 Unatoč velikom napretku u području upotrebe molekula miRNA u genskoj terapiji 

samo je nekoliko miRNA lijekova dospjelo u faze kliničkog istraživanja. To je posljedica 

mnogobrojnih izazova ove tehnologije. Jedan od najvećih izazova zasigurno je pronalazak 

molekule miRNA čija promjena ekspresije uzrokuje nastanak proučavane bolesti. Ostale bitne 

stavke na koje treba obratiti pažnju uključuju dizajniranje vektora za stabilan unos miRNA na 
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točno određeno mjesto istovremeno izbjegavajući nepoželjne nuspojave (Rupaimoole i Slack 

2017).  

 

5.1. Doprema miRNA na ciljano mjesto  

 

 Jedan od prvih izazova s kojima se suočava genska terapija bazirana na molekulama 

miRNA je pronalazak odgovarajućeg sustava dopreme koji će lijek zaštititi od uvjeta in vivo 

(Rupaimoole i sur. 2011). Odabir sustava dopreme ovisi o vrsti miRNA terapeutika, 

ekspresijskom obrascu određene miRNA ili gena (ovisno o metodi genske terapije) te o 

ciljanom mjestu dopreme miRNA lijeka (Momin i sur. 2021). Idealan sustav dostavlja lijek na 

specifično mjesto, biorazgradiv je i ne uzrokuje štetne imunosne reakcije (Rupaimoole i sur. 

2011). 

 miRNA lijekovi se u organizam mogu isporučiti sistemski intravenskom injekcijom ili 

infuzijom. Funkcije nekih organa poput jetre, slezene i limfnih čvorova mogu se iskoristiti za 

pasivnu dopremu terapeutika gdje će se lijek i nosač nakupljati u tom organu. U središnji se 

živčani sustav terapeutici moraju unijeti intratekalno zbog prepreke koju predstavlja krvno-

moždana barijera. Zbog manjka specifičnosti koja se javlja zbog sistemske primjene lijeka, u 

razvoju su neke metode  direktnog unosa miRNA-terapeutika  u ciljano područje poput 

intratumoralnog injektiranja (Bajan i Hutvagner 2020). 

 Virusni vektori već se dugo vremena upotrebljavaju za dopremu transgena u stanice 

ciljanog organizma. Iskorištene su infektivne karakteristike virusa koji kod infekcije 

animalnih i biljnih stanica u njih ubacuju svoj genom (Momin i sur. 2021). Virusni vektori 

mogu inficirati vrlo širok raspon tipova stanica te su uspješno modificirani za učinkovitu 

ekspresiju transgena, a i samoinaktivirajući su. Transgen će se u slučaju upotrebe vektora 

poput retrovirusa ili lentivirusa ugraditi u genom domaćina, a upotrebom vektora poput 

adenovirusa samo prolazno nalaziti u stanici domaćina (Bajan i Hutvagner 2020). Jedan od 

primjera upotrebe adenovirusa jest rekombinantni adenovirus koji kodira inhibitor miRNA-

122 i uspješno dovodi do smanjenja razine miRNA-122 (Momin i sur. 2021). Rekombinantni 

adenovirusni vektori ne mogu se replicirati u stanicama domaćina što ih čini poželjnima za 

upotrebu jer nisu patogeni. Metode koje uključuju ugradnju transgena u genom domaćina sa 

sobom nose i probleme poput integracije transgena u dijelove genoma domaćina poput 

regulacijskih ili kodirajućih sekvenci što može dovesti do nepoželjnih efekata (Bajan i 
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Hutvagner 2020). Ovaj problem uz indukciju imunosnog odgovora domaćina virusne vektore 

čini nesigurnima za upotrebu unatoč njihovom velikom potencijalu (Momin i sur. 2021). 

 Sljedeća strategija dopreme je inkapsulacija miRNA terapeutika lipidnom vezikulom 

koja olakšava prijenos preko stanične membrane (Bajan i Hutvagner 2020). Upotrebljavaju se 

liposomi, lipidne nanočestice i čvrste lipidne nanočestice. Sintetički kationski lipidi 

omogućavaju prijenos negativno nabijenih miRNA terapeutika preko negativno nabijene 

stanične membrane (Momin i sur. 2021). Zbog staničnog endosomnog puta koji često 

uzrokuje degradaciju unesenih vezikula lipidi su dizajnirani tako da otpuste transgen jednom 

kad uđu u stanicu (Bajan i Hutvagner 2020). Specifičnost i efikasnost dopreme se osigurava 

kemijskim modifikacijama lipida koje omogućavaju vezanje lipida na ciljana tkiva (Momin i 

sur. 2021).  

 Nanočestice se osim od lipida mogu sastojati i od polimera. Polimeri, slično lipidima, 

štite transgen od degradacije i osiguravaju specifičnost raznim kemijskim modifikacijama. 

Ova tehnologija također zahtijeva mehanizam otpuštanja transgena nakon ulaska u stanicu. 

Polimeri moraju biti biorazgradivi da bi se spriječilo njihovo nakupljanje u stanicama (Bajan i 

Hutvagner 2020). 

 

5.2. Stabilnost i zaštita od nukleaza 

 

 Nakon što je miRNA-terapeutik uspješno dopremljen u stanicu potrebno je spriječiti 

degradaciju nukleazama prije njegova djelovanja (Rupaimoole i sur. 2011). Degradaciji 

RNazama naročito su podložne molekule miRNA i miRNA-terapeutici s kemijski 

nemodificiranom 2'-OH skupinom riboze (Momin i sur. 2021). Za poboljšanje stabilnosti i 

zaštite od nukleaza moguće je uvesti razne kemijske modifikacije skupini 2'-OH. Dodaje joj 

se metilna skupina, metoksietilna skupina ili atom fluora. Osim ovih modifikacija ispitana je i 

zamjena fosfodiesterske okosnice RNA-molekule fosforotioatnom (Rupaimoole i sur. 2011) 

(Slika 5). Modifikacije se uvode na 5'-kraj  kodirajućeg lanca miRNA jer nukleaze djeluju 

putem manje stabilnog  kodirajućeg lanca. Ovo ukazuje na važnost asimetrije molekula 

miRNA (Momin i sur. 2021). 

 Oligonukleotidi sa fosforotioatnim vezama otporniji su na djelovanje nukleaza, no 

vežu se na ciljanu molekulu manjim afinitetom. Za postizanje otpornosti na nukleaze i 
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povoljnog afiniteta prema ciljanoj molekuli potrebno je optimizirati omjer između 

fosfodiesterskih i fosforotioatnih veza u molekuli terapeutika (Li i Rana 2014). 

 Otpornost na nukleaze i dobar afinitet vezanja ciljane molekule karakteristika je 

molekula sa metoksietilnom skupinom na 2'-OH položaju riboze (2'-MOE). U usporedbi sa 

oligonukleotidima s metiliranom 2' OH skupinom riboze, 2'-MOE modificirani 

oligonukleotidi su efikasniji (Li i Rana 2014). 

 Uvođenjem atoma fluora na 2'-OH poziciju riboze oligonukleotida unapređuje se 

afinitet za ciljanu molekulu, no otpornost na degradaciju nukleazama se smanjuje. Za 

postizanje stabilnosti i otpornosti na nukleaze kombinira se fosforotioatna okosnica i fluor na 

2' OH skupini riboze. Ovakva molekula efikasnija je i od 2'-OH metiliranih oligonukleotida s 

fosforotioatnom okosnicom te 2'-MOE oligonukleotida s fosforotioatnom okosnicom (Li i 

Rana 2014). 

 

Slika 5. Struktura kemijski modificiranih nukleotida upotrebljavanih za poboljšanje stabilnosti 

miRNA-terapeutika i njihove zaštite od nukleaza. Modifikacije pozicije 2'-OH riboze 

uključuju dodavanje atoma fluora (2'-F), metilne skupine (2'-OMe) i metoksietilne skupine 

(2'-MOE). Jedna od čestih modifikacija je i zamjena jednog kisika sumporom u 

fosfodiesterskoj okosnici pri čemu nastaje fosforotioatna okosnica. Prilagođeno prema Li i 

Rana 2014. 
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5.3. Toksičnost i utjecaj na imunosni sustav 

 

 Kemijske modifikacije koje smanjuju osjetljivost na nukleaze mogu dovesti i do 

smanjenja ispravnog prepoznavanja mete, smanjenja aktivnosti terapeutika ili pak stvaranja 

toksičnih produkata razgradnjom modificiranih molekula (Rupaimoole i sur. 2011). U slučaju 

smanjenja ispravnog prepoznavanja mete miRNA-terapeutici će djelovati i nespecifično čime 

se proširuje područje njihova djelovanja  i uzrokuju sistemske nuspojave. Neke od toksičnih 

posljedica upotrebe spomenutih kemijski modificiranih oligonukleotida su inhibicija 

zgrušavanja krvi, aktivacija komplementa i stanica imunosnog sustava te smanjen broj 

leukocita (Momin i sur. 2021). 

 Jednolančane i dvolančane egzogene molekule RNA potiču imunosni odgovor 

stimulirajući razne unutarstanične i izvanstanične receptore PAMP (od engl. pathogen-

associated molecular pattern) kao što su TLR (od engl. Toll like receptors). Signalizacija 

putem molekula TLR je najčešća kod imunosnog odgovora na miRNA-terapeutike (Winkle i 

sur. 2021). Stimulacijom receptora TLR pokreće se signalni put preko proteina MyD88 čime  

započinje proizvodnja i otpuštanje proupalnih citokina i interferona (Barton i Medzhitov 

2003). 

 MRX je primjer oponašatelja miRNA-34a čije se kliničko testiranje privelo kraju zbog 

ozbiljnih imunosnih nuspojava. Osim u ciljano tkivo, terapeutik je unesen i u koštanu srž i 

slezenu, imunosne organe važne za nastajanje i sazrijevanje stanica imunosnog sustava 

(Diener i sur. 2022). Petero pacijenata je između ostalog imalo simptome hipoksije, sistemske 

upale, zatajenja jetre i zatajenja disanja (Hong i sur. 2020). Primjer sigurnog terapeutika s 

minimalnim imunosnim reakcijama je MesomiR 1 (van Zandwijk i sur. 2017). 

 U pretkliničkim istraživanjima toksičnih utjecaja miRNA terapeutika potrebno je uzeti 

u obzir činjenicu da se utjecaj jednog terapeutika u modelu i ljudskom organizmu može 

razlikovati te da ne potiču svi terapeutici imunosni sustav na isti način (Winkle i sur. 2021). 
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6. Zaključak 

 Od prve ideje upotrebe miRNA-terapeutika pa sve do danas ova je tehnologija izrazito 

napredovala. Mnogi miRNA terapeutici prolaze kroz pretklinička ili klinička istraživanja, ali 

usprkos njihovim brojnim uspjesima primjena miRNA-terapeutika još nije ostvarena. Na putu 

do uspješne primjene miRNA-terapeutika potrebno je savladati još neke izazove poput 

toksičnog utjecaja terapeutika na imunosni sustav i cjelokupni organizam ili pronalazak 

efikasnog načina dopreme terapeutika na ciljano mjesto. Brojna se istraživanja bave 

spomenutim problemima i ostalim načinima poboljšanja trenutnog stanja ove metode. 

Budućnost zasigurno donosi nove ideje i velike napretke u ovom području kojima će se 

ostvariti potencijal koji pružaju molekule miRNA. 
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