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STRESZCZENIE
Wstep. Prace prowadzone w latach 90. XX wieku nad Petunia hybryda umozliwily
odkrycie nowego mechanizmu regulacji ekspresji genéw, jednak nie wyjasniono,
w jaki sposob dochodzi do obnizenia poziomu ekspresji genéw na etapie posttran-
skrypcyjnym. Dzigki pozniejszym badaniom zespoléw Andrew Fire i Craig Mello
nad nicieniem Caenorhabditis elegans, poznany zostal mechanizm interferencji
RNA. Odkrycie to otworzylo nowe perspektywy sposobowi poznawania funkcji
genow dzigki mozliwo$ci zahamowania ekspresji konkretnego genu poprzez degra-
dacje jego mRNA w obrebie cytosolu.
Cel pracy. Celem pracy bylo oméwienie mozliwosci zastosowania mechanizmu
interferencji RNA jako potencjalnej metody terapeutycznej w wielu rodzajach scho-
rzen.
Oméwienie. Obecnie dazy sie¢ do poznania ewentualnej roli genéw interferencji
RNA lub tez zaburzen w ich prawidtowym funkcjonowaniu w chorobach uwarun-
kowanych genetycznie. Rozwaza sie takze terapeutyczne zastosowanie interferencji
RNA w chorobach wirusowych.
Whioski. Terapia oparta na technice interferencji RNA moze by¢ w przysztosci
wykorzystana w leczeniu wielu schorzen, ktérych molekularny mechanizm patoge-
nezy zostal poznany.
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ABSTRACT
Introduction. In the early 1990s, during experiments aimed at intensifying the
colour of Petunia hybryda flowers, a new mechanism of regulation of gene expres-
sion was discovered; however, its mechanism, i.e. inhibition of gene expression at
a post-transcriptional stage, remained unknown. In 1998 two groups led by A. Fire
and C. Mello found a molecular basis for the phenomenon called RNA interference
(RNAI). Delivery of a double stranded RNA to a model organism, Caenorhabditis
elegans, triggered silencing of complementary messenger RNA sequences.
This discovery opened new perspectives for research involving gene functions due
to the possibility of inhibiting the expression of a specific gene through its mRNA
degradation in the cytosol.
Aim. The aim of this paper is to present a potential role of RNAI as a therapeutic
method for various diseases.
Discussion. RNAi provides a powerful technique for the derivation and analysis of
loss-of-function phenotypes in vertebrate cells. This technique may be also applied
as a therapeutic strategy, e.g. in genetic and viral diseases, and clinical trials to test
this possibility have been already initiated.
Conclusions. RNAi-based therapy may become a powerful tool to treat many diseases
whose molecular pathogenesis mechanisms have been thoroughly understood.

Stowa kluczowe: interferencja RNA, wyciszanie gendw, terapia RNAI.

Key words: RNA interference, gene silencing, RNAi therapy.

WSTEP
MECHANIZM INTERFERENC]I RNA
Zjawisko interferencji RNA (RNAI) jest specyficznym co do sekwencji procesem
posttranskrypcyjnego wyciszania genéw. Mechanizm RNAI jest zakonserwowany
ewolucyjnie i wystepuje praktycznie u wszystkich organizméw eukariotycznych. U ro-
$lin i bezkregowcow male interferencyjne RNA (siRNA, ang. small interfering RNA)
stanowi naturalng obrone przeciwwirusowg. Podobng role siRNA petni u ssakow, po-
mimo wyksztalcenia bardziej zlozonych ewolucyjnie mechanizméw odpornosci [9].
Interferencja RNA przebiega w kilku etapach, ktére przestawiono na ryc. 1.
Pojawienie si¢ w organizmie dwuniciowej czasteczki RNA (dsRNA, ang. double-
-stranded RNA), ktéra w warunkach naturalnych w nim nie wystepuje, moze by¢
wynikiem np. zakazenia wirusowego (dsRNA stanowi material genetyczny niektd-
rych wiruséw) lub tez skutkiem aktywnosci tzw. ruchomych elementéw genetycz-
nych zwanych transpozonami [19]. Wnikniecie dsSRNA do komorki zapoczatko-
wuje pierwszy etap RNAi. W tym stadium dsRNA ulega enzymatycznej hydrolizie
do mniejszych okolo 21-24 nukleotydowych (nt) czasteczek dsRNA. Prawidlowy
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przebieg tej reakcji zapewnia, podobny strukturalnie do RNazy III, enzym Dicer,
ktory stanowi rybonukleaze specyficzng wzgledem dsRNA [13]. W efekcie powstaje
struktura zwana malym interferencyjnym RNA, siRNA.

Tak przygotowane dwuniciowe RNA, siRNA, wlaczane jest do enzymatycznego
kompleksu efektorowego interferencji RNA, okreslanego jako RISC (ang. RNA-In-
duced Silencing Complex). Po hydrolizie wigzan wodorowych miedzy ni¢mi w siRNA
w procesie zaleznym od ATP nastepuje aktywacja kompleksu RISC. W tym stadium
tylko ni¢ antysensowna jest wigczana do RISC, a ni¢ sensowna jest degradowana lub
stuzy jako starter do polimerazy RNA, zaleznej od RNA (RdRP). Ni¢ antysensowna
pelni role tzw. przewodnika i doprowadza kompleks RISC do komplementarnego do
swojej sekwencji regionu na znajdujacym si¢ w cytosolu transkrypcie okreslonego
genu, czyli do jego mRNA. Ponadto w tym etapie istotng rol¢ odgrywa niezidenty-
fikowana jeszcze rybonukleaza, ktéra degraduje powstaly kompleks jednoniciowy
RNA-mRNA (czyli kompleks ssSRNA-mRNA, ang. single-stranded RNA) poprzez
hydroliz¢ mRNA w rejonie komplementarnym w odleglosci 10-12 nukleotydéw od
konca 3’ siRNA [13, 17]. W ostatniej fazie procesu nastepuje catkowita degradacja
powstatych po hydrolizie fragmentéw mRNA przez egzonukleazy.

Bardzo szybko po opisaniu zjawiska RNAi zaproponowano, ze moze by¢ ono
wywolane w sposdb sztuczny. Wigkszos$¢ z wezesnych eksperymentéw przeprowa-
dzanych w komoérkach ssakéw, zwigzanych z wprowadzaniem do nich dwuniciowe;j
czasteczki RNA, konczyta sie niepowodzeniem ze wzgledu na silng reakcje immu-
nologiczna, zwigzana z aktywnosciag RNA-zaleznej kinazy bialkowej (PKR, ang.
RNA-dependent protein kinase), aktywujacej synteze interferonu, co prowadzito do
zatrzymania syntezy biatka [1, 3]. Wykazano jednak, ze takiej odpowiedzi immuno-
logicznej mozna unikng¢ wprowadzajac dsRNA krotsze niz 30 nt, gdyz minimalny
fragment odcinany do aktywacji PKR wynosi dokladnie 30 par zasad (pz) dla RNA
w postaci dupleksu [3]. Natomiast warunkiem zachowania specyficznosci przyla-
czenia siRNA do konkretnego genu w dalszych etapach jest dlugos¢ czasteczki nie
krétsza niz 19 nt. Z tego wzgledu przy projektowaniu siRNA nalezy uwzgledni¢ naj-
bardziej zakonserwowane ewolucyjne regiony dla danego genu.

CEL PRACY
Celem pracy bylo omoéwienie mozliwoséci zastosowania mechanizmu interferencji
RNA jako potencjalnej metody terapeutycznej w wielu rodzajach schorzen.

MATERIALY I METODY
Materiatem wykorzystanym w pracy byla dostepna literatura fachowa, a metoda
analiza tej literatury.
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OMOWIENIE

MOZLIWOSCI KLINICZNEGO ZASTOSOWANIA siRNA W NIEKTORYCH
CHOROBACH

Krotkie interferencyjne RNA jest teoretycznie idealnym s$rodkiem leczniczym ze
wzgledu na mozliwo$¢ specyficznego wyeliminowania niepozadanych produktéow
biatkowych wadliwych genéw. Nalezy podkresli¢, iz stosowaniu siRNA jako metody
terapii genowej towarzysza liczne zalety. Technika ta jest wydajna i daje silny efekt
fenotypowy. Ponadto inhibicja ekspresji genu jest specyficzna, co skutkuje ograni-
czeniem efektow ubocznych, w tym odpowiedzi ze strony uktadu immunologiczne-
go [18]. Terapia oparta na technice interferencji RNA moze by¢ potencjalnie wyko-
rzystana w leczeniu wielu schorzen, ktérych molekularny mechanizm patogenezy
zostal poznany [17].

RNAi w chorobach ukladu oddechowego

W przypadku choréb ukladu oddechowego miejscowe dostarczenie siRNA na dro-
dze inhalacji oferuje wyjatkowa mozliwo$¢ podjecia leczenia schorzen dotad opiera-
jacych si¢ konwencjonalnym metodom leczenia [8]. Efektywne dostarczenie siRNA
do ptuc wymaga pokonania dwdch gléwnych barier. Pierwsza z nich jest skompli-
kowana budowa pluc oraz istnienie mechanicznej bariery w postaci §luzu pokrywa-
jacego nabtonek oddechowy. Drugg z nich jest sama bfona plazmatyczna komoérek
nabfonka. Aby uzyska¢ efektywne wyciszenie genéw w ptucach, konieczne jest do-
starczenie siRNA w stabilnej postaci do konkretnego miejsca dzialania. Oznacza to,
iz siRNA musi dotrze¢ do wnetrza komorek i osiaggnac¢ wysokie stezenie w cytopla-
zmie. Wektory wirusowe sg stosowane na szeroka skale w celu dostarczania siRNA
do wielu rodzajéow komorek ssaczych [5, 8]. Systemy retrowirusowe sg efektywne
w wigkszo$ci linii komdrkowych, wlaczajac hodowle pierwotne [24].

Alternatywa dla wektoréw wirusowych jest uzycie innego rodzaju wektoréw,
ktérych budowa opiera si¢ na lipidach badz polimerach [5, 8]. Uzycie dodatnio na-
fadowanych czynnikéw transfekcyjnych w postaci lipidéw lub polimeréw umozliwia
wprowadzenie konstruktu do komoérki ze wzgledu na ujemny wypadkowy tadunek za-
réwno siRNA, jak i powierzchni komorki [5, 6]. Dowiedziono, iz transfekcja z uzyciem
lipidéw i polimerdw jest efektywna zaréwno w hodowlach komérkowych, jak i w mo-
delach zwierzecych. Dostepnych jest obecnie wiele czynnikéw transfekeyjnych, ktore
pomagaja w efektywnym dostarczeniu siRNA do wnetrza komoérek w liniach wypro-
wadzonych z nablonka pecherzykéw ptucnych lub drég oddechowych [8].

Z dostarczeniem siRNA do organizmu czesto wigza si¢ pewne problemy, takie
jak toksycznos¢, szybka degradacja konstruktu przez nukleazy oraz zwigzana z tym
mozliwos¢, iz siRNA nie dotrze do docelowego organu. W przypadku ptuc tego typu
niedogodnosci moga zosta¢ rozwigzane przez dostarczenie siRNA w formie inhala-
cji. Podanie siRNA w postaci aerozolu, ktéry gwarantuje niskg inwazyjnos¢, pozwala
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na dostarczenie konstruktu do konkretnego, zaplanowanego miejsca oraz znaczaco
obnizong toksyczno$¢ wywierang na caly organizm [8].

Nowe generacje srodkéw inhalujacych, ktore zostaly zaprojektowane pierwotnie
z my$la o dostarczaniu bialek, pozwalajg na wydajne dostarczenie siRNA w przy-
padku ptuc. Liczne firmy rozwijajg obecnie zaawansowane systemy ciekto-sprayowe,
ktore stanowia pierwsza z mozliwosci podawania siRNA w formie inhalacji. Bardzo
obiecujace wydaja sie by¢ réwniez badania nad systemem suchych proszkow, ktére
moga by¢ przydatne w przyszlosci [8].

W kilku badaniach udalo si¢ efektywnie dostarczy¢ siRNA z uzyciem metody
wkraplania donosowego in vivo na modelu zwierzecym [3, 15]. Wydaje sig, iz meto-
da ta jest rowniez skuteczna u naczelnych. Na przyklad uzyskano siRNA specyficz-
ny dla wirusa SARS i dostarczono go donosowo do makakéw, co przyniosto spadek
miana wirusa w gornych drogach oddechowych i pecherzykach ptucnych, zmniej-
szenie uszkodzen pecherzykow plucnych oraz obnizenie goraczki [13].

Mukowiscydoza (CF, ang. cystic fibrosis) jest najczesciej wystepujaca $miertelng
chorobg genetyczng u ludzi rasy kaukaskiej, spowodowang mutacjami genu lezace-
go na chromosomie 7, ktory koduje zespdt transportera biatkowego wiazacego ATP,
tzw. przezblonowe biatko regulatorowe w mukowiscydozie (CFTR, ang. cystic fibro-
sis transmembrane regulator). Kluczowa role w mukowiscydozie odgrywa nadmier-
nie aktywne biatko VCP/pr97 (ang. valosin containing protein), ktore indukuje znisz-
czenie transporteréw chlorkowych (CFTR) u chorych. Dowiedziono, iz wyciszenie
ekspresji genu dla biatka VCP/pr97 z uzyciem siRNA w liniach komérkowych, uzy-
skanych z nablonka tchawicy od chorych na mukowiscydozg, przywrdcito tym ko-
morkom zdolnos¢ transportowania jonéw chlorkowych [23].

RNAi w zakazeniu wirusem HIV

Ostatnie badania przemawiajg za mozliwoscig uzycia siRNA jako $rodka tera-
peutycznego w przypadku infekeji wirusem HIV-1 [2, 12]. Wykorzystujac transge-
niczne myszy z przeszczepionym ludzkim szpikiem kostnym, badacze mogli kon-
trolowa¢ replikacje wirusa i zapobiega¢ zwigzanej z ta choroba utracie limfocytow
T CD4+ [9]. Fakt, iz syntetyczny siRNA moze kontrolowaé rozwoéj infekeji HIV-1
u myszy posiadajacych jednojadrzaste komdrki krwi obwodowej, wywodzace si¢ od
chorych ludzi, moze wskazywac, iz leki zawierajace taki syntetyczny siRNA mogtyby
wplywac na przebieg infekcji HIV-1 takze u ludzi [2].

RNAi w chorobie trzewnej

Chorobg ukfadu pokarmowego, w ktorej siRNA moze znalez¢ swoje zastoso-
wanie, jest choroba trzewna czyli celiakia. Ma ona swoje podloze w zaburzeniach
wechlaniania jelitowego, spowodowanych zaleznym od glutenu uszkodzeniem im-
munologicznym blony $luzowej proksymalnego odcinka jelita cienkiego z nastep-
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czym zanikaniem kosmykow jelitowych i utratg powierzchni wchlaniania. W celia-
kii dochodzi do wytworzenia niewlasciwej odpowiedzi limfocytéw T na dostarczane
w diecie biatko, gluten. Po polaczeniu z tkankows transglutaminaza (tTG), gluten
ulega modyfikacji, co doprowadza do powstawania komplekséw immunogennych,
wywolujacych odpowiedz zapalng zalezna od limfocytéw T [16, 22]. Transglutami-
nazy sa grupa enzymow, ktére w duzych iloéciach wystepuja w catym ludzkim orga-
nizmie. Zaproponowano, ze technika RNAi moze by¢ narzedziem, ktére umozliwi
zablokowanie aktywnosci specyficznej dla celiakii transglutaminazy, bez wplywania
na aktywno$¢ innego rodzaju transglutaminaz [1].

PIERWSZE BADANIA KLINICZNE DOTYCZACE TERAPEUTYCZNEGO
ZASTOSOWANIA RNAi

Intensywne badania nad mechanizmem interferencji RNA doprowadzily do tego, ze
w krétkim czasie od ich wykrycia Amerykariska Agencja do spraw Zywnosci i Le-
kéw (FDA) wyrazita zgode na przeprowadzenie badan klinicznych z uzyciem siRNA
przeciwko mRNA VEGF (ang. vascular-endothelial growth factor, czynnik wzrostu
srodbtonka naczyn) w celu zablokowania angiogenezy u chorych na zalezne od wie-
ku zwyrodnienie plamki zo6ttej (AMD, ang. age-related macular degeneration). Zgoda
na pierwsze badania kliniczne z wykorzystaniem czasteczki siRNA nie bez przyczy-
ny dotyczyla choréb oczu. Po pierwsze, wiadomym byto, ze to wlasnie VEGF jest
odpowiedzialny za neowaskularyzacje siatkéwki, a co za tym idzie, za degeneracje
plamki zo6ltej. Po drugie, bardzo tatwe jest dostarczenie terapeutyku tylko do gatki
ocznej [20].

Acuity Pharmaceuticals odkryla siRNA nazwane Cand 5, zaprojektowane tak, aby
hamowato produkcje czynnika wzrostu komérek srédbtonka (VEGF), pobudzajace-
go angiogeneze w siatkdwce. Badania na myszach pokazaly zmniejszenie neowasku-
laryzacji, spowodowane redukcja ekspresji VEGF po bezposredniej iniekcji doocznej
siRNA. Cand 5 jest aktualnie w trzeciej fazie badan klinicznych w leczeniu chorych
na AMD oraz w drugiej fazie badan klinicznych w leczeniu retinopatii cukrzycowej
i spowodowanego przez nig obrzeku plamki zéttej [4, 20].

Podobny wynik przyniosty badania zmodyfikowanego chemicznie siRNA o naz-
wie Sirna-027 réwniez u pacjentow z AMD. W pierwszej fazie badan klinicznych,
prowadzonych przez Sirna Therapeutics, wzieto udzial 26 pacjentéw. U 25 z nich
stwierdzono stabilizacje ostro$ci widzenia (zatrzymanie postepu choroby), a u 23%
z tych pacjentéw stwierdzono znaczacg poprawe ostrosci widzenia po 8 tygodniach
od podania siRNA [4].

Przytoczone badania, w ktérych wykazano poprawe stanu klinicznego chorych
na AMD po zastosowaniu siRNA przeciw VEGE wywolaly wielkie zainteresowa-
nie tg droga podawania siRNA. Okazalo si¢ jednak, ze zaobserwowana redukcja
angiogenezy nie byla efektem specyficznego wyciszenia genu VEGF przez siRNA,
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lecz zostata spowodowana przez niespecyficzng aktywacje szlaku TLR-3 (tj. Toll-po-
dobnego receptora 3) przez podany dooocznie siRNA [10]. Wewnatrzkomérkowe
sygnalowanie drogg TLR-3 powoduje migdzy innymi aktywacje syntezy interferonu
gamma i interleukiny 12, ktére negatywnie reguluja VEGE powodujac rowniez za-
hamowanie angiogenezy.

Pierwsze kliniczne wykorzystanie interferencji RNA w leczeniu nowotworu zto-
sliwego dotyczylo pacjentéw chorych na wielopostaciowego glejaka (Glioblastoma
multiforme). Ten typ nowotworu jest praktycznie niewrazliwy na zadna z obecnie
stosowanych metod leczenia, a rokowanie jest bardzo zle (okoto 40% chorych umie-
ra w ciggu 6 miesiecy od wykrycia guza). Rozprzestrzenianie sie¢ komorek glejaka
polega na ich przyleganiu do zewnatrzkomorkowej macierzy, a nastepnie jej degra-
dacji i w konsekwencji na penetracji komorek do sasiednich struktur mézgowych.
Tenascyna C jest bialkiem macierzy zewnatrzkomorkowej, ktore ulega silnej nad-
produkcji w komorkach glejaka, zwlaszcza w jego najbardziej inwazyjnych formach.
Polscy badacze opracowali formule siRNA, skierowanego przeciwko tenascynie C,
ktore podawano pacjentom po chirurgicznym usunieciu guza w rejonie tkanek po-
operacyjnych. Skojarzenie tego rodzaju terapii z radioterapia i chemioterapiag dopro-
wadzilo do znacznego przedtuzenia czasu do wznowy wzrostu guza [21, 25].

Przedstawione powyzej przyktady pokazujg tylko niektére z mozliwych zasto-
sowan procesu interferencji RNA. W tab. 1 przedstawiono kilka przyktadéw badan
klinicznych, prowadzonych z wykorzystaniem techniki interferencji RNA [5].

Tab. 1. Przyklady wybranych klinicznych badan z wykorzystaniem siRNA [5]
Tab. 1. SiRNA-based therapies undergoing clinical trials [5]

Nazwa leku/ siRNA Firma Choroba Eﬁ:ﬁjﬁiﬁi
Bevasiranib (Cand 5) Acuity Pharmacacueticals ~ AMD? (odmiana wysiekowa) Faza III
AGN211745 (Sirna - 027) Merck-Sirna Therapeutics ~ AMD? (odmiana wysickowa) Faza Il
RTP801i-14 Quark Pharmaceuticals AMD? (odmiana wysigkowa) Faza I/IIA
ALN-RSV01 Alnylam Pharmaceuticals  Infekcje RSV (Respiratory Syncytial Virus) — Faza II
AKIi-5 Quark Pharmaceuticals Ostra niewydolnos¢ nerek Fazal
NUC B1000 Nucleonics Infekcja HBV Fazal
TD101 TransDerm Wrodzone zgrubienie paznokci Fazal

Objasénienie:

* AMD, zwyrodnienie plamki z6ltej zwigzane z wiekiem.
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Ryc.1. Schemat interferencji RNA. Wniknigcie do komérki dwuniciowego RNA (dsRNA) (1) powoduje
zainicjowanie interferencji RNA. Nastepuje przytaczenie enzymu Dicer o aktywnoéci rybonukleazy III
do dsRNA (2) i jego hydroliza do fragmentéw o dlugoéci 21-24 nukleotydéw (3), tzw. malego inter-
ferencyjnego RNA (siRNA). Wlaczenie dwuniciowego siRNA do kompleksu enzymatycznego RISC,
z jednoczesna denaturacja do jednoniciowego RNA (ssRNA), powoduje aktywacje kompleksu RISC
(4). Nastepnie, po komplementarnym sparowaniu siRNA z mRNA, dochodzi do degradacji mRNA
i tym samym zahamowania ekspresji okre§lonego genu przed etapem translacji (5).

Fig. 1. Steps of RNA interference. Entering of exogenous dsRNA (1) into a cell initiates RNAi by acti-
vating the ribonuclease protein Dicer (2), which binds and cleaves double-stranded RNAs (dsRNAs)
to produce double-stranded fragments of 21-24 base pairs (3), siRNAs. The siRNAs are then separated
into single strands and integrated into an active RISC complex (4). In RISC, siRNAs base-pair to their
target mRNA and induce mRNA cleavage, thereby preventing it from being used as a template for
translation (5).
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W podsumowaniu mozna stwierdzi¢, ze wystepujacy naturalnie w przyrodzie pro-
ces interferencji RNA jest intensywnie wykorzystywany przez badaczy jako metoda
pozwalajaca na poznanie funkcji okreslonych genéw. Obecnie dazy si¢ do okresle-
nia funkcji genéw kodujacych kluczowe sktadniki aparatu interferencji RNA. Mozna
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przypuszczaé, ze pokonanie problemow, takich jak pojawiajace sie efekty niespe-
cyficzne, indukcja odpowiedzi immunologicznej, a co najwazniejsze, znalezienie
metody specyficznego dostarczania siRNA do $cisle okreslonego miejsca, np. guza
nowotworowego, otworzy perspektywy zastosowania zjawiska interferencji RNA
w leczeniu choréb dotad nieuleczalnych.
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