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RNA-hiljentymiselld (RNAi) tarkoitetaan
solunsisiistii tapahtumasarjaa, jossa kak-
sisiiikeinen RNA saa aikaan reaktioketjun,
joka johtaa komplementaarisen lihetti-
RNA:n hajoamiseen ja siti koodaavan
geenin toiminnan vaimentumiseen. RNAi
on evoluutiossa hyvin siilynyt ilmi6 ja sité
esiintyy lLihes kaikilla aitotumallisilla orga-
nismeilla. RNAi:sti on viime vuosien aikana
tullut perustyikalu solubiologiassa, mutta se
on mahdollisesti myds tirkei tulevaisuuden
ladikeaine hyodyntimiilli sen mekanismia
esimerkiksi torjuttaessa virusinfektioita.

RNA-hiljentyminen havaittiin ensimméiseni
kasveissa, jolloin siité alettiin kdyttdi nimityk-
sid transkriptionjilkeiseksi hiljentyminen (engl.
post-transcriptional gene silencing; PTGS) ja
yhteisvaimennus (engl. co-suppression)(van der
Krol ym. 1990, Napoli ym. 1990). Muutamaa
vuotta myShemmin myds virusgeeneilld siirto-
geeniseksi muokattu kasvi osoittautui vastustus-
kykyiseksi kasvivirusinfektiolle ilman siirtogee-
nin koodaaman proteiinin tuottumista (Dougher-
ty ym. 1994). Nidmi tutkimukset viittasivat sii-
hen, ettd RNA:n kautta toimi uusi puolustusme-
kanismi, joka kohdistui geeniekspressioon. Pian
vastaava ilmi6 16ydettiin my6s sienisti, joissa
ilmi6td nimitettiin vaimennukseksi (engl. quel-
ling) ja laakamadoista, joiden yhteydessi kiiyt-
toon otettiin nimi RNA-hiljentyminen eli RNAi
(engl. RNA-interference). Jilkimméinen on sit-
temmin vakiintunut kirjallisuudessa, ja tille on
perusteena se, ettd RNAi:n mekanismi on kaikil-
la eli6illd samankaltainen.

RNA-hiljentymisen oletetaan evoluution
myO6td kehittyneen solujen puolustusmekanis-
miksi viruksia ja loisia vastaan. Erittiin vahva-
na todisteena tdstd pidetddn sitd, ettd virukset
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tuottavat useita erilaisia patogeneesille tirkeiti
proteiineja, jotka estivit RNAi:td (Anandalak-
shmi ym. 1998, Mourrain ym. 2000, Voinnet
ym. 2000). RNA-hiljentymisen on ajateltu suo-
jelevan organismia myds vakauttamalla sen gen-
omia; mutaatiot RNAi-jarjestelméssi esimerkik-
si lisdévit transpositioiden ma#rid genomissa ja
viallisen RNA:n kertymisti soluun (Ketting ym.
1999, Tabara ym. 1999). Lis#ksi eris RNAi:n
tehtdvd on osallistua epigeneettiseen sditelyyn
ja sen on huomattu estdvin transkriptiota lisdi-
malld DNA-metylaatiota ja muuttamalla kroma-
tiinin rakennetta (Lippmann ym. 2003).

RNA-hiljentymisen mekanismi

Virusinfektio, transgeenit tai vialliset transkrip-
tiotuotteet voivat johtaa kaksisdikeisen RNA:n
muodostumiseen solussa. RNaasi III -perhee-
seen kuuluva ribonukleaasi, Dicer, pilkkoo kak-
sisdikeisestd RNA:sta Iyhyiti RNA-molekyyleji
(Hammond ym. 2000, Zamore ym. 2000). Nima
voidaan jaotella alaryhmiin niiden koon ja toi-
minnan perusteella. Kaksi parhaiten tunnettua
alaryhmid ovat em. tavalla muodostuvat siR-
NA-molekyylit (engl. small interfering RNA) ja
miRNA-molekyylit, jotka koodataan genomista.
Riippumatta kaksinauhaisen RNAn alkuperist,
molemmat voivat siis johtaa RNAi:n kiynnisty-
miseen (Tuschl ym. 1999, Gregory ym. 2005).
SiRNA koostuu kahdesta noin 21-25 nukleoti-
din mittaisesta RNA-séikeestd, joiden 5°-piis-
sd on fosfaatti- ja 3’-pddssi hydroksyyliryhmi.
Sdikeet ovat siRNA-molekyylissd pariutuneet
siten, ettd molekyylin molempiin p#ihin jai kak-
si ylim#drdistd nukleotidii. MiRNA:t ovat 20—
23 nukleotidin mittaisia endogeenisii yksisai-
keisid RNA-molekyylejd, jotka saiteleviit elion
geeniekspressiota. MiRNA:ta tuottavat geenit
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sijaitsevat genomissa ryppdind. Niistd geeneis-  Verrattuna perinteisiin pienimolekyylisiin 1dak-
td RNA polymeraasi II transkriptoi primaari- keisiin sekd uudempiin biologisiin ladkkeisiin
miRNA-molekyylejd (pri-miRNA). Témin jal-  siRNA-ladkkeiden kehittiminen on nopeaa ja
keen Drosha-entsyymi yhdessi kaksisdikeisti —tuottaminen edullista ja helppoa. Eri ladkeyri-
RNA :ta sitovan alayksikkonsda DGCR8:nkanssa  tyksilli on Kliinisissd faasitutkimuksissa tdlla
pilkkoo pri-miRNA:n 60-70 nukleotidin mit- hetkelld siRNA-lddkkeitd muun muassa hepa-
taiseksi miRNAm esiasteeksi, pre-miRNAksi.  tiitti B virus-, Hi-virus- (engl. human immuno-
Pre-miRNA pariutun itsensd kanssa silmukka-  deficiency virus; HIV) ja RS-virus (engl. respi-
muotoon. Tuman kuljettajaproteiini Exportin  ratory syncytial virus; RSV) infektioita vastaan
5 yhdessi GTPaasi Ranin kanssa kuljettaa pre- (Haussecker 2008).
miRNA:n sytoplasmaan. Sytoplasmassa Dicer Viruksilla on erilaisia lisddntymisstrategioita,
ja sen kaksisdikeisti RNA:ta sitova alayksikkoé minkd vuoksi RNA-hiljennysterapian kohteet
TRBP (engl. transactivating response RNA-bin-  niille voivat myds olla erilaisia. Suoraviivaisin
ding protein) pilkkovat pre-miRNA:n edelleen lahestymistapa on suunnitella RNA-hiljennys
kaksisiikeiseksi miRNA:ksi. kohdentumaan viruksen tuottamaan ldhetti-
RNA-hiljentymisen  toisessa  vaiheessa RNA-molekyyliin. Néin on onnistuttu heiken-
siRNA'n tai miRNA:m toinen nauha (guide- timiin muiden muassa hepatiitti B ja C virus- ‘
nauha) liittyy RNA-indusoituvaan hiljennys- ten sekd HIV-1:n lisadntymiskykyd (Jacque ym. j
kompleksiin (engl. RNA-induced silencing 2002, Kapadia ym. 2003). Toisaalta virus-RNA:n i
complex; RISC) ja ohjaa sen eméspariutumisen ~ méérd solussa on suuri ja erityisesti RNA-viruk- !
avulla joko pilkkomaan komplementaarisen 14-  set kehittavit helposti resistenssin RNA-hil- !
hetti-RNA:n tai pysdyttimidn sen translaation.  jennystd vastaan mutatoitumalla (Scherer ym. \
RISC sisdltia kaikilla elitilld kaksi perusosaa. 2007). Resistenssin muodostumista voidaan
Niisti ensimmiinen osa on kompleksin toimin- ~ vaikeuttaa valitsemalla kohteeksi jokin viruksen
taa ohjaava lyhyt RNA. Toinen osa on passenger-  kiyttamistd isdntdsolun molekyyleistd. Naitd vi- i
nauhan hajottava sekd ldhetti-RNAm pilkkova  rusten hyodyntémid kofaktoreita on usein solus- I
Argonautti-perheeseen kuuluva proteiini (Marti- ~ sa maardllisesti vihemmin kuin virus-RNA:ta, ‘l
3}

nez ym. 2002, Matranga ym. 2005, Winter ym.  mutta toisaalta isantdsolun molekyylien hiljenti- ‘
2009). Argonautti-proteiinit rakentuvat kahdesta  miselld voi olla vakavia haittavaikutuksia. Tun- |
alayksikosti, N-terminaalisesta PAZ-domeenista  netuin esimerkki isdntdsolun kohteesta lienee !
sekii C-terminaalisesta PTWI-domeenista (Hall ~HIV-1:n koreseptoreina kiyttimit kemokiini-
2005). Néisti PAZ-domeeni sitoo guide-nau- reseptorit CCRS ja CXCR4, joita hiljentdmilld i
han RISC:in ja PTWI-domeeni pilkkoo kohde-  voidaan estdd HIV-infektio. Solun pintaresep- I
ldhetti-RNAn. Ihmisilld RISC sisiltid lyhyen torigeenien liséksi on kuitenkin 16ydetty myds it
RNA: sekii argonautti 2-proteiinin lisiiksi Di- useita mahdollisia solunsisdisid kohteita, kuten
cerin ja TRBP:n (Meister ym. 2004, Chendrima- Arp2/3-kompleksi, joka vilittdd useiden virus-
da ym. 2005). SUmiRNA:n komplementaarisuus  ten solunsisdisti kuljetusta tai transkriptioteki-
kohde-lihetti-RNA:n kanssa mrii Liittyyko se  ja pTEFb, joka on tirked HIV-1:n replikaatiolle i
lahetti-RNA:ta pilkkovaan RISC:iin vai trans- (Komano ym. 2004). Tehokkaimmiksi virus- }
laation keskeyttiviin RISC:iin (Lim ym. 2005, ten replikaation estdjiksi on huomattu erilaiset ;
Winter ym. 2009). Translaation keskeytymi- RNA-hiljennysyhdistelmit. Esimerkiksi hiljen-

nen tapahtuu siten, ettd RISC ohjataan tietyille  tdmalld yhtiaikaisesti useita kohtia geenistd tai
transloimatonta lihetti-RNA:ta sisdltiville sy- useita iséntdsolun kofaktoreita on saavutettu
toplasman alueille (engl. processing bodies; P-  parhaimmat tulokset virusten lisd@ntymisen es-
bodies), joissa proteiini nimeltisn GW182 py-  tossa (Haasnoot ym. 2007).

sdyttad translaation (Liu ym. 2005).

AKuutit ja krooniset virusinfektiot

RNA-hiljentyminen virusterapiana RNA-hiljennysterapian vaikutus voi olla ohime-

Koska lyhyet RNA-molekyylit ovat osa elién  nevéd, mikd sopii erityisesti akuuttien virusin-
luonnollista viruspuolustusta, erittdin spesifeji  fektioiden kuten influenssa A-viruksen hoitoon
geenien toiminnan hiljentijid ja koska niiden tai pitkdaikaisempaa, mikd puolestaan sopii hy-
tuottaminen on yksinkertaista, ne saattavat sopia  vin kroonisten virusinfektioiden kuten HIV-1:n
hyvin esimerkiksi virusinfektioiden hoitoon.  hoitoon. RNA-hiljennysterapian suunnittelu on
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yksinkertaisinta akuutin hengitysteiden infektion
aiheuttaville viruksille kuten RSV tai influenssa
A-virus. Infektio on ohimenevi, jolloin lyhytai-
kainen siRNA-transfektio on mittdvd. siRNA-
lisike voidaan annostella hengitysteiden lima-
kalvolle kitevisti acrosolina. Pisimmélld RNA-
hiljennyksen hyddyntamisessd virusladkkeeksi
on laskevalmistaja Alnylam Pharmaceuticals
(ttp://www.alnylam.com/), joka on kehittdmis-
si siRNA-lsskettd RSV-infektioon. Hengitetta-
vi ALN-RSVO1-ldike on tilld hetkelld lddke-
kehityksen faasi I vaiheessa ja alustavat tulok-
set ovat erittiin lupaavia (Haasnoot ym. 2007).
Kroonisen infektion aiheuttaville viruksille ku-
ten HIV tai HBV on huomattavasti vaikeampaa
kehittiaa RNA-hiljennysterapiaa, koska tarvitaan
pitkiaikainen siRNA:n ilmeneminen, jolloin on-
gelmaksi muodostuvat siRNA:n kuljettaminen
ja kohdentaminen haluttuun kudokseen sekd jat-
kuvan siRNA-ilmenemisen aiheuttamat haitat.
Pitkiaikaisen RNA-hiljennyksen seurauksena
viruksesta muodostuu helposti resistentti kanta,
jonka vuoksi ladkkeen taytyy sisiltdd useita eri
siRNA-molekyyleji eri kohteisiin. Talléin puo-
lestaan haittavaikutukset lisddntyvit edelleen.
Lisiksi ihmisen kroonisten virusinfektioiden
eldinmalleja on vihemmin kuin akuuttien viru-
sinfektioiden eliinmalleja, mikd vaikeuttaa tes-
taustulosten tulkintaa.

Influenssa-infektion estiminen RNA-hiljen-
tymiselli

Influenssa on ortomyksoviruksiin kuuluvan in-
fluenssavirus A:n tai B:n aiheuttama yldhen-
gitysteiden raju akuutti infektio. Vuosittaisten
influenssaepidemioiden seurauksena vdestdstd
5-20 % sairastuu vakavasti ja 250 000 — 500 000
ihmistd kuolee. Influenssan torjuntaa ja hoitoa
vaikeuttaa, ettd se leviad herkdsti pisaratartunta-
na. Lisiksi influenssaviruksen pinta-antigeeneis-
si tapahtuu jatkuvasti mutaatioita, minki vuoksi
ihmisen immuunipuolustus ei endd tunnista vi-
rusta. Kokonaan uusia influenssaviruskantoja
muodostuu, kun kaksi eri viruskantaa infektoi sa-
man solun. RNA-hiljennys vaikuttaa lupaavalta
keinolta estii ja hoitaa influenssaa. T4ma johtuu
siitd, ettd influenssa A-virus on RNA-virus, jol-
la ei ole missizn elinkiertonsa vaiheessa DNA-
vilivaihetta. Viruksen VRNA-, ldhetti-RNA- ja
cRNA-molekyylit voivat kaikki toimia kohteina
RNA-hiljennykselle. Koska siRNA-molekyyli
on kaksisiikeinen, toinen nauhoista on komple-
mentaarinen lihetti-RNA:lle sekd cRNA:lle ja
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toinen vVRNA:lle. Kaikki influenssa A-viruksen
10 proteiinia ovat tirkeitd sen replikaatiolle ja
niistd minkd tahansa hiljentiminen todennikoi-
sesti heikentdd viruksen lisdintymistd. Koska
influenssa on ylidhengitysteiden infektio, siR-
NA-liske voidaan formuloida myos inhaloita-
vaan muotoon. Tdmé on paitsi kdytdnnollistd,
myos hyvi keino saavuttaa korkea paikallinen
siRNA-pitoisuus infektoituneessa kudoksessa
hyvin pienilld annoksilla. Thmisilld hengitystei-
den epiteelisolut eivit jakaannu nopeasti, jolloin
on mahdollista, etti siRNA-lddkettd tarvitsisi in-
haloida melko harvoin, esimerkiksi vain kerran
viikossa (Ge ym. 2004).

Nykyisen influenssan estoon kdytetyn keinon,
rokotteen, teho on heikompi sairauden riskiryh-
missd kuin muussa viestdssd ja sen edellytys
on terve immuunijirjestelmd. Lisiksi rokotet-
ta joudutaan viruksen muuntautumisen vuoksi
paivittimain jatkuvasti. Sen sijaan siRNA-ldak-
keen teho olisi luultavasti samankaltainen niin
riskiryhmissa kuin muussakin véestdssa ja sitd
voitaisiin antaa my6s henkiloille, joiden immuu-
nijirjestelmd toimii puutteellisesti. Kun RNA-
hiljennys kohdennetaan influenssavirusgenomin
Xonservoituneisiin osiin, virus ei mydskiin ke-
hitii vastustuskykya siRNA-lidkettd kohtaan niin
helposti kuin rokotetta tai tdlld hetkelld kiytos-
si olevia ladkkeitd vastaan. RNA-hiljennyksen
kohdetta valitessa on keskitytty niihin influens-
sa A-viruksen genomin osiin, jotka ovat hyvin
konservoituneita eri viruskantojen vélilld. Tér-
keimpii antigeeneja HA:a ja NA:a vastaan eiole
suunniteltu siRNA-molekyyleji, koska ne eivit
sisdlld vaadittavaa 21 emésparin mittaista kon-
servoitunutta sekvenssii. Sen sijaan erityisen
lupaaviksi on havaittu NP:n ja PA:n hiljentdmi-
nen. Molemmat ovat valttiméttomii cRNA:n ja
vRNA:n muodostumiselle ja jos ne poistetaan,
kaiken virusRNA:n transkriptio loppuu, jolloin
wusia virioneja ei endd synny (Ge ym. 2004).
NP:a ja PA:ta vastaan kohdennettujen siRNA-
molekyylien on todettu pilkkovan kohdeldhetti-
RNA, mutta estivin my6s muun virusRNA:n
transkriptiota infektoituneissa solulinjoissa ja
kananalkioissa. My®s in vivo hiirimallissa on
saatu hyvii tuloksia. Kokeessa kontrolli siRNA:n
annostelu hiirille johti 60 % kuolleisuuteen, kun
taas yhdistelmd siRNA-molekyylejd, sekd NP:a
ettd PA:ta vastaan, johti 100% eloonjidamiseen
(Tompkins ym. 2004). Edelld mainituissa tutki-
muksissa siRNA annosteltiin ennen infektiota,
mutta siRNA:1la on tehoa myos infektion alka-
misen jilkeenkin (Ge ym. 2004).
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HIV:n hoito RNAi:1ld

HIV-1 aiheuttaa hitaasti etenevin, kroonisen
sairauden, jota loppuvaiheessa seuraa immuu-
nikato eli AIDS (engl. Acquired Iinmuno De-
ficiency Syndrome). Nykyiselld yhdistelma-
ladkitykselld (engl. highly active antiretroviral
therapy; HAART) voidaan parantaa elimin-
laatua ja hidastaa sairauden etenemisti AIDS-
vaiheeseen, muttei poistaa virusta elimistdsti.
HAART-Jadkitys on kallista, aiheuttaa paljon
haittavaikutuksia ja vaatii potilaalta tarkkaa 143-
kityksen seuraamista. Rokotetta HIV:ta vastaan
ei ole. HIV on lentivirusten ryhmiin kuuluva
RNA-retrovirus. HIV tarttuu vaippaproteiininsa
avulla isintisolun pinnan CD4-molekyyleihin,
joita esiintyy ihmiselld p4dosin auttaja-T-soluis-
sa, makrofageissa ja dendriittisoluissa. Viruksen
ja iséntdsolun lipidikalvojen fuusio eli viruk-
sen tunkeutuminen solun sisille on puolestaan
seurausta viruksen gpl20-proteiinin sitoutumi-
sesta jompaankumpaan HIV:n koreseptoreista,
isdntidsolun kemokiinireseptori CCRS5:een tai
CXCR4:idin. Isdntdsoluun pédstessddn viruk-
sen kiinteiskopiointientsyymi kopioi toisesta
virusRNA-molekyylistd sille komplementaari-
sen DNA-molekyylin, joka kulkeutuu solun tu-
maan ja integroituu sattumanvaraiseen kohtaan
isinndn genomia. HIV:n integroitunutta geno-
mia kutsutaan provirukseksi. Se koodaa kolmea
rakenneproteiinia eli gag-, pol- seki env-prote-
iineja, kahtaa siftelyproteiinia eli tat- sekd rev-
proteiineja sekd neljd apuproteiinia eli vif-, vpr-,
vpu- ja nef-proteiineja.

Useita HIV:n tirkeitd geenejd on hiljennetty
RNAi-mekanismilla. Esimerkiksi gag-geenin
hiljentdminen johti virus-RNA:n méérin vihe-
nemiseen riippumatta siitd tehtiinkd transfektio
HIV-infektiota ennen vai sen jélkeen (Novina
ym. 2002). Vastaavasti my0s vif- sekd nef-gee-
nien hiljentdminen synteettisilli siRNA-mole-
kyyleilld ja vif-geenin hiljentdiminen shRNA-
konstruktilla johtivat merkittdvéin virus-RNA:mn
miirin laskuun (Jacque ym. 2002). Pian kuiten-
kin huomattiin, ettd pidempiaikainen HIV-geeni-
en RNA-hiljennys johtaa nopeasti RNA-interfe-
renssille vastustuskykyisten viruskantojen syn-
tymiseen. Tamédn vuoksi ryhdyttiin kohdenta-
maan RNA-hiljennysti nithin HIV:n iséntésolun
geeneihin, joita virus tarvitsee lisdfintyidkseen.
HIV:n isintdsolun RNA-hiljennyskohteet voi-
daan jakaa ryhmiin sen perusteella, mihin niiden
hiljennykselld pyritdin. Ensimméisessd ryhmés-
sd ovat ne kohteet, joiden hiljentdminen estid
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ovat solun pinnan kemokiinireseptorit CCR35 ja
CXCR4, joita hiljentdamaltd HIV:n lisddntymistd
solulinjassa on pystytty vihentdmiin (Martinez
ym. 2002). Toisen ryhmén kohteiden hiljentimi-
nen estdd HIV:n transkriptiota. Esimerkiksi ih-
misen transkriptiotekija P-TEFb on HIV:n trans-
kriptiolle vilttimiton. P-TEFb koostuu sykliini
T1:std ja CDK9:std. HIV:n tat-proteiini transak-
tivoi RNA polymeraasi II:n sykliini T1:n vaiku-
tuksesta, ja kun P-TEFb hiljennetdéin kohdista-
malla siRNA-molekyyli joko sykliini T1:een tai
CDKO9:i4n, myos tat-proteiinin transaktivaatio
ja sitd kautta HIV:n lisddntyminen solulinjassa
vihenevit (Chiu ym. 2004). Kolmas kohderyh-
mi muodostuu molekyyleistd, joiden hiljentdmi-
nen estdi HIV-RNA:n kuljetuksen tumasta sy-
toplasmaan. Esimerkiksi yksi ihmisen proteiini,
joka on HIV:n rev-proteiinin toiminnalle véltta-
métdn, on nimeltddn hRIP (engl. human Rev-in-
teracting protein; hRIP). Kun hRIP hiljennetdin
siRNA:lla, viruksen ldhetti-RNA:n kuljetus tu-
masta sytoplasmaan estyy (Yu ym. 2005). Nel-
jinnen ryhmén kohteiden hiljentiminen estid
uusien virionien kokoamisen ja tydntymisen
ulos solusta. Hiljentdmalld isantisolun Tsgl01-
proteiinia voidaan estdd uusien HIV-partikkeli-
en tyéntyminen ulos iséntdsolusta (Garrus ym.
2001).

Kaikkien em. kohteiden hiljentdmiselld on
havaittu HIV:n replikaation vidhentyminen, mut-
ta hiljentymisen kesto on ollut lyhytaikainen.
Ratkaisu tihin ongelmaan voi olla shRNA-
tai ThRNA-vilitteinen RNA-hiljennys. IhRNA
(engl. long-hairpin RNA) on shRNA-molekyy-
lii pidempi silmukanmuotoinen RNA-mole-
kyyli, josta solun sisélld pilkotaan useita lyhyitéd
siRNA-molekyylejd. Esimerkiksi tat- ja rev-gee-
nejd vastaan kohdistettujen 50, 53 ja 80 emaés-
parin mittaisten ThRNA-molekyylien on todettu
ilmentivin haluttuja siRNA-molekyyleja T-so-
luissa pitkdaikaisesti ja estivin HIV:n lisdinty-
mistd (Sano ym. 2008). Pidempiaikaisen RNA-
hiljentimisen seurauksena HIV:sta muodostuu
kuitenkin nopeasti vastustuskykyisid kantoja.
Mutaatiot kohdesekvenssissi aiheuttavat sen, et-
tei siRNA- tai shRNA-molekyyli tunnista endi
kohdettaan. Lisdksi mutaatiot muualla kuin koh-
desekvenssissd voivat aiheuttaa RNA:mn sekun-
didrirakenteeseen muutoksia, jotka suojaavat
kohdesekvenssid siRNA:lta (Westethout ym.
2005). Vastustuskykyisten viruskantojen muo-
dostuminen voidaan ehki vilttis kohdentamalla
RNA-hiljennys yhtaaikaisesti useampaan koh-
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teeseen tai yhdistdmilld RNA-hiljennys muihin
virusterapioihin. Téllainen on esimerkiksi lenti-
viruspohjainen vektori, joka sisiltid kolme eri
geenid HIV:ita vastaan. Yksi ndisti geeneisti
tuottaa HIV:n rev- ja tat-proteiineja vastaan koh-
distetun shRNA-molekyylin. Yksi vektorin gee-
neisté tuottaa ribotsyymin, lihetti-RNA :ta entsy-
maattisesti hajottavan yksisdikeisen RNA-mole-
kyylin, kemokiinireseptori CCRS5:ti vastaan.
Lis#ksi vektori sisiltdd HIV:n transaktivaatiosta
vastaavan tat-proteiinin “harhauttaja-proteiinin”,
Normaalisti tat-proteiini sitoutuu ldhetti-RNA-
molekyylin LTR-pidssd (engl. long terminal
repeat; LTR) sijaitsevaan TAR-alueeseen (engl.
trans-activating response region; TAR) ja mah-
dollistaa n#in transkription aloittamisen. Vekto-
rista tuotettu “harhauttaja-proteiini” muistuttaa
TAR-aluetta ja HIV:n tat-proteiinit sitoutuvat
sithen, jolloin HIV:n RNA-molekyylien trans-
kriptio keskeytyy. Kyseiselld lentivirusvektoril-
la transduktoidut hiirten kudosleikkeet tuottivat
T-soluja, jotka olivat vastustuskykyisia HIV:1le.
shRNA-ribotsyymi-Tat-harhauttajavektorin ke-
hitys on edennyt lidketutkimusten kliiniseen
vaiheeseen (Anderson ym. 2007).

RNA-hiljennysterapian haitat

Vaikka RNAi on spesifinen geenien hiljents-
mismekanismi, silldkin on haittavaikutuksen-
sa. Haittavaikutukset voidaan jakaa immuuni-
jirjestelmin aktivaatiosta johtuviin, vidrdin
ldhetti-RNA:han sitoutumisesta johtuviin sekd
luonnollisen RNA-hiljennysreitin saturoitumi-
sesta johtuviin vaikutuksiin. Edelld mainittujen
haittojen lisiiksi vektorit voivat aiheuttaa haitta-
vaikutuksia. Kemiallisella siRNA-molekyylien
muokkauksella ja vektorin valinnalla voidaan
ainakin osittain vilttd3 haittavaikutuksia. Aluksi
uskottiin, ettd lyhyet alle 21. emésparin mittai-
set kaksisdikeiset RNA-molekyylit eiviit aiheu-
ta immuunivastetta. Tutkimukset ovat kuiten-
kin osoittaneet, etti lyhyetkin RNA-molekyylit
voivat aktivoida immuunijirjestelmén. siRNA-
molekyylien aiheuttama luontainen immuuni-
vaste on joko Toll-like-reseptorien (TLR) kaut-
ta vilittyvaa tai ei-TLR-vilitteisti. Soluissa on
reseptoreja, jotka normaalisti tunnistavat pato-
geenien RNA-molekyyleji ja aktivoivat interfe-
roni- ja sytokiinituotantoa. RNA:ta tunnistavia
Toll-like reseptoreja ovat TLR3, 7 ja 8. Solujen
muita RNA-reseptoreja ovat proteiinikinaasi R
(PKR) sekd RIG-I (engl. retinoic acid inducible
gene 1) ja MDA-5 (engl. melanoma differentia-
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tion-associated gene 5). Plasman dendriittisolut
ilmentivit jatkuvasti TLR7:44 ja siRNA-mole-
kyylien esittely n#ihin soluihin johtaa suoraan
voimakkaaseen interferoni alfan (IFN-o) tuotta-
miseen (Robbins ym. 2009). Suurin osa solulin-
joista ei ilmennd siRNA:n tunnistukselle tirkeiti
TLR7:44 tai TLR8:aa, mutta sytoplasman RNA-
reseptorien kuten RIG-I:n ilmentyminen on ylei-
sempéi ja niden aktivoituminen johtaa myds in-
terferonivasteisiin (Judge ja MacLachlan 2008).

Myos vektori voi aiheuttaa tai vaikuttaa im-

muunivasteiden muodostumiseen. Esimerkik-
si useimmat ei-viruspohjaiset vektorit ja niiden
mukana my6s siRNA kuljetetaan solun siséin
endosytoosilla suoraan siRNA:n tunnistavien,
immuunivasteen aiheuttavien, reseptorien lihei-
syyteen. Lisiksi siRNA-molekyylin sekvenssi ja
rakenne voivat vaikuttaa immuunijirjestelmin

_aktivaatioon. On huomattu esimerkiksi, ettd

TLR:t tunnistavat erityisesti siRNA-molekyy-
lejd, joissa on runsaasti GU-sekvenssejd. Muut
RNA-reseptorit puolestaan tunnistavat siRNA-
molekyylejd niiden rakenteen perusteella. Ne
esimerkiksi aktivoituvat tunnistaessaan siRNA-
molekyylin 5° péin trifosfaattiryhmén (Judge ja
MacLachlan 2008, Robbins ym. 2009).
Immuunijérjestelmén aktivaatiosta saattaa
joissain tapauksissa olla hy6tyéd terapian kan-
nalta, mutta useimmiten se johtaa ei-toivottuihin
vaikutuksiin. Esimerkiksi TLR:en yliaktivaatio
aiheuttaa ihmisilld flunssankaltaisia oireita. Im-
muunivasteet my6s vaikeuttavat prekliinisten ja
kliinisten siRNA-molekyyleilld tehtivien ko-
keiden tulkintaa. Tutkimuksissa on varmistet-
tava, etti aiheutunut vaste on seurausta RNA-
hiljennyksestd eikd immuunivasteesta. Halutun
ldhetti-RNA:n hiljentymisen lisiksi siRNA- ja
shRINA-molekyylit hiljentdvit my6s solun mui-
ta ldhetti-RNA-molekyylejd. Niinkin lyhyt kuin
7 nukleotidin mittainen viirille lihetti-RNA:1le
komplementaarinen jakso joko guide- tai pas-
senger-nauhassa voi aiheuttaa ei-toivottujen
geenien hiljentymisti. Komplementaarisen jak-
son sijainnilla siRNA-molekyylissi on myds
merkitystd. On esimerkiksi osoitettu, ettd jos
komplementaarinen jakso osuu guide-nauhan
5’ piin loppuosaan, siRNA-molekyyli hiljen-
tid kohde-lzhetti-RNA:n lisiksi myds useita
ylim&ardisid lahetti-RNA-molekyyleji. Timén-
tyyppisten haittavaikutusten mekanismi muis-
tuttaa miRNA-vilitteistd RNA-hiljentymisti
siten, ettd osittainenkin komplementaarisuus 14-
hetti-RNA:n kanssa riittdd hiljentiméin geenin
toiminnan. Lisdksi miRNA-molekyylit tunnista-

vat s
nauk
sano
Si
silla
lidhet
mole
emal
hilje:
kun
kyyk
Vit s
mole
jarm
ettd
vilitt
joide
tiin e
hepai
hiljer
maks
notek
hairp
saane
kauds
ei ha
Tutki
heutu
nista
shRN
tyypr
ja Lis:
miR}
péaite
valitt
ta. Y.
tumai
ym. 2

Kirja
Anani
Mallo

of ger
USA'!

Ande
Yam |
ty anc
three

siRN‘
ved T



vat satoja lihetti-RNA-molekyylejd juuri guide-
nauhassa sijaitsevan 7 nukleotidin mittaisen niin
sanotun seed-jakson avulla (Jackson ym. 2006).
Samaa kohdetta vastaan suunnatuilla erilai-
silla siRNA-molekyyleilld on kullakin erilaiset
lahetti-RNA-hiljennysprofiilit. Mikili siRNA-
molekyylin 5’-péan sekvenssistd muutetaan
emiksid, sille muodostau uusi ldhetti-RNA-
hiljennysprofiili. Samaa vaikutusta ei havaita,
kun emiksii muutetaan muualta siRNA-mole-
kyylistd. Taméntyyppiset haittavaikutukset ei-
vit siis ole riippuvaisia kohteesta vaan siRNA-
molekyylin sekvenssisté. Koska solu itse tuottaa
ja muokkaa miRN A-molekyylit, on mahdollista
etti ne kilpailevat solun luontaisten miRNA-
vilitteiseen RNA-hiljennykseen liittyvien teki-
joiden kanssa ja saturoivat piitd. Tdméd bavait-
tiin ensimmaisend hiirikokeessa, jossa tutkittiin
hepatiitti B virusta vastaan suunnatun RNA-
hiljennysterapian vaikutuksia. Kokeessa hiirten
maksat transduktoitiin virusvektorin avulla kei-
notekoisella shRNA-konstruktilla (engl, short
hairpin RNA). Useat suuria shRNA-annoksia
saaneista hiiristd sairastuivat ja kuolivat kuu-
kanden kuluessa transduktiosta. Tutkimuksessa
ei havaittu immuunijirjestelmén aktivoitumista.
Tutkijat eivit myoskéin uskoneet kuolemien ai-
heutuvat vadrien lihetti-RNA-molekyylien tun-
nistamisesta, koska kaikki tutkitut 23 erilaista
shRNA-molekyylid johtivat samanlaiseen feno-
tyyppiin. shRNAn toksisuus oli annosvasteista
ja lisdksi korreloi selkessti maksan luontaisten
miRNA-molekyylien vihenemisen kanssa. Téstd
pateltiin, ettd toksisuus johtui hiirten miRNA-
vilitteisen hiljennysmekanismin saturoitumises-
ta. Yhdeksi saturoituvaksi tekijaksi ehdotettiin
tuman kuljettajaproteiini Exportin 5:td (Grimm
ym. 2006).
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