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Abstrakt
Biologická terapie, jejímž mechanizmem účinku je použití monoklonálních protilátek proti nějakému proteinu, je použí-
vána v klinické praxi již řadu let. V současné době ale vstupují do klinické praxe nové léky ze skupiny biologické terapie, 
které účinkují na principu RNA-interference. RNA-interference je proces, kterým buňky všech živých organizmů regulují ex-
presi svých genů a při kterém může být zastaven přenos informace o syntéze konkrétního proteinu mezi DNA a ribosomy. 
Pro terapeutické účely se tohoto efektu dosahuje podáním umělých syntetizovaných oligonukleotidů s přesně danou se-
kvencí nukleosidů. Jde buď o krátké úseky dvouvláknové RNA, nebo o jednovláknové oligonukleotidy. Pro klinické využití 
byla nutná pro zvýšení jejich stability a odstranění některých nežádoucích účinků jejich chemická modifikace, a dále pak 
vazba na další substance, které umožní jejich cílený transport do požadované tkáně. Celá řada těchto léků je již v pokroči-
lých fázích klinických studií a některé z nich vstupují na farmaceutický trh.

Klíčová slova: antisense oligonukleotid – biologická terapie – LDL-cholesterol – N-acetylgalaktosamin – RNA-interference 
– malá interferující RNA

Abstract
Biological therapy, whose mechanism of action is the use of monoclonal antibodies against a protein, has been used in clini-
cal practice for many years. However, new drugs from the group of biological therapies that act on the principle of RNA in-
terference are now entering clinical practice. RNA interference is the process by which cells in all living organisms regulate 
the expression of their genes, and in which the transfer of information about the synthesis of a particular protein between 
DNA and ribosomes can be stopped. For therapeutic purposes, this effect is achieved by administering artificially synthe-
sized oligonucleotides – short chains of RNA with a precise nucleoside sequence. These are either short stretches of dou-
ble-stranded RNA or single-stranded oligonucleotides. For clinical use, their chemical modification was necessary to in-
crease their stability and remove some of their side effects, and then binding to other substances to allow their targeted 
transport to the desired tissue. A number of these drugs are already in advanced stages of clinical trials, and some are en-
tering the pharmaceutical market.

Key words: antisense oligonucleotide – biological therapy – LDL-cholesterol – N-acetylgalactosamine – RNA-interference 
– small interfering RNA

Úvod
V terapii řady onemocnění, včetně dyslipidemií a ateroskle-
rózy, se již řadu let používají léky, řazené do skupiny tzv. 
biologické terapie. Nejrozšířenější formou této biologické 
terapie je v současnosti použití monoklonálních protilátek, 

které jsou cíleny na jeden konkrétní protein, který se na 
rozvoji či průběhu nemocí podílí. Příkladem z oblasti dysli-
pidemie jsou PCSK9-inhibitory (PCSK9i), využívané v terapii 
hypercholesterolemie. Jde o monoklonální protilátky proti pro-
teinu PCSK9 (proprotein konvertáza subtilizin/kexin typu 9). 
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Tento protein snižuje počet LDL-receptorů, protože urych-
luje jejich degradaci. Snížení počtu LDL-receptorů má za ná-
sledek pomalejší vychytávání lipoproteinů LDL z krve, takže 
hladina LDL-cholesterolu (LDL-C) se zvyšuje. Podáním mo-
noklonální protilátky dojde k inaktivaci proteinu PCSK9, tím 
se zvyšuje počet LDL-receptorů na povrchu buněk, zrych-
luje se odstraňování LDL-partikulí z  cirkulace a  hladina 
LDL-C se snižuje. V současné době ale vstupuje na trh nová 
skupina léků, které lze také řadit do skupiny biologické te-
rapie, ale které jsou založené na principu tzv. RNA-interfe-
rence. Tyto léky inhibují syntézu konkrétního proteinu, v pří-
padě hypercholesterolemie jsou cíleny většinou právě na 
protein PCSK9.

Schéma přenosu informace od DNA 
k syntéze proteinu
Zjednodušené schéma procesu od přepisu informace z DNA 
k syntéze proteinu ukazuje schéma 1. Informace pro syn-
tézu konkrétního proteinu je přepsána z DNA do messen-
ger RNA (mRNA), tento proces se nazývá transkripce. Po 
sestřihu je mRNA dopravena z jádra buňky do cytoplazmy 
k ribosomům, kde je podle této informace protein syntetizo-
ván. Tento proces se nazývá translace. Je to relativně kom-

plikovaný děj, ke kterému je nutná (mimo jiné) účast dalších 
2 typů RNA: transferová RNA (tRNA), která „přečte“ infor-
maci nesenou mRNA, a  ribosomální RNA (rRNA), která se 
podílí ve spolupráci s katalytickými proteiny na správném 
řazení jednotlivých aminkoyselin a jejich vzájemnou vazbu 
při syntéze cílové bílkoviny.

V případě léků ze skupiny monoklonálních protilátek mlu-
víme o tzv. posttranslačním umlčení proteinu – funkční pro-
tein byl syntetizován, ale byl inaktivován vazbou specifické 
(monoklonální) protilátky. Léky na principu RNA-interfe-
rence (RNAi) účinkují o jeden stupeň dříve na úrovni mRNA, 
která je degradována mechanizmem popsaným v tomto článku 
níže, takže k syntéze cílového proteinu vůbec nedojde. Tento 
proces se nazývá „posttranskripční umlčení genu“ (schéma 1).

Princip RNA-interference
Princip RNAi objasnili v  90. letech minulého století vědci 
Andrew Z. Fire a Craig C. Mello, kteří za tento objev obdrželi 
v roce 2006 Nobelovu cenu za fyziologii a medicínu. Své ex-
perimenty prováděli na háďátku obecném (Caenorhabditis 
elegans), u kterého úspěšně inhibovali expresi specifických 
genů (tedy syntézu konkrétních proteinů) zavedením krát-
kých segmentů dvouvláknové RNA (dsRNA – double-stran-
ded RNA) do jeho buněk [1]. RNAi je fyziologický mechanizmus, 
který pravděpodobně vznikl primárně jako obrana buněk proti 
virovým infekcím. Princip RNAi spočívá v tom, že se krátký 
řetězec jednovláknové RNA, který má sekvenci nukleosidů 
plně komplementární k cílové mRNA, naváže na tuto mRNA. 
Výsledkem této vazby jsou procesy, které vedou k degra-
daci (rozštěpení) cílové mRNA, takže ta již nemůže předat 
informaci k syntéze proteinu na ribosomy. RNA interference 
je proto také definována jako útlum genové exprese pomocí 

Schéma 1 |  Posttranslační umlčení proteinu a post-
transkripční umlčení genu 

Schéma 2 | Mechanizmus fyziologické RNA-interference. Upraveno podle [2] 

DICER – endoribonukleáza, která katalyzuje hydrolytické štěpení RNA mRNA – messenger RNA RISC – RNA-Induced Silencing Complex
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krátkých fragmentů RNA. Mechanizmus fyziologické RNAi 
v buňkách probíhá ve třech krocích (schéma 2).
KROK 1: dsRNA je rozštěpena specifickou endonukleázou 
zvanou DICER. Vznikají tak krátké dvouřetězcové oligonuk-
leotidy obsahující 20–25  párů bazí označovaných siRNA 
(short-interfering RNA).
KROK 2: siRNA se naváže na specifický proteinový komplex 
RISC (RNA-Induced Silencing Complex), jehož součástí je enzym 
nukleáza, která oba řetězce siRNA oddělí od sebe. Na jeden z ře-
tězců, který obsahuje komplementární sekvenci k cílové mRNA, 
je tato mRNA navázána (druhý řetězec původní siRNA, který ob-
sahuje totožnou sekvenci jako cílová mRNA, je degradován).
KROK 3: Takto vzniklý komplex vykazuje endonukleázovou 
aktivitu, je schopen navázanou mRNA rozštěpit a znemožnit 
tak její použití jako templátu pro translaci. Fragmenty degra-
dované mRNA se odpojí od komplexu RISC a celý proces se 
může opakovat. Tímto způsobem může jedna molekula siRNA 
vyhledat a inaktivovat mnoho molekul cílové mRNA [2].

Při využití tohoto mechanizmu pro terapeutické účely 
jsou podávány synteticky připravené krátké řetězce dvou-
vláknové siRNA, takže výše popsaný proces RNAi probíhá až 
od bodu 2 (není nutný první krok, ve kterém je štěpen celý 
řetězce dsRNA endonukleázou DICER na krátké fragmenty). 
Schéma pro terapeutické využití siRNA znázorňuje schéma 3.

siRNA vstupuje do cytoplazmy buňky a váže se na RISC-
-komplex, jehož součástí je Argonaute 2 nukleáza (Ago2), 
která od sebe oddělí obě vlákna siRNA. Vlákno siRNA, které 
má totožnou sekvenci nukleosidů jako cílová mRNA (sense 
vlákno, passenger vlákno), je odstraněno. Druhé vlákno, které 
má komplementární sekvenci nukleosidů k cílové mRNA (anti-
sense vlákno, guide vlákno) je komplexem RISC navedeno k pří-
slušné cílové mRNA, která je poté degradována. Degradované 

fragmenty mRNA jsou odpojeny a  RISC-komplex s  vodícím 
vláknem se může vázat na další molekulu cílové mRNA [3].

Antisense oligonukleotidy
Jinou možností, která využívá proces RNAi k degradaci cílové 
mRNA, je použití antisense oligonukleotidů (ASO) [4]. ASO 
je syntetický jednovláknový oligonukleotid (RNA, nebo DNA), 
obvykle o délce 15–30 nukleosidů, který má (podobně jako 
antisense vlákno siRNA) sekvenci nukleosidů plně komple-
mentární k cílové mRNA [5]. Bývá označován také jako ssASO 
(jednovláknový – single strand ASO). Porovnání schematic-
kého znázornění struktury siRNA a ssASO (obr. 1).

Zatímco siRNA působí RNAi pouze v cytoplazmě buňky, 
ASO může vstupovat nejen do cytoplazmy buňky, ale i do bu-
něčného jádra, v němž jsou také přítomny molekuly mRNA. 
ASO se tedy v tomto případě váže na komplementární řetě-
zec mRNA v cytoplazmě i v jádře a degraduje cílovou mRNA. 
Mechanizmus degradace mRNA pomocí ASO je ale odlišný 
od mechanizmu, kterým působí siRNA. siRNA musí být nej-
prve navázána do komplexu RISC, kde jsou od sebe oddě-
leny oba řetězce siRNA a  řetězec s  komplementární sek-
vencí nukleosidů je použit pro degradaci mRNA. ssASO má 
jen jeden (komplementární) řetězec, který se váže přímo na 
cílovou mRNA, aniž by byl vázán do komplexu RISC. Vazbou 
ASO na mRNA je aktivována H1-RNáza, což je ubikvitární bu-
něčný enzym, štěpící řetězce mRNA. Výsledkem je fragmen-
tace a degradace cílové mRNA. Vlákno ASO je poté uvolněno 

Schéma 3 |  Terapeutické využití RNA-interference. 
Upraveno podle [3] 

Obr. 1 |  Schematické znázornění struktury siRNA 
a ssASO

Schéma 4 |  Mechanizmus účinku antisense  
oligonukleotidu. Upraveno podle [6] 

Ago2 – Argonaute 2 nukleáza mRNA – messenger RNA RISC – RNA-Induced 
Silencing Complex ssASO – single strand AntiSense Oligonukleotid
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a může se vázat na další molekulu cílové mRNA [6]. Schema-
ticky proces znázorňuje schéma 4.

I když je výsledný efekt stejný v  případě siRNA i  ASO, 
přesto se od sebe tyto oligonukleotidy některými vlast-
nostmi liší. Některé rozdíly mezi siRNA a ASO jsou uvedeny 
v tab. 1. Pro využití v terapii ale nelze použít nativní siRNA 
ani ASO pro jejich nevhodné vlastnosti v oblasti biodistri-
buce, farmakokinetiky i imunogenicity [5].

Problémy ve využití nativních syntetických 
oligonukleotidů (siRNA, ASO) v terapii
Nativní syntetické siRNA i ssASO je nutné podávat parente-
rálně, protože jsou v zažívacím traktu degradovány. Po jejich 
parenterálním podávání se ale projeví v plné míře jejich ne-
příznivé vlastnosti, které ztěžují (nebo znemožňují) jejich vy-
užití v terapii. Bylo nutné vyřešit 3 hlavní okruhy problémů:
 � malá stabilita (krátký biologický poločas)
 � nedostatečná rezistence vůči endonukleázám
 � zvýšená imunoreaktivita

siRNA i ASO jsou v organizmu velmi rychle degradovány celou 
řadou mechanizmů. V krevním řečišti interagují s proteiny, 
jsou vychytávány retikuloendoteliálním systémem, jsou eli-
minovány ledvinami a rychle štěpeny enzymy – nukleázami. 
Po vstupu do buněk jsou štěpeny nukleázami a  degrado-
vány v endosomech, takže jen jejich nepatrná část by mohla 
splnit úkol degradace cílové mRNA pro syntézu vybraného 
proteinu. K tomu, aby se projevil dostatečný klinický efekt, 
by musely být podávány velmi často a ve vysokých dávkách. 
Dalším problémem je jejich zvýšená imunoreaktivita: aktivují 
komplement a způsobují výrazné nežádoucí účinky nejen lo-
kální v místě vpichu, ale i celkové [3].

Cílem dalšího vývoje proto bylo vyvinout takové modifi-
kace siRNA a ASO, u kterých by byly tyto nežádoucí vlast-
nosti potlačeny, resp. eliminovány.

Chemická modifikace syntetických 
oligonukleotidů
Vyvíjeny a zkoušeny byly různé způsoby chemické modifi-
kace oligonukleotidů s cílem zvýšit jejich rezistenci vůči de-
gradaci nukleázami, potlačit jejich imunoreaktivitu a zvýšit 
jejich afinitu k cílové mRNA. Podařilo se postupně vyvinout 

3 generace oligonukleotidů [7]. Jejich úpravy spočívají v růz-
ných způsobech chemické modifikace všech 3  základních 
složek oligonukleotidů: fosfodiesterových vazeb, ribózového 
skeletu i vlastních nukleových bází. Podrobnosti týkající se 
chemické modifikace nejsou předmětem tohoto článku a pří-
padné zájemce odkazuji na některé publikace, které se touto 
problematikou zabývají [6,8].

Výsledkem dlouhé řady experimentů jsou v současné době 
používané oligonukleotidy, které jsou stabilní, jsou rezistentní 
vůči endonukleázám, mají výrazně potlačenu imunoreaktivitu 
a toxicitu a mají zvýšenou afinitu k hybridizaci s cílovou mRNA 
[9,10].

Příkladem oligonukleotidů s ještě ne zcela optimální chemic-
kou modifikací 2. generace je mipomersen, který byl schválen 
v USA k terapii homozygotní formy familiární hypercholesterol-
emie. Jednalo se o ASO cílený proti mRNA pro syntézu apoli-
poproteinu B. Byl sice již rezistentní proti endonukleázám, ale 
měl poměrně výraznou zbytkovou imunoreaktivitu. Aplikoval 
se 1krát týdně s.c. a způsoboval výrazné kožní reakce v místě 
vpichu a také symptomy podobné chřipce. Měl navíc také po-
tenciál hepatotoxicity (jaterní steatóza), což bylo vedlejším 
efektem útlumu syntézy apolipoproteinu B (retence nejen cho-
lesterolu, ale i  triacylglycerolů v hepatocytech). Pro tyto ne-
žádoucí účinky byl nakonec stažen z klinického použití [11].

Doručení oligonukleotidů do cílových orgánů
Dalším problémem, který komplikoval využití siRNA a ASO 
pro terapeutické účely, byla nevyřešená otázka, jak doručit 

Obr. 2 |  Struktura molekuly GalNAc  
(N-acetylgalaktosamin) 

Tab. 1 | Některé rozdíly mezi siRNA a antisense oligonukleotidy. Upraveno podle [3]
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siRNA/ASO do cílové tkáně (např. CNS, játra), kde mělo být 
těžiště jejich účinku [7]. Při parenterálním podání jsou anti-

sense oligonukleotidy distribuovány do celého organizmu, 
takže mohou působit i tam, kde to není žádoucí, a naopak 
se nemusejí v dostatečné koncentraci dostat tam, kde poža-
dujeme jejich účinek. Byla zkoušena řada způsobů jak doručit 
oligonukleotidy do cílové tkáně přes biologické bariéry, např. 
pomocí konjugace s mastnými kyselinami, polyetylenglyko-
lem, některými peptidy, či vazba na protilátky [12]. Dalšími 
způsoby je vazba na polymerní částice, např. lipid-polymer 
nanočástice, dendrimery, peptidové komplexy, cyklodextriny, 
exozomy, či lipid-polymerní hybridní částice [7,13–15].

Doručení oligonukleotidů do jater
U velké části onemocnění, u kterých mohou být siRNA a ASO 
využity k terapii, jsou cílovým orgánem játra. Tam je synte-
tizována celá řada specifických bílkovin, jejichž down-regu-
lace může být cílem terapie a systémové působení RNAi není 
žádoucí. Cílem dalšího výzkumu proto bylo hledání způsobu, 
jak „doručit“ siRNA i ASO cíleně do jaterních buněk. Zásadním 
průlomem na této cestě byl objev molekuly GalNAc (N-ace-
tylgalaktosamin) (obr. 2) [16].

Schéma 5 |  Struktura triantenálního konjugátu 
GalNAc (s navázanými oligonukleotidy)  
a ASGP-receptoru. Upraveno podle [17]

Schéma 6 | Transport konjugátu GalNAc s oligonukleotidy do hepatocytu. Upraveno podle [18]

ASGPR – asialoglykoproteinový receptor ASO – antisense oligonukleotid  
GalNAC – N-acetylgalaktosamin 
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GalNAc se váže specificky na asialoglykoproteinový recep-
tor (ASGPR) na povrchu hepatocytů. Tento receptor je expri-
mován na sinusoidálním povrchu hepatocytů a nevyskytuje 
se v žádné jiné tkáni. Další výhodou je skutečnost, že má vy-
sokou kapacitu a  schopnost rychlé internalizace vazebné 
substance (GalNAc). Protože ASGPR má 3  vazebná místa 
pro GalNAc, bylo nutné syntetizovat tzv. „triantenární“ mo-
lekulu GalNAc, tedy strukturu, ve které jsou správně pro-
storově orientovány 3 molekuly GalNAc. Na ni pak může být 
konjugován příslušný oligonukleotid (ASO, siRNA), který po-
třebujeme doručit do jater (schéma 5) [17].

Mechanizmus procesu vstupu celého konjugátu do he-
patocytu je následující: ASGPR naváže 3 molekuly GalNAc 
i s konjugovaným oligonukleotidem a celý komplex je inter-
nalizován. V endozomech je konjugát rozštěpen na 3 části: 
ASGPR, který recykluje zpět na povrch hepatocytu, GalNAc, 
který je degradován, a vlastní oligonukleotid, který je uvol-
něn do cytoplazmy hepatocytu, kde může spustit svoji akti-
vitu – RNAi (schéma 6) [18].

Objev GalNAc a schopnosti jeho vazby na ASGPR v hepa-
tocytech, syntéza triantenálního GalNAc a jeho konjugace 
se siRNA a ASO způsobily malou „revoluci“ ve výzkumu a vy-

užití RNAi pro terapeutické účely a tohoto mechanismu nyní 
využívá celá řada syntetických oligonukleotidů, které jsou 
testovány v klinických studiích.

Přehled některých oligonukleotidů 
v pokročilých fázích vývoje
V současné době je již v pokročilé fázi klinických studií zkou-
šena celá řada preparátů na principu RNAi, ať již ASO, nebo 
siRNA, přičemž řada z nich je konjugována s GalNAc (tab. 2). 
Ve vývoji je i řada oligonukleotidů určených pro terapii dysli-
pidemií a aterosklerózy (tab. 3) [19–21]. První z této skupiny 
léků snižující LDL-C, který již je schválen v Evropě ke klinic-
kému použití, je inklisiran. Jde o konjugát GalNAc se siRNA, 
která je cílená proti mRNA pro syntézu proteinu PCSK9 v já-
trech. Tento preparát snižuje LDL-C asi o 50 % a protože má 
dlouhý biologický poločas (odolnost vůči degradaci), stačí 
jej aplikovat podkožně 1krát za 6 měsíců.

Současná terapie založené na RNA-interferenci má oproti 
konvenční terapii řadu výhod: je přesně cílená na jediný kon-
krétní protein, jehož funkci potřebujeme ovlivnit, je vysoce 
účinná a  má minimum nežádoucích účinků. Navíc syntéza 
oligonukleotidů je relativně jednoduchá a rychlá. Je otázka, 

Tab. 2 | Příklady vyvíjených preparátů ze skupiny oligonukleotidů. Upraveno podle [18]

preparát typ
oligonukleotidu

konjugát
s GalNAc

protein, na jehož mRNA  
je terapie cílena

onemocnění

givosiran siRNA ano syntáza kyseliny deltaaminolevulové akutní jaterní porfyrie

lumasiran siRNA ano glykolát-oxidáza hyperoxalurie typ 1

fitusiran siRNA ano antitrombin hemofilie

vutrisiran siRNA ano transtyretin transtyretinem zprostředkovaná amyloidóza

cemdisiran siRNA ano C5-složka komplementu komplementem zprostředkované nemoci

nedosiran siRNA ano laktát dehydrogenáza primární hyperoxalurie 1, 2, 3

belcesiran siRNA ano SERPINA-1 deficience alfa1-antitrypsinu

IONIS-AGT-LRx ASO ano angiotenzinogen rezistentní hypertenze

IONIS-GHR-LRx ASO ano receptor růstového hormonu akromegalie

IONIS-PKK-LRx ASO ano prekalikrein hereditární angioedém

Tab. 3 |  Příklady preparátů ze skupiny oligonukleotidů cílené na terapii dyslipidemií (řazeno abecedně).  
Upraveno podle [18,20]

preparát typ 
oligonukleotidu

konjugát 
s GalNAc

protein, na jehož mRNA  
je terapie cílena

hlavní efekt  
na krevní lipidy

inklisiran siRNA ano PCSK9 LDL-C

mipomersen ASO ne apolipoprotein B LDL-C

olezarsen ASO ano apolipoprotein CIII triglyceridy 

olpasiran siRNA ano lipoprotein(a) lipoprotein(a)

pelakarsen /pelacarsen ASO ano lipoprotein(a) lipoprotein(a)

volanesorsen ASO ano apolipoprotein CIII triglyceridy

vupanorsen ASO ano ANGPTL3 triglyceridy, LDL-C

ASO – antisense oligonukleotid GalNAc – N-Acetylgalaktosamin SERPINA-1 – serine protease inhibitor

ASO – antisense oligonukleotid ANGPTL3 – ANGioPoietin-Like 3 protein GalNAc – N-acetylgalaktosamin PCSK9 – proprotein konvertáza subtilizin/kexin 9
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zda se do budoucna prosadí více ASO nebo siRNA. ASO mají 
většinou větší efekt na útlum syntézy proteinu, naproti tomu 
siRNA má delší biologický poločas (životnost v  buňkách) 
a aplikace stačí v delších časových intervalech. Orientačně 
lze konstatovat, že ASO bývá nutné aplikovat řádově 1krát za 
měsíc, zatímco v případě siRNA může stačit aplikace 1krát 
za 6 měsíců [20]. Je ale možné, že další vývoj chemických 
modifikací tyto rozdíly ještě změní.

Závěr
Nově nastupující biologická terapie založená na RNA-inter-
ferenci bude do budoucna nepochybně zásadní pro další 
rozvoj terapie nejen dyslipidemií a kardiovaskulárních one-
mocnění, ale celé řady dalších chorob, na které doposud 
nebyly k dispozici účinné léky. Nové preparáty účinkující me-
chanizmem RNAi (ať již si RNA, nebo ASO) prokázaly či pro-
kazují v klinických studiích velmi slibné výsledky. Technolo-
gie otevírají dveře k vysoce cílené a účinné terapii cestou 
útlumu exprese cílových genů. Zavedení konjugace těchto 
preparátů s GalNAc umožňuje jejich cílený a vysoce selek-
tivní transport do jater, a tím i snížení kumulativních dávek 
léků, které musejí být podávány. Tyto léky mohou způsobit 
revoluci v paradigmatu terapie velmi širokého spektra one-
mocnění. Ve vývoji jsou již i preparáty, jejichž účinek je za-
ložen na RNAi s využitím mikroRNA, která patří mezi hlavní 
fyziologické regulační mechanizmy exprese genů u člověka 
[22].
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