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STRESZCZENIE

Zjawisko interferencji RNA (RNAi) jest nowoodkrytym mechanizmem regulacji ekspresji genéw na poziomie potran-
skrypcyjnym. Moze by¢ wywolywane przez kodowane w genomie tzw. mikro RNA (miRNA) lub za pomoca syntetycznych,
krétkich interferujgcych RNA (siRNA). Oba typy krétkich RNA, po zwigzaniu przez kompleks biatkowy RISC, o aktywnosci
nukleazowej, funkcjonujg jako czasteczki efektorowe i rozpoznaja docelowa, komplementarng sekwencje w mRNA. Utwo-
rzenie kompleksu siRNA/RISC z nicig mRNA prowadzi do hydrolizy mRNA, a w konsekwencji do zniszczenia matrycy.
Natomiast zwigzanie miRNA/RISC z mRINA blokuje utworzenie kompleksu translacyjnego. Odkrycie zjawiska interferencji
RNA stalo sie przelomowe dla rozwoju genomiki funkcjonalnej. Wzbudzilo takze nadzieje uczonych na zrewitalizowanie
terapeutycznego wykorzystania kwaséw nukleinowych. Obecnie dupleksy siRNA sg powszechnie stosowane jako uniwer-
salne, sekwencyjnie specyficzne inhibitory ekspresji genéw. W wielu firmach biotechnologicznych sg prowadzone inten-
sywne badania nad wprowadzaniem tych czasteczek do lecznictwa. Najbardziej zaawansowane sa badania (II faza badan
klinicznych) nad siRNA skierowanymi na gen czynnika wzrostu VEGF lub jego receptora, w terapii zwyrodnienia plamki
z6ltej zwigzanego z wiekiem (AMD).

SUMMARY

RNA interference (RNAi) is a newly discovered mechanism of the post-transcriptional regulation of gene expres-
sion. This phenomena is induced by coded in genome micro RNA (miRNA) or by synthetic, short interfering RNA
(siRNA). Both types of RNA molecules after binding to RISC protein complex, exhibiting nucleolytic activity, operate
as guides which recognize the complementary sequence in target mRNA. Formation of the siRNA/RISC complex with
mRNA results in hydrolysis of the mRNA, and in consequence, in degradation of the translation template. Binding of
the miRNA-loaded RISC to mRNA inhibits formation of the translational complex. Discovery of the RNA interference
was a breakthrough for development of the functional genomics as well as kindled a new hope for revitalization of the
therapeutic use of nucleic acids. At present the siRNA duplexes are widely used as universal, sequence specific inhibi-
tors of gene expression for research purposes. In numerous biotechnological companies intensive studies are focused
on introduction of siRNA molecules into therapies of diverse diseases. The most advanced (clinical trials phase II) are
the studies on the siRNA directed towards mRNA of VEGF or of its receptor as an approach for treatment of age-related
macular degeneration (AMD).
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1. WSTEP

Termin ,interferencja RNA” (ang. RNA interferen-
ce, RNAI) zostal po raz pierwszy uzyty przez zesp6t
Craiga Mello do opisu, wywolanego wbrew zalozeniom
prowadzonego do$wiadczenia, wyciszenia ekspresji
genéw po podaniu do organizmu nicienia Caerno-
habditis elegans (C. elegans) diugich, dwuniciowych
czasteczek RNA (Fire i wsp. 1998). Pokrewne procesy
potraskrypcyjnej kontroli ekspresji genéw, stanowigce
systemy zabezpieczajace przed transkrypcja transpo-
zondéw i wiruséw, zaobserwowano juz kilka lat wczes-
niej w organizmach roélin (ang. posttranscriptional
gene silencing, PTGS) (Hamilton i Baulcombe 1999)
i grzybéw (ang. quelling) (Romano i Macino 1992). Po-
dobnie czasteczki efektorowe, tzw. krétkie interferuja-
ce RNA (ang. short interfering RNA, siRNA), zidenty-
fikowane przez grupe Thomasa Tuschla w ekstraktach
z komoérek owadéw (Caplen i wsp. 2001) byly wczes-
niej scharakteryzowane dla modeli roslinnych (Ha-
milton i Baulcombe 1999). Przelomem w badaniach
nad wyciszaniem genéw w komérkach ssakéw, z pomi-
nieciem uruchamianej przez dtugie dwuniciowe RNA
obrony przeciwwirusowej, byto zastosowanie chemicz-
nie zsyntetyzowanych krétkich interferujagcych RNA
(Elbashir i wsp. 2001). W miare postepu badan nad
interferencja RNA okazalo sie, ze badany od 20 lat
mechanizm kontroli ekspresji genéw regulujacy pro-
ces rozwoju nicienia C. elegans i indukowany przez
niedawno odkryte przez mikro RNA (miRNA) (Lee
i wsp. 1993), wykorzystuje te same komponenty inzy-
nierii enzymatycznej. Obecnie wiadomo, ze podobne
czasteczki RNA decydujg o regulacji ekspresji genéw
w organizmach owadoéw, roslin i ssakéw. Jesli wez-
miemy pod uwage fakt, ze czasteczki krétkich RNA,
uczestniczac w procesach kondensacji heterochroma-
tyny (Mathieu i Bender 2004) prawdopodobnie regu-
lujg takze ekspresje genéw na poziomie transkrypcii,
zrozumiale staje sie powszechne w §wiecie biologii mo-
lekularnej zainteresowanie tymi czasteczkami, zaréw-
no jako narzedziami do badania funkcji nieznanych
genow, jak i potencjalnymi terapeutykami.

2. MECHANIZM RNAI

Centralnym procesem zjawiska interferencji RNA
jest degradacja mRNA, komplementarnego do wni-
kajacej do komérki obcej czasteczki dtugiego, dwuni-
ciowego RNA (rys. 1). Wywolanie RNAi w komérkach
eukariotycznych wydawalo sie niemozliwe, gdyz po-
jawienie sie dtugiego (>30 nt), dwuniciowego RNA
jest interpretowane jako inwazja wirusa lub efekt

transkrypcji ruchomych elementéw genetycznych,
aktywujacych mechanizmy obronne organizmu: szla-
ki kinazy biatkowej R, RNazy L oraz zwiekszenie pro-
dukcji interferonéw a i B, prowadzace w efekcie do
$mierci ,zakazonej” komorki.

W organizmie nicienia inicjacja RNAi nastepuje
poprzez hydrolize diugiego, dwuniciowego RNA ka-
talizowang przez rybonukleaze Dicer, nalezacg do
rodziny RNazy III. Tak powstale 21-23 nukleotydo-
we dupleksy siRNA rozpoznawane s3 przez kompleks
RISC (ang. RNA induced silencing complex). Heli-
kaza kompleksu RISC rozplata dupleks siRNA i jed-
na z nici zostaje wlaczona do kompleksu biatkowego.
Obecna w kompleksie RISC endorybonukleaza wy-
korzystuje te ni¢ do odnalezienia komplementarnej
do niej sekwencji docelowego mRNA, dlatego ni¢ ta
nazwana jest antysensows, kierujaca lub przewodniag
(ang. guide). Specyficzno$¢ mechanizmu RNAi opie-
ra sie na doktadnym sparowaniu antysensowej nici
siRNA z komplementarng sekwencja mRNA i ka-
talitycznej hydrolizie wigzania internukleotydowego
w czasteczce docelowej. Generowanie siRNA przez
rybonukleaze Dicer oraz rozplecenie dupleksu siR-
NA w trakcie jego wlaczania do RISC s3 procesami
zaleznymi od ATP (Nykanen i wsp. 2001), natomiast
hydroliza mRNA przebiega bez udzialu ATP i jest
zalezna od jonéw Mg2*. Produktami hydrolizy sg 5’-
i3’-terminalne fragmenty mRNA, przy czym ten ostat-
ni zawiera grupe fosforanowg na 5’-konicu (Martinez
i Tuschl 2004; Schwarz i wsp. 2004). Przeciecie wig-
zania fosfodiestrowego w docelowej sekwencji mRNA
nastepuje zawsze naprzeciwko wigzania pomiedzy
10 a 11 nukleotydem nici prowadzacej, liczac od
jej wolnej grupy fosforanowej na 5’-koncu (Elbashir
iwsp. 2001). Zhydrolizowane mRNA, pozbawione na
obu przecietych koncach ochrony, jest szybko rozpo-
znawane przez nukleazy komoérkowe i spontanicznie
degradowane. Proces hydrolizy mRNA prawdopodob-
nie moze by¢ prowadzony kilkakrotnie przez ten sam
aktywny nukleinowo-biatkowy kompleks RISC (Ny-
kanen i wsp. 2001; Martinez i wsp. 2002; Schwarz
iwsp. 2002).

Jesli zwigzana w kompleksie biatkowym RISC wio-
daca ni¢ siRNA nie jest w pelni komplementarna do
docelowego mRINA, nastepuje zahamowanie ekspresji
genu na drodze mikro RNA. W tym przypadku krétkie
czasteczki RNA (miRNA), powstajace w wyniku hydro-
lizy czasteczek substratowych o strukturze spinki do
wloséw (pre-mikro RNA) sg wlaczane z udziatem nu-
kleazy Dicer do kompleksu biatkowego RISC, hamu-
jac proces biosyntezy bialka na zasadzie zawady prze-
strzennej (Olsen i Ambros 1999; Zeng i wsp. 2002).
Zasadnicza réznica miedzy mechanizmami RNAi
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Rysunek 1. Mechanizmy interferencji RNA i mikro RNA

Dtugie dwuniciowe RNA i jednoniciowe RNA o strukturze spinki sg substratami dla rybonukleazy Dicer. Produktami hydro-
lizy sg krétkie dupleksy RNA (siRNA i miRNA), rozpoznawane przez kompleks RISC. Jedna z nici dupleksu jest wigczana
do kompleksu biatkowego i stuzy jako ni¢ prowadzaca RISC do komplementarnej sekwencji mRNA. Jesli ni¢ antysensowa
jest w pelni komplementarna do czgsteczki docelowej nastepuje aktywacja rybonukleazowej aktywnosci RISC i hydroliza
mRNA. Jesli natomiast ni¢ wiodaca nie jest w pelni komplementarna do docelowego mRNA, nastepuje zahamowanie

ekspresji genu na drodze mikro RNA.

i mikro RNA jest pochodzenie czasteczek prekursoro-
wych, ktére dla miRNA sg kodowane w genomie.

W organizmach nicieni i ro§lin wyciszenie genu
utrzymuje sie podczas podzialéw komérkowych i jest
przenoszone do nietransfekowanych komorek i tka-
nek, a nawet jest zachowane w nastepnym pokoleniu
(Fire i wsp. 1998). Wyjasnieniem tych wtasciwosci
jest mechanizm tzw. ,degradacyjnego PCR”. Zidenty-
fikowano polimeraze RNA zalezna od RNA (ang. RNA
induced RNA polymerase, RARP), ktéra syntetyzuje
ni¢ komplementarng do mRNA, tworzac nowe dwu-
niciowe RNA, rozpoznawane i hydrolizowane przez
rybonukleaze Dicer. W ten sposéb tworzona jest nowa
generacja krétkich dupleksow siRNA, tzw. secondary
siRNA. Starterem w kolejnych reakcjach polimeryzacji
jest antysensowa ni¢ rozplecionego dupleksu siRNA.
Niestety, w komoérkach ssakéw nie odnaleziono genu
polimerazy RARP, a wiec wywolywany na drodze RNAi
efekt wyciszenia ekspresji genu w komoérkach ssakéw
ma zawsze charakter przej$Sciowy. Najdituzej trwajacy
efekt wyciszenia, wywolany za pomocg syntetycznych
siRNA, zaobserwowano w niedzielacych sie komor-
kach neuronalnych (21 dni) (Omi i wsp. 2004).

3. WYCISZANIE GENOW ZA POMOCA SIRNA

Jak opisano powyzej, wywolanie interferencji RNA
w komérkach ssakéw jest mozliwe dzieki wykorzy-
staniu gotowych czasteczek siRNA (Elbashir i wsp.
2001) badz ich krétkich prekursoréw, substratow dla
nukleazy Dicer — krétkich RNA o strukturze spinki
do wlos6w (ang. short hairpin RNA, shRNA). Cza-
steczki siRNA lub shRNA moga byé otrzymywane
chemicznie, enzymatycznie, lub generowane endo-
gennie (rys. 2). Stosowanych jest wiele rozmaitych
wektoréow kodujacych shRNA (konstruuje sie takze
wstawki kodujace oddzielne nici siRNA, hybrydyzuja-
ce spontanicznie) (Wadhwa i wsp. 2004; Amarzguio-
ui i wsp. 2005). Mozna sobie wyobrazi¢ stabilng eks-
presje kasety shRNA albo poprzez integracje wektora
wirusowego do genomu gospodarza, albo w postaci
samoreplikujgcego wektora. Najbardziej obiecuja-
ce pod wzgledem wydajnosci wnikania do komérek
i czasu trwania ekspresji wydaja sie wektory wiruso-
we (a wéréd nich wirusy skojarzone z adenowirusami
ilentiwirusy) (Zentilin i Giacca 2004; Clayton 2004).
Jednakze strategie oparte na wektorach wirusowych
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Generowanie siRNA w komoérkach ssakéw

dsRNA FERRRIRRRRNE R R RN IR NI NI RN RN R RN AN RRANRRRNEND w e Endogennle
¢ fi= I transkrypt shRNA
: Wektor
siRNA kodujacy shRNA
w \ shRNA “\.
chemiczne
mRNA Egzogennie
Specyficzna hydroliza w SIRNA .
) enzymatycznie
[ £ STRIEIRIINS

Spontaniczna degradacja

v

Wyciszenie genu

Rysunek 2. Metody generowania duplekséw siRNA

Czasteczki siRNA lub shRNA mogg by¢ otrzymywane chemicznie, enzymatycznie, lub generowane endogennie. Czasteczki
shRNA, zar6wno generowane endogennie, jak i te podawane z zewnatrz, sg substratami dla rybonukleazy Dicer.

sa obcigzone trudnymi do kontrolowania efektami
ubocznymi, zwigzanymi m.in. z ryzykiem odnowie-
nia wirulencji stosowanego wektora. Najczesciej
uzywanym wektorem jest pSUPER, opisany po raz
pierwszy jako wektor kodujacy siRNA skierowane
na mRNA biatka p53 (Brummelkamp i wsp. 2002).
W dos$wiadczeniu tym w wyselekcjonowanych komér-
kach MCF-7 uzyskano diugotrwaly efekt wyciszenia
genu, trwajacy ponad 2 miesiace. Z informacji poda-
nej na stronie internetowej firmy Oligoengine zajmu-
jacej sie dystrybucja tego wektora, wynika, ze zainte-
resowanie tym produktem od samego poczatku bylo
olbrzymie — jeszcze przed wprowadzeniem wektora
na rynek firma otrzymata ponad 1500 présb o udo-
stepnienie pPSUPER do badan nad interferencja RNA
[http://www.oligoengine.com].

Innym podejéciem do wywolywania RNAi jest ge-
nerowanie calej puli tzw. esiRNA skierowanych na
jeden docelowy gen, poprzez enzymatyczng hydroli-
ze in vitro komplementarnych do fragmentu doce-
lowego genu diugich czgsteczek dwuniciowego RNA
(Kittler i wsp. 2004). Jakkolwiek takie podejscie gwa-
rantuje najwieksza skuteczno$¢ wywotywanego efek-
tu, ,waskim gardlem” jest zawsze wybor odpowiednio
specyficznej sekwencji docelowe;.

Pierwszg zastosowana, i wcigz powszechng, me-
todg otrzymywania czgsteczek siRNA (lub shRNA)
jest ich chemiczna synteza. Zasadnicza wada tej
drogi jest jej kosztochlonnoé¢, jednak znaczacy za-
leta — pelna kontrola sekwencji i struktury otrzymy-
wanych zwigzkéw. Wprowadzanie modyfikacji do

syntetycznych siRNA pozwala nadaé¢ im cechy poza-
dane z punktu widzenia badan podstawowych (jak
np. grupy fluorescencyjne do obserwacji dystrybu-
cji duplekséw w komorkach i tkankach) (Harborth
iwsp. 2003), jak i przyszlych zastosowan terapeutycz-
nych. W kontekscie wykorzystania siRNA jako poten-
cjalnych terapeutykéw wprowadzane modyfikacje
maja za zadanie usuniecie zasadniczych ograniczen
w stosowaniu technologii RNAi in vivo, takich jak:
@) hydroliza czasteczek RNA przez nukleazy komor-
kowe — skutecznym zabezpieczeniem sg modyfikacje
wigzania fosfodiestrowego (Harborth i wsp. 2003; Li
i wsp. 2005; Braasch i wsp. 2004; Hall i wsp. 2004)
oraz pozycji C2’ pierScienia rybozy (Harborth i wsp.
2003; Prakash i wsp. 2005; Amarzguioui i wsp. 2003;
Braasch i wsp. 2003; Chiu i Rana 2003), (ii) przeni-
kanie przez btony komérkowe — usprawnione przez
np. wprowadzenie grupy cholesterolowej na 3’-kon-
cu nici sensowej dupleksu (Soutschek i wsp. 2004),
za$ ukierunkowane tkankowo przez dolaczenie cza-
steczek ligandéw receptoréw tkankowych (Zhang
i wsp. 2003; Zhang i wsp. 2004; Pardridge 2004) lub
przeciwcial (Song i wsp. 2005) oraz (iii) obserwowa-
ne efekty niespecyficzne. Ostatni z wymienionych
probleméw stanowi duze wyzwanie dla badaczy, po-
niewaz wcigz niewystarczajaca jest wiedza o projek-
towaniu czasteczek siRNA o gwarantowanej, wysokiej
aktywnos$ci. Pomimo starannego wyboru specyficz-
nej sekwencji docelowej, siRNA powoduja obnize-
nie lub podwyzszenie pozioméw ekspresji wielu ge-
noéw, co zostalo zademonstrowane w szeregu badan
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z uzyciem metod stosowanych w genomice (Jackson
i Linsley 2004; Jackson i wsp. 2003; Chi i wsp. 2003;
Semizarov i wsp. 2003; Persengiev i wsp. 2004; Sledz
i wsp. 2004). W wiekszosci cytowanych doniesien
obserwowano wyrazng, zalezno$¢ zakresu i poziomu
niepozgdanych zmian od ilosci siRNA uzytych do do-
Swiadczen. Fakt ten daje nadzieje na przezwyciezenie
problemu efektéw ubocznych poprzez udoskonalanie
czasteczek siRNA (np. na drodze modyfikacji che-
micznych) w taki sposéb, aby osiggnaé wysoka sku-
teczno$¢ dziatania przy minimalnej dawce. Na pod-
stawie badan nad wtgczaniem siRNA do RISC oraz
doswiadczen z modyfikowanymi czgasteczkami siRNA,
a takze przewidywan teoretycznych (np. ryzyko two-
rzenia struktur wyzszego rzedu przez oligonukleotydy
zawierajace ciagi jednakowych nukleotydéw), sfor-
mutowano kilka protokotéw postepowania przy pro-
jektowaniu sekwencji siRNA. Te protokoty, w potgcze-
niu z dostepem do bazy sekwencji genoméw réznych
organizmoéw, sa wykorzystywane w algorytmach wy-
szukiwarek potencjalnie aktywnych sekwencji siRNA,
dostepnych w sieci Internet, na witrynach firm ofe-
rujacych synteze siRNA (np. Dharmacon, Ambion)
[http://www.dharmacon.com/sidesign,  http:/www.
ambion.com/techlib/misc/siRNA_finderhtml]  oraz
jako samodzielne witryny (http://www.cluster-1.mpi-
cbg.de/Deqor/deqor.html; Naito i wsp. 2004).

W doswiadczeniach in vitro siRNA najczesciej
dostarczane sa do komérek w kompleksach z lipofi-
lowymi odczynnikami polikationowymi. Konkuren-
cyjnym odczynnikiem transfekujagcym jest ostatnio

Ago2

a

Rysunek 3. Schemat wigzania siRNA do kompleksu RISC

Na podstawie cytowanej literatury (Hammond 2005).

wprowadzony na rynek przez firme Genospectra
tak zwany EXPRESS-si, stanowigcy zestaw kapsydo-
wych biatek wirusowych zdolnych do samoorganizacji
i zamkniecia w swoim wnetrzu czasteczek kwaséw
nukleinowych (zar6wno wektoréw DNA, jak siRNA)
i wnikniecia do komoérek eukariotycznych, gdzie
w cytoplazmie ulega rozpadowi (Simeoniiwsp. 2003).
W doswiadczeniach in vivo, jak i coraz czeSciej opi-
sywanych testach klinicznych, siRNA moga by¢ poda-
wane domiejscowo (np. do oka lub donosowo) lub do-
systemowo (dozylnie lub podskdrnie), czesto w obec-
nosci liposoméw i nanoczgsteczek polimerowych.

4. STRUKTURA KOMPLEKSU RISC

Projektowanie czasteczek siRNA wymaga pel-
nego zrozumienia funkcji bialek uczestniczacych
w rozpoznawaniu i rozplataniu dupleksu siRNA oraz
w hydrolizie docelowego mRINA. Po kilku latach in-
tensywnych badan poznano najwazniejsze sktadniki
kompleksu RISC, ktére pomimo ze znaczaco réznig
sie w zalezno$ci od organizmu, to zawsze zawieraja
bialka z rodziny Argonaute, z ktérymi zwigzana jest ak-
tywno$¢ nukleazowa kompleksu (Song i wsp. 2004).
Sposréd czterech ludzkich biatek Argonaute najpraw-
dopodobniej tylko Ago2 bierze udziat w wywolywaniu
zjawiska RNAi (Meister i wsp. 2004; Liu i wsp. 2004).

Charakterystyczng cechg strukturalng biatek Agro-
naute jest wystepowanie domen PAZ i PIWI, ktérych
struktury krystaliczne zostaly ostatnio rozwigzane.

(a) Ni¢ antysensowa siRNA tworzy kompleks z biatkiem Ago2; 5’-terminalna grupa fosforanowa jest wigzana przez kieszen
w domenie PIWI, zas dwunukleotydowy 3’-koniec jest wigzany przez domene PAZ.
(b) Ni¢ antysensowa siRNA rozpoznaje komplementarng sekwencje mRNA; w regionie 5’-konca nici antysensowej tworzy

sie kilkunukleotydowy dupleks siRNA/mRINA.

(c) Po zhybrydyzowaniu w petni komplementarnych nici siRNA/mRNA uaktywnia sie nukleazowa aktywno$é kompleksu
RISC i nastepuje hydroliza $cile okreslonego wigzania fosfodiestrowego w mRNA, znajdujacego sie pomiedzy nukleo-

zydami 10 i 11 nici antysensowej.
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W obrebie domeny PAZ zidentyfikowano kieszen wig-
zaca dwunukleotydowe, 3’-koncowe fragmenty RINA
(Lingel i wsp. 2003; Yan i wsp. 2003; Ma i wsp. 2003).
Natomiast badania strukturalne dwéch bakteryjnych
bialek Argonaute z Pyrococcus furiosus (Song i wsp.
2004) i z Archaeoglobus fulgidus (Parker i wsp. 2004)
potwierdzity obecnosé w domenie PIWI centrum kata-
litycznego o budowie przestrzennej charakterystycznej
dla RNazy H. Badania strukturalne domeny AfPiwi
w kompleksie z dwuniciowym RNA pozwolily na za-
proponowanie modelu wigzania nici wiodacej siRINA
w kompleksie RISC i jej oddzialywania z mRNA (Par-
ker i wsp. 2005; Ma i wsp. 2005). W wigzaniu do
sekwencji docelowej najwazniejsza role pelni region
5 nici siRNA (lub miRNA) zwigzanej w kompleksie
RISC (rys. 3). Badania te udowodnily takze obecnosé
w obrebie domeny PIWI kieszeni wigzacej grupe 5’ fo-
sforanowg, wiodacej nici siRNA, co tlumaczy precyzyj-
no$¢ odmierzania miejsca ciecia mRNA.
Zasadniczym etapem w tworzeniu aktywnego
kompleksu RISC jest wigczanie do niego jednej z nici
dupleksu siRNA. Wybér nici prowadzacej jest zde-
terminowany przez asymetryczng stabilno$é koncéw
dupleksu (Schwarz i wsp. 2003). Jako ni¢ wiodgca
zostaje ,wybrana” ta, ktérej 5’-koniec jest stabiej za-
angazowany w wigzania typu Watsona-Cricka z dru-
ga nicig dupleksu. Podobny wybér nici aktywnej ma
miejsce w przypadku miRNA na etapie jej wycinania
z prekursora (Khvorova i wsp. 2003). Jednak sam
proces tworzenia kompleksu z RISC nie jest do korica
wyjasniony, i prawdopodobnie obejmuje kilka etap6w.
Ostatnie badania potwierdzajg przewidywane na pod-
stawie wczesniej obserwowanej ko-immunoprecypita-
¢ji (Hammond i wsp. 2001) Sciste zaleznosci miedzy
rybonukleazg Dicer a kompleksem RISC. Prawdopo-
dobnie Dicer, ktéry jest réwniez wielodomenowym
bialkiem zawierajacym m.in. domene PAZ (Zhang
i wsp. 2004), nie oddysocjowuje od dupleksu siRNA
wycietego z prekursorowej czasteczki, ale wspélnie
z dsRBP (ang. double stranded RNA Binding Protein,
u Drosophili R2D2) uczestniczy w jego rozpleceniu
i wlaczeniu do RISC (Pham i wsp. 2004; Tomari
i wsp. 2004). Mozliwe takze, ze Dicer bierze udziat
w rozpoznawaniu ,gotowych” duplekséw siRNA.
Whioski takie nasuwaja dwie obserwacje: uposledze-
nie RNAi wywolywanego przez siRNA w komoérkach
pozbawionych tego biatka (Doi i wsp. 2003) oraz
wieksza skuteczno$é wyciszania wywolanego za po-
srednictwem substratéw dla Dicer [27-mio nukleoty-
dowych dsRNA (Kim i wsp. 2005) oraz shRNA (Siolas
i wsp. 2005)], niz z uzyciem standardowych siRNA.
Wiecej informacji o budowie biatek zaangazowa-
nych w mechanizm RNAi czytelnik znajdzie w pra-

cach przegladowych w 579 woluminie FEBS Letters
z roku 2005 (Hammond 2005; Collins i Cheng 2005).

5. WYKORZYSTANIE INTERFERENCJI RNA
DLA CELOW TERAPEUTYCZNYCH

20 grudnia 2002 roku czasopismo Science oglosito
odkrycie zjawiska interferencji RNA (RNAi) przeto-
mowym odkryciem roku 2002 (,,Breakthrough of the
Year”) (Breakthrough of the year 2002). Wyréznie-
nie to $wiadczylo o zrozumieniu, jak poteznym narze-
dziem w biologii i medycynie stato sie odkrycie me-
chanizmu regulacji ekspresji genéw i mozliwoé¢ jego
wywolywania za pomocg syntetycznych duplekséow
RNA. Po raz pierwszy uzyskano mozliwo$¢ inhibicji
ekspresji kazdego wybranego genu, i tylko kwestig
czasu bylo udokumentowanie tego faktu w badaniach
komoérkowych i w badaniach in vivo. Odkrycie to dato
asumpt do ozywienia w $wiecie biotechnologii, medy-
cyny i farmacji, oraz zrewitalizowalo dotychczas stoso-
wane technologie terapeutyczne oparte na syntetycz-
nych fragmentach kwaséw nukleinowych. Powstaly
firmy biotechnologiczne specjalizujace sie w projek-
towaniu i wytwarzaniu siRNA, wykorzystywanych do
badan w obszarze genomiki funkcjonalnej, a wiec do
§ledzenia szlakéw metabolicznych, poznawania me-
chanizméw sygnalizacji komérkowej, apoptozy, proli-
feracji czy r6znicowania komorek. Zauwazono takze
olbrzymi potencjal czasteczek siRNA do ,wytaczania”
genéw zwigzanych z patogenezg choréb. Czasteczki
siRNA staly sie wiec uniwersalnymi, sekwencyjnie
specyficznymi narzedziami, pozwalajacymi z jednej
strony na identyfikacje cel6w terapeutycznych, a wiec
genoéw, ktérych wyciszenie prowadzi do cofniecia lub
zatrzymania choroby, a z drugiej — na weryfikacje tego
wyboru jako zwigzkéw o potencjalnym zastosowaniu
terapeutycznym. Lista najbardziej preznych firm bio-
technologicznych i farmaceutycznych rozwijajacych
terapie oparte na interferencji RNA przedstawiona
jest w tabeli 1 (Uprichard 2005).

5.1. Zastosowania terapeutyczne

5.1.1. Infekcje wirusowe

Jednym z najwczesniejszych zastosowan interfe-
rencji RNA dla celéw terapeutycznych byto hamowa-
nie infekcji wirusowych. Na szczegélng uwage zastu-
guja badania nad hamowaniem replikacji wirusa HIV
i wiruséw zapalenia watroby typu B i typu C, gdyz jak
na razie brak jest skutecznych terapii dla leczenia
schorzen wywolywanych tymi wirusami. Terapie te
skierowane sg zaréwno na wirusowe RNA, jak i na
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Tabela 1. Firmy biotechnologiczne i farmaceutyczne rozwijajace terapie oparte na interferencji RNA

Firma Farmaceutyczna

Najwazniejsze obszary badan

Acuity Pharmaceuticals

AMD (starcze zwyrodnienie plamki zéttej); retinopatie cukrzycowe

AGY Therapeutics

RNAi w komérkach nerwowych i glejowych

Alnylam Pharmaceuticals Inc.

AMD; choroba Parkinsona, wirus oskrzelowy; mukowiscydoza; grypa; uszkodzenia
rdzenia kregowego; choroba Huntingtona i neuropatia

Atugen AG Choroby przemiany materii; nowotwory oka; choroby skéry

Benitec Australia Limited Wirus zapalenia watroby typu C (HCV); HIV/AIDS; nowotwory; cukrzyca/otyto$é
Biolmage nowotwory

Calando Pharmaceuticals nanotechnologia

Cytrx Corporation zapalenie siatkéwki

cukrzyca/otylo$¢; stwardnienie zanikowe boczne ALS; cytomegalowirusowe

Devgen

cukrzyca/otyloéé; arytmia

Dharmacon Inc.

starcze zwyrodnienie plamki z6itej (AMD)

Galenea wirus ptasiej grypy H5N1
Genesis R&D alergie
Genta Incorporated nowotwory

International Therapeutics

HIV; wirus zapalenia watroby typu B (HBV)

Intradigm Corporation

nowotwory; SARS; zapalenie staw6w

Nastech Pharmaceutical

reumatoidalne zapalenie stawéw; osteoporoza; otytos¢

Nucleonics, Inc. HBV; HCV

Sirna Therapeutics, Inc.

AMD; HBV, HCV, HIV, astma; cukrzyca; choroba Huntingtona; choroba
Parkinsona, utrata stuchu, choroby ukladu oddechowego, NOGO i receptory
NOGO (uszkodzenia rdzenia kregowego), nowotwory

mRNA bialek gospodarza, uzywanych przez wirus
w procesie replikacji. Na przyktad w terapii anty-HIV
projektuje sie siRNA skierowane na mRNA recepto-
row CD4 i CCR5 (Qin i wsp. 2003; Martinez i wsp.
2002), dzieki ktérym wirus wnika do komoérek gospo-
darza. Przyklady innych zastosowann RNAi skierowa-
nych na geny wirusowe wymienione sg w tabeli 2.
opracowanej na podstawie przegladu Susan Upri-
chard (Uprichard 2005).

5.1.2. Choroby neurologiczne

Choroby neurologiczne, takie jak choroba Parkin-
sona, choroba Huntingtona (HD), zespét tamliwego
chromosomu X, stwardnienie zanikowe boczne (ang.
amyotrophic lateral sclerosis, ALS), czy zanik miesni
sg przykladami schorzen, dla ktérych terapie RINAi
sg najbardziej obiecujgce (Buckingham i wsp. 2004;
Wood i wsp. 2003; Rodriguez-Lebron i Gonzales-Ale-
gre 2006) (tabela 2). Schorzenia te rozwijaja sie na
skutek dominujgcej mutacji w obrebie jednego allelu.
Projektuje sie czasteczki siRNA zdolne do wyciszania
zmutowanego genu, pozwalajac na ekspresje allelu
dzikiego. Przyktadem takiego podejscia jest specyficz-
ne wyciszanie zmutowanego genu dysmutazy ponad-
tlenkowej SOD1, w ktérym zamiana pojedynczego

nukleotydu stanowi przyczyne rozwoju ALS (Ding
iwsp. 2003).

Ostatnio wykazano takze uzyteczno$c¢ terapii RINAi
w poprawianiu motoryki w modelu zwierzecym cho-
roby Huntingtona, spowodowanej ekspansja tréjnu-
kleotydowych powtérzen CAG (Harper i wsp. 2005).
Zidentyfikowano takze aktywne czasteczki siRNA
zdolne do hamowania ekspresji genu beta sekretazy
(biatka BACE1), uczestniczgcej w wydzielaniu beta
amyloidu (Kao i wsp. 2004; Nawrot i wsp. 2005; Sie-
rant i wsp. w przygotowaniu). Ten krétki peptyd jest
gtéwnym sktadnikiem ptytek amyloidowych zidentyfi-
kowanych w mézgach pacjentéw z chorobg Alzheime-
ra (AD). Znalezienie wydajnej terapii anty-amyloido-
wej moze stanowié przetom w zahamowaniu rozwoju
tego schorzenia.

5.1.3. Choroby nowotworowe

W terapii choréb nowotworowych zasadniczym
problemem jest selektywnos$é leku w stosunku do
komérek rakowych, przy niskiej toksycznosci w sto-
sunku do komérek prawidtowych. Jednym z podejsé
zapewniajacych wybiércze niszczenie komorek no-
wotworu jest terapia genowa. Przyklady genéw za-
angazowanych w procesy nowotworzenia, ekspresje
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Tabela 2. Zastosowanie RNAi dla celéw terapeutycznych

Obszar badan Jednostki chorobowe Gen docelowy
o . SOD1
Stwardnienie zanikowe boczne (ALS)
SOD1
Schorzenia Ataksja rdzeniowo-moézdzkowa Ataxinal
neurologiczne Choroba Huntingtona Huntingtina
Béle neuropatyczne kanat jonowy P2X3
Choroba Alzheimera BACEL1
Zapalenie oka TGFp RII
Choroby oczu Starcze zwyrodnienie plamki zéltej VEGF
Opryszczkowe zapalenie rogowki VEGF/R
Choroby . . . .
laryngologiczne Choroby autosomalne wywotane mutacja dominujacg Gap junction p2
. Reumatoidalne zapalenie stawéw TNFa
Zapalenia -
Posocznica TNFa
. Fas
Ostra niewydolnos¢ watroby
Kaspaza 8
Apoptoza Niedokrwienie watroby Kaspaza 8/3
Niedokrwienie nerek Fas
Niedokrwienie pluc Oksygenaza hemul
. Otytosé AGRP
Metabolizm
Cholesterol ApoB

Infekcje wirusowe

Gorgczka zachodniego Nilu

wirus goraczki zachodniego Nilu

Wirusowe zapalenie watroby typu C

HCV

Choroby serca, trzustki, watroby

Coxsakiewirus B3

Przeziebienie wirus oskrzelowy RSV
Ostre stany zapalne uktadu oddechowego wirus paragrypy
Grypa wirus grypy
Wirusowe zapalenie watroby typu B HBV

Zespot ostrej ciezkiej niewydolnosci oddechowej SARS-CoV

Niezyt nosa

wirus niezytu nosa

Choroby nowotworowe

Nagminne porazenie dzieciece (choroba Heinego-Medina) |poliowirus
AIDS HIV
Brodawki piciowe Papillomomawirus
Cytomegalia, zesp6t mononukleozowy Cytomegalowirus
Rak prostaty Bcl-2
Cxcr4
Rak sutka
RhoA
) Kinaza biatkowa FAK
Rak trzustki
EphA2

Rak piersi, macicy, okreznicy, ptuc
(proliferacja neoplastyczna)

Kinaza Polo-like 1

Guz sutka ;ﬁiﬁ%ﬂ:ﬁiﬂ CSF1
Miesniakomiesak prazkowany surwiwina

Gruczolakorak trzustki CEACAMG6
Wewnatrzczaszkowy rak mézgu EGFR

Drobnokomoérkowy rak ptuc Skp-2

Chroniczna biataczka szpikowa Ber-abl
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ktérych obnizano z zastosowaniem interferencji RNA
w warunkach zaréwno in vitro jak i in vivo, podane sg
w tabeli 2. (Uprichard 2005; Fuchs i wsp. 2004).

Powszechny jest poglad, iz dobrymi celami terapeu-
tycznymi w leczeniu biataczek i chtoniakéw sa onko-
geny, tworzace sie poprzez nieprawidlowe translokacje
chromosomalne, takie jak gen bcr-abl, stanowigcy mo-
lekularne podloze przewleklej biataczki szpikowej (ang.
chronic myeloid leukemia, CML). Zidentyfikowano
czasteczki siRNA efektywnie wyciszajace gen bcer-abl
(Li 1 wsp. 2003). Terapie przeciwnowotworowe nace-
lowane sg réwniez na geny ras i p53, ktére w wyniku
mutacji punktowych nie spetniajg fizjologicznej funkcji
Lstraznika genomu”, co moze przyczynia¢ sie do roz-
woju nowotworéw (Yang i wsp. 2003; Martinez i wsp.
2002). Terapie RNAi sg skuteczne w podwyzszaniu
efektu terapeutycznego, wywolywanego klasycznymi
lekami przeciwnowotworowymi, takimi jak daunorubi-
cyna (Zangemeister-Wittke 2003). Innym podej$ciem
jest skierowanie siRNA na mRNA biatka MDR1 (ang.
multidrug resistance protein), ktérego supresja zwiek-
sza podatnos¢ komoérek rakowych na chemioterapie
(Yague i wsp. 2004; Nieth i wsp. 2003). Technike RNAi
stosuje sie tez w badaniach nad kontrolg procesu an-
giogenezy. Badane sg efekty wyciszania genu czynnika
wzrostu naczyn §rodbtonka (VEGF) na wzrost guza pro-
staty. W modelu zwierzecym zaobserwowano dtugoter-
minowe zahamowania wzrostu i obnizenie zageszczenia
naczyn wlosowatych w guzie (Wannenes i wsp. 2005).
Natomiast efekt ostabienia wzrostu komoérek guza oraz
tempa i liczby podzialéw komérkowych w modelu raka
sutka uzyskano w wyniku wyciszenia ekspresji recepto-
ra adenozyny Al (Mirza i wsp. 2005).

Wiekszo$é nowotwordéw charakteryzuje sie wyso-
ka aktywnoscia telomerazy, dzieki czemu komérki no-
wotworowe zachowuja wysoki potencjal replikacyjny.
Zahamowanie aktywno$ci telomerazy mogloby wiec
reaktywowaé proces skracania telomer6w w komorce,
a tym samym doprowadzi¢ do zahamowania ich proli-
feracji. Przyktadem takiego podejscia terapeutyczne-
go s badania z uzyciem komérek gruczolaka Barret-
ta, w ktérych po zastosowaniu siRNA skierowanych
na gen telomerazy obserwowano indukcje apoptozy
(Shammas i wsp. 2005).

5.1.4. Choroby oczu

Najwiekszy postep nad zastosowaniem RNAi jako
potencjalnych lekéw osiagnieto w badaniach nad ha-
mowaniem starczego zwyrodnienia plamki z6ltej (ang.
age-related macular degeneration, AMD), opryszcz-
kowego zapalenia rogéwki, i zapalenia oka (tabela 2).
We wszystkich tych terapiach genem docelowym jest
gen VEGF (czynnik wzrostu naczyn $rédbtonka).

W sierpniu 2004 roku FDA (Food and Drug Admi-
nistration) zezwolita firmie Acuity Pharmaceuticals
na rozpoczecie I fazy badan klinicznych z Cand5,
skierowanym na gen VEGF w terapii starczego zwy-
rodnienia plamki. Réwnocze$nie testy Kkliniczne
z wlasnym siRNA (siRNA-027), skierowanym na
ten sam gen rozpoczela firma Sirna Therapeutics
(wczesniej Ribozyme Pharmaceuticals). Badaniami
objeto 14 pacjentéw (8 kobiet i 6 mezczyzn) w wie-
ku 70-93 lat. Pacjentéw podzielono na cztery grupy,
ktérym podawano bezposrednio do oka odpowiednio
po 100, 200, 400, i 800 mcg Sirna-027. Nie obser-
wowano efektéw toksycznych ograniczajacych wyso-
kos¢ dawki. Po dwdéch latach badan opublikowano
pierwsze entuzjastyczne wyniki potwierdzajace, ze
u wszystkich testowanych pacjentéw zaobserwowano
zahamowanie postepu choroby, a u polowy powrécita
ostro$¢ widzenia. W ten sposob po raz pierwszy w ba-
daniach na ludziach wykazano, ze terapia za pomoca
siRNA jest bezpieczna i dobrze tolerowana.

5.1.5. Stany zapalne

Technologia interferencji RNA zostala wykorzy-
stana jako podejécie w terapii reumatoidalnego zapa-
lenia stawéw (Schiffelers i wsp. 2005). W schorzeniu
tym, jak i innych przewleklych chorobach zwigza-
nych z procesem zapalnym, wystepuje nadekspresja
czynnika nekrozy nowotworéw (TNF-alfa). Ten sam
gen byl celem terapeutycznym w testach nad zaha-
mowaniem sepsy (Sorensen i wsp. 2003). Na mysim
modelu wykazano, ze podane dootrzewnowo siRINA
zwiekszylo szeSciokrotnie szanse przezycia zwierzat
laboratoryjnych po ich pézniejszym zakazeniu. Ba-
dano takze aktywnos$é¢ siRNA, skierowanego na gen
fas w mysim modelu zapalenia watroby (Song i wsp.
2003), oraz siRNA specyficznego dla mRNA kaspazy
8 — jako czynnika terapeutycznego w leczeniu ostrej
niewydolno$ci watroby (Zender i wsp. 2003). Bada-
nia te dobrze ilustrujg koncepcje zastosowania RNAi
jako potencjalnego leku dla terapii ostrych stanéw za-
palnych i zakazen.

6. PODSUMOWANIE

Czasteczki siRNA, zdolne do wyciszania genéw
w sposéb sekwencyjnie specyficzny, coraz czesciej
sg anonsowane jako nowe potencjalne czynniki te-
rapeutyczne. Szczegblnie obiecujace efekty terapii
RNAi sg zapowiadane w odniesieniu do choréb oczu.
Podobnie jak w przypadky terapii antysensowej (Vi-
travene), efektywnos¢ tej formy terapii moze wynikaé
z ulatwionego podawania tych duzych czasteczek do



16

KaTarzYNA S1PA, BARBARA NAWROT

leczonej tkanki, w poréwnaniu do dziatania lekéw po-
dawanych ogélnoustrojowo.

Najwazniejszg zaletg terapii opartych na interfe-
rencji RNA jest mozliwos$¢ projektowania siRNA, skie-
rowanych na selektywnie wybrany gen docelowy, bez
koniecznosci kumulowania wiedzy o strukturze jego
produktu biatkowego. Nie bez znaczenia jest fakt, ze
wykorzystywany mechanizm jest mechanizmem na-
turalnie wystepujacym w komérce, a wiec wywotuja-
cym slabsze efekty uboczne niz inne formy terapii,
oraz dzialajgcym w nizszych stezeniach czasteczek
efektorowych (Miyagishi i wsp. 2003). Udowodniono
réwniez, ze wyciszanie ,niechcianego” genu za pomo-
ca siRNA jest bardziej efektywne niz za pomocg, oligo-
nukleotydéw antysensowych czy rybozyméw (Zhang i
wsp. 2005; Grunweller i wsp. 2003; Scherer i Rossi
2003; Kim i wsp. 2006; Nawrot 2004). Identyfikacja
aktywnych czgsteczek siRNA, skierowanych na zwia-
zany z chorobg gen stanowi tzw. ,proof-of-concept” w
terapii wybranego schorzenia.

Najbardziej zaawansowane badania nad zasto-
sowaniem RNAi dla terapii prowadzone sg obecnie
przez Sirna Therapeutics, Inc. W firmie tej w dru-
giej fazie badan klinicznych znajduja sie siRNA za-
projektowane dla leczenia AMD, a w pierwszej fazie
badan klinicznych — badania nad terapiami RNAi dla
wirusowego zapalenia watroby typu C oraz wykorzy-
staniem siRNA w schorzeniach dermatologicznych
[http://www.sirna.com/wt/page/index].

Jakkolwiek terapie genowe, wykorzystujace syn-
tetyczne oligonukleotydy od blisko dwudziestu lat
wywoluja nadzieje, jak i rozczarowania, w stosunku
do oczekiwan znalezienia lekéw przeciwko choro-
bom towarzyszacym wspélczesnej cywilizacji, na
podstawie szeregu doniesien literaturowych mozna
sadzi¢, iz sposréd licznych strategii tzw. racjonalnego
projektowania lekéw strategia siRNA moze stanowié
przetom wspétczesnej medycyny zaréwno w aspekcie
diagnostycznym, jak i terapeutycznym. I jakkolwiek
ten postep bedzie odnotowany jako sukces biologow
molekularnych, nie nalezy zapominaé o fakcie, iz
punktem zwrotnym bylo opracowanie przez chemi-
kow efektywnych metod syntezy oligonukleotydéw
(Caruthers, 1985).

Praca powstata dzieki finansowemu wsparciu
z projektu ICGEB CRP/POL04-01
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