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Streszczenie

	 	 Interferencja RNA jest jednym z najważniejszych odkryć w dziedzinie biologii molekularnej. 
Dotąd przeprowadzono wiele badań, które sugerują udział interferencji RNA w różnych proce-
sach biologicznych istotnych w rozwoju wielu chorób. Jednak interferencja RNA dzięki swojej 
specyficzności i dużej efektywności stała się obiecującym narzędziem terapii genowej. Pomyślne 
wprowadzenie terapeutycznych małych interferencyjnych RNA (siRNAs) do docelowej tkanki 
wymaga ominięcia pewnych krytycznych barier organizmu. To z kolei przyczynia się do poszu-
kiwań nowych wektorów, które powinny w sposób wybiórczy wnikać do określonego typu komó-
rek oraz wykluczać odpowiedź immunologiczną. Artykuł jest próbą uporządkowania obecnego 
stanu wiedzy na temat zastosowania interferencyjnych RNA w diagnostyce i terapii niektórych 
chorób człowieka.

	 Słowa kluczowe:	  RNA interferencja • wyciszanie genu • nowotwory • choroby neurodegeneracyjne • choroby 
wirusowe • systemy dostarczania leków • wrodzona odpowiedź immunologiczna

Summary

	 	 RNA interference is one of the most important discoveries in the field of molecular biology. To 
date, many studies have been reported which suggest that RNA interference takes part in various 
biological processes essential for the development of many diseases. On the other hand, owing 
to its high specificity and efficiency, RNA interference has become a powerful tool in gene the-
rapy. However, introduction of small interfering RNAs (siRNAs) to a target tissue requires over-
coming some critical biological barriers. This, in turn, contributes to searching for new effective 
vectors, which should selectively penetrate the tissue and be able to exclude the innate immune 
response. This study provides a brief overview of the application of RNA interference in the dia-
gnosis and therapy of some human diseases.
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Wprowadzenie

Interferencja RNA jest naturalnym, starym ewolucyjnie 
procesem, którego jedną z podstawowych funkcji wyda-
je się ochrona genomu przed wirusami i transpozonami. 
Mimo iż zjawisko to jest szeroko rozpowszechnione w or-
ganizmach eukariotycznych, to przez wiele lat umykało 
ono uwadze naukowców [1]. Pierwsze obserwacje potran-
skrypcyjnego wyciszania ekspresji genów, które określo-
no kosupresją, opisała grupa naukowców z Uniwersytetu 
w Kalifornii przeprowadzając badania nad transgeniczną 
modyfikacją rośliny Petunia hybryda [63]. Przełom w dzie-
dzinie potranskrypcyjnego wyciszania ekspresji genów 
nastąpił w 1998 roku, gdy Fire i wsp. opublikowali na ła-
mach tygodnika Nature wyniki swoich badań przeprowa-
dzonych na nicieniu Caenorhabditis elegans, z których 
wynikało, że sensowne i antysensowne sekwencje RNA 
łączą się ze sobą tworząc dwuniciowy RNA – dsRNA (do-
uble stranded RNA) swoiście wyciszający dany gen [28]. 
Wprowadzili oni powszechnie uznany termin „RNA inter-
ferencji”. Należy nadmienić, że za swoje osiągnięcia A. 
Fire i C. C. Mello w 2006 roku otrzymali Nagrodę Nobla 
w dziedzinie fizjologii i medycyny.

W 2003 roku po raz pierwszy zastosowano interferencje 
RNA w terapii żółtaczki wątrobowej u myszy. Rok później 
Amerykańska Agencja ds. Żywności i Leków zatwierdzi-
ła pierwsze kliniczne próby z użyciem interferencyjnych 
RNA [79]. Przeprowadzono już wiele badań w różnych 
systemach w celu zastosowania interferencji RNA w te-
rapii chorób [78].

Mechanizm wyciszania ekspresji genu w procesie 
interferencji RNA

Zjawisko interferencji RNA (RNAi) polega na degradacji 
lub zahamowaniu ekspresji docelowego transkryptu przez 
egzogenne wprowadzenie lub endogenną syntezę dsRNA 
o homologicznej sekwencji. Poszczególne etapy tego pro-
cesu przedstawiono na ryc. 1. Pierwszy etap interferencji 
RNA z egzogennym dsRNA zachodzi w cytoplazmie i pro-
wadzi do hydrolizy dsRNA do małych interferencyjnych 
RNA – siRNA (small interfering RNA) z udziałem rybo-
nukleazy Dicer, której każda z dwóch domen o aktywno-
ści RNazy III tnie pojedynczą nić dupleksu generując jed-
no nowe zakończenie. W wyniku enzymatycznego cięcia 
powstają produkty o długości około 21 nukleotydów ma-
jące przy końcu 3’ grupę hydroksylową oraz dwa niespa-
rowane nukleotydy, a przy końcu 5’ grupę fosforanową. 
Następnie nukleaza Dicer współdziałając z innymi kofak-
torami pośredniczy w wiązaniu cząsteczek siRNA z kom-
pleksem efektorowym RISC (RNA induced silencing com-
plex) [17,25,35,46,49,99].

Endogennym substratem mechanizmu interferencji RNA są 
cząsteczki mikro RNA – miRNA (micro RNA). Pierwotny 
transkrypt miRNA – pri-miRNA (primary micro RNA) liczą-
cy kilkaset nukleotydów i podlega enzymatycznej obróbce re-
alizowanej przez kompleks zwany mikroprocesorem. Rdzeń 
mikroprocesora stanowi enzym Drosha o aktywności RNazy 
III oraz białko DGCR8 (DiGeorge syndrome critical region 
8). W wyniku hydrolizy powstaje prekursorowy miRNA – 
pre-miRNA (precursor miRNA) o strukturze spinki do wło-
sów, który jest transportowany z jądra komórkowego do cy-
toplazmy, gdzie zachodzi drugi etap dojrzewania miRNA 
z udziałem nukleazy Dicer. Dojrzałe miRNA, podobnie jak 
egzogenne siRNA są kierowane do kompleksu efektorowe-
go RISC, w którym w jednakowy sposób pośredniczą w wy-
ciszaniu transkryptu określonego genu [11,17,27,54,69,104].

W komórkach człowieka RISC jest dużym wieloskładni-
kowym zespołem białek, którego aktywność warunkuje 
obecność białka Ago-2 należącego do rodziny Argonaut. 
Wszystkie białka Argonaut zawierają domeny: PAZ, MID 
i PIWI. Domena PIWI wykazuje wysoki stopień homolo-
gii do RNazy H. Pozostałe domeny odgrywają rolę w wią-
zaniu nici mi/siRNA wchodzącej do kompleksu efektoro-
wego. W aktywnym kompleksie RISC może uczestniczyć 
tylko jedna z nici siRNA, o wyborze której decyduje stabil-
ność par zasad na końcach dupleksów. Nić, której koniec 
5’ jest mniej stabilny termodynamicznie zostaje związana 
z białkiem Ago-2 i aktywnie pośredniczy w procesie wy-
ciszania transkryptu docelowego genu, podczas gdy dru-
ga nić oddysocjowuje od kompleksu [17,37]. Włączona 
w kompleks RISC pojedyncza nić mi/siRNA pełni funk-
cję „przewodnika”, dzięki któremu zachodzi identyfikacja 
komplementarnej sekwencji w obrębie rejonu 3’ niepodle-
gającego translacji – 3’ UTR (3’ untranslated region) nici 
mRNA. W przypadku pełnej komplementarności mRNA 
z nicią mi/siRNA faworyzowane jest bezpośrednie endo-
nukleolityczne cięcie docelowego transkryptu generowa-
ne między miejscami sparowania z 10. i 11. nukleotydem 
mi/siRNA licząc od końca 5’. W wyniku działania endo-
nukleazy powstają dwa fragmenty mRNA, z których każdy 
jest podatny na trawienie 3’- lub 5’-egzonukleazą. W ko-
mórkach zwierzęcych, gdzie niekompletne sparowanie za-
sad między nicią si/miRNA włączoną do kompleksu RISC 
a docelowym mRNA jest w zasadzie regułą, dochodzi do 
zahamowania translacji danego transkryptu bez jego de-
gradacji [17,22,26,27,33,60,69,93,97].

Rola interferencji RNA w diagnozowaniu i terapii 
nowotworów

Dotychczasowe wyniki badań wskazują na odmienny po-
ziom ekspresji miRNA w nowotworach w porównaniu z po-
ziomem ich ekspresji w tkankach prawidłowych (tabela 1). 
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Zmiany te mogą wynikać z umiejscowienia genów miRNA 
w tzw. miejscach łamliwych (fra sides), często ulegających 
amplifikacji, delecji lub translokacji w przebiegu transfor-
macji nowotworowej. Mimo to, w większości przypadków 
nie są znane mechanizmy prowadzące do zaburzeń synte-
zy miRNA. Przypuszcza się, że istotny wpływ na te zmia-
ny mają mechanizmy epigenetyczne oraz defekty związa-
ne z dojrzewaniem miRNA [75,107].

Obecnie uważa się, że profil ekspresji miRNA w komór-
kach nowotworowych może być użyteczny w celu diagno-
zowania, monitorowania oraz odpowiedzi chorego na zasto-
sowany rodzaj terapii [20,57]. Według badań Iorio i wsp. 
[38] odmienny profil ekspresji zaledwie 15 miRNA po-
zwolił bezbłędnie odróżnić 76 preparatów nowotworów 
złośliwych piersi od 10 preparatów prawidłowej tkanki. 
Ponadto zróżnicowana ekspresja miRNA stanowiła mar-
ker ważnych cech histopatologicznych, takich jak zdolność 
do przerzutowania i angiogenezy oraz stadium nowotwo-
ru. Podobne badania oparte na mikromacierzach miRNA 
przeprowadzili Rosenfeld i wsp. [74], którzy na podstawie 
48 różnych sekwencji miRNA przyporządkowali 253 pró-
by do 22 typów nowotworów z trafnością sięgającą 90%. 
Inna grupa badawcza analizując ekspresję trzech miRNA 
(miR-21, miR‑155 i miR-221) wyróżniła 2 podtypy rozla-
nego chłoniaka olbrzymiokomórkowego typu B – DLBCL 

(diffuse large B cell lymphoma), tj. ABC (activated B cell-
like) i GCB (germinal center B cell-like) [47].

Jednymi z najlepiej poznanych miRNA uczestniczących 
w etiopatogenezie nowotworów człowieka są miR-15 
i miR-16. Geny tych miRNA są umiejscowione na chro-
mosomie 13. (13q14) w regionie podlegającym delecji 
w przebiegu większości przewlekłych białaczek limfocy-
towych B-komórkowych – B-CLL (B-cell chronic lympho-
cytic leukemia). Cimmino i wsp [15] wykazali, że miR-15a 
i miR-16-1 pełnią funkcję negatywnych regulatorów genu 
BCL-2, którego nadekspresja prowadzi do wzrostu opor-
ności limfocytów białaczkowych na apoptozę.

Inne badania sugerują, że let-7 miRNA może kontrolować 
rozwój nowotworu płuc. Stwierdzono, że spadek ekspre-
sji genu let-7 korelował ze skróceniem pooperacyjnego 
czasu przeżycia pacjenta. Doświadczenia przeprowadzo-
ne in vitro potwierdziły tę obserwację; nadekspresja let-7 
miRNA w komórkach linii A549 gruczolakoraków płuc 
znacznie hamowała proliferację [89]. W celu wyjaśnienia 
powyższych obserwacji wykazano udział let-7 miRNA 
w negatywnej regulacji onkogenów ras i myc – głównych 
onkogenów w raku płuc [19,41]. Sugeruje się również 
udział let-7 miRNA w regulacji kinazy LIM należącej do 
enzymów modulujących kształt i mobilność komórek [98].

Ryc. 1. Mechanizm RNA interferencji (opis w tekście)
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W przeciwieństwie do miRNA let-7 o aktywności supre-
sorowej, ekspresja policistronowego skupiska miR 17-92 
znacząco przyspiesza rozwój nowotworu płuc, zwłasz-
cza najbardziej agresywnej jego postaci, tj. typu drobno-
komórkowego. Wzrost ekspresji tych miRNA jest zwią-
zany z umiejscowieniem ich genów na chromosomie 13. 
(13Q31), w locus, które często podlega amplifikacji, m.in. 
w chłoniakach B-komórkowych. Badania na mysim mode-
lu chłoniaka wywodzącego się z limfocytów B wykazały, 
że zwiększona ekspresja miR 17-92 połączona z ekspre-
sją onkogenu c-myc pozytywnie koreluje z agresywniej-
szą progresją guza. Prawdopodobnie skupisko miR 17-92 
negatywnie reguluje transkrypcję genów supresorowych 
PTEN (phosphatase and tensin homolog deleted on chro-
mosome ten) i RB2. Zaobserwowano również, ze onko-
gen c-myc precyzyjnie kontroluje sygnał do proliferacji 
poprzez aktywację transkrypcji genu czynnika E2F1 i ha-
mowanie jego translacji [66,106].

Wyniki dotychczasowych eksperymentów zgodnie wska-
zują na zastosowanie miRNA jako biomarkerów chorób 
nowotworowych. Odmienny profil ekspresji miRNA po-
zwala z dużą dokładnością zakwalifikować nowotwór do 
odpowiedniego podtypu, a także umożliwia badanie nowo-
tworów nisko zróżnicowanych, dla których wynik badania 
histopatologicznego jest mało precyzyjny [57].

Jeden z wielu celów terapii z wykorzystaniem RNAi sta-
nowią onkogeny. Obecnie szacuje się, że 30% nowotwo-
rów człowieka ma mutację punktową w obrębie onkoge-
nów ras. Mutacja K-ras jest szczególnie istotna w rozwoju 
ponad 90% przypadków raków trzustki, ponieważ warun-
kuje pojawienie się kolejnych defektów w genomie ko-
mórki [13]. Badania przeprowadzone przez Fleminga 
i wsp. [29] na dwóch liniach komórkowych raka trzust-
ki (Panc-1 i MiaPace-2) wykazały spadek zdolności do 

proliferacji i pojawianie się zmian w białkach cyklu ko-
mórkowego po transfekcji swoistymi dla mutacji w K-ras 
siRNA. Odnotowano obniżenie ekspresji białka K-ras, co 
przekładało się na zahamowanie migracji komórek i roz-
wój raka trzustki.

Inne podejście terapeutyczne kieruje interferencje RNA 
w stronę genów pośredniczących w kontroli cyklu komór-
kowego, którego zaburzenia warunkują immortalizację ko-
mórek. Przykładem jest białko Skp-2 (S-phase kinase-asso-
ciated protein 2), stanowiące podjednostkę kompleksu ligazy 
ubikwitynowej negatywnie regulującej poziom białka p27Kip1 
zaangażowanego w kontrolę cyklu komórkowego w punk-
cie G1/S. Obniżona ekspresja p27Kip1 stwierdzona w wielu 
typach nowotworów ściśle korelowała z agresywnością no-
wotworu i gorszym rokowaniem. Wyciszenie genu kodują-
cego białko Skp-2 metodą interferencji RNA wpływało na 
wzrost ekspresji genu p27Kip1, co w rezultacie przyczyniło 
się do zahamowania rozwoju guza nowotworowego [87].

Obecnie duży problem kliniczny w leczeniu nowotworów 
stanowi oporność komórek na apoptozę, która uniemoż-
liwia skuteczne zastosowanie leków chemioterapeutycz-
nych. Powszechnie wiadomo, że komórki nowotworowe 
potrafią omijać proces apoptozy w wyniku wielu mecha-
nizmów angażujących nadekspresję białek antyapopto-
tycznych, na przykład należących do rodziny Bcl-2 (B-cell 
lymphoma 2) lub IAP (inhibitor of apoptosis protein) [51]. 
Według badań Cioca i wsp. [16] spadek ekspresji białek 
Bcl-2 i Raf-1 w liniach komórkowych białaczki szpiko-
wej po transfekcji interferencyjnymi RNA prowadził do 
wzrostu spontanicznej apoptozy i uwrażliwienia komórek 
na chemioterapię daunorubicyną i etopisidem. W innych 
badaniach siRNA nacelowany na gen białka Bcl-2, obni-
żając ekspresję tego białka, zwiększał wrażliwość komó-
rek HepG2 na 5-fluorouracyl i 10-hydroksykamptotecynę 

Typ nowotworu miRNA/ poziom ekspresji w porównaniu z tkanką 
prawidłową Regulowane mRNA Źródło

Rak piersi mir-21�
mir-27a�

mir-17-5q¯
mir-210¯, mir-145¯

BCL-2
ZBTB10

AIB1

[77]

Rak płuc Let-7¯
mir-17-92�

RAS, MYC
PTEN, RB2

[19,41,89]
[36,66]

Przewlekła białaczka limfocytowa (CLL) mir-15a¯, mir-16-1¯ BCL-2 [9]

Rak brodawkowaty tarczycy mir-221�, mir-222�, mir-186b� KIT [70]

Glejak pierwotny mir-221�, mir-128¯, mir-181¯ [14]

Rak trzustki mir-196a�, mir-190�, mir-186� [108]

Rak żołądka mir-15b�, mir-16� BCL-2 [100]

Rak odbytnicy mir-143¯, mir-145¯ [5]

Rak nerki mir-210�
mir-21�

mir-26a¯
mir-122�, mir-101�

BAK1
TPM1
PTEN

[12]

Tabela 1. Zmiany ekspresji miRNA w wybranych nowotworach (na podstawie wielu danych literaturowych)
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[24]. Ponadto interferencja RNA umożliwiła efektywne 
wyciszenie genu glikoproteiny P odgrywającej rolę w na-
bywaniu przez komórkę nowotworową oporności wielole-
kowej. Nadekspresję tego genu obserwuje się w wielu ty-
pach nowotworów [101].

Interferencja RNA w terapii chorób wirusowych

Ze względu na brak w pełni skutecznych leków w tera-
pii niektórych chorób wywołanych wirusami, wirusolo-
gia pokłada wielkie nadzieje w nowej strategii wycisza-
nia ekspresji genów.

Obecnie dużym zainteresowaniem cieszą się badania do-
tyczące wykorzystania interferencji RNA w walce z wiru-
sem HIV-1 (human immunodeficiency virus) człowieka. 
Wśród zidentyfikowanych sekwencji docelowych znajdują 
się geny kodujące białka: strukturalne (Gag i Env), regu-
latorowe (Tat i Rev), pomocnicze (Nef i Vif) oraz odwrot-
ną transkryptazę Pol [58]. Jednak podczas infekcji, mate-
riał genetyczny wirusa HIV (RNA) wnika do cytoplazmy 
komórek gospodarza w postaci kompleksu nukleoprote-
inowego utrudniając rozpoznanie sekwencji docelowych 
przez interferencyjne RNA [48]. Genom HIV-1 cechu-
ją ponadto częste mutacje ograniczające sprawne działa-
nie swoistych siRNA. W celu zminimalizowania wpływu 
tej zmienności na skuteczność terapii sugeruje się jedno-
czesną ekspresję kilku różnych antywirusowych siRNA 
(trzech lub czterech) kodowanych w shRNA (short hairpa-
in RNA) [55]. Alternatywne podejście zakłada wykorzy-
stanie interferencyjnych RNA ograniczających ekspresję 
genów gospodarza niezbędnych w cyklu życiowym wiru-
sa. Wyciszenie ekspresji receptora powierzchniowego CD4 
(cluster of differentiation 4) i/lub jednego z koreceptorów 
CCR5 i CXCR4 (chemokine receptor) znacznie osłabiało 
wnikanie wirusa do komórek [7,105]. Okazało się, że wi-
rus HIV-1 ma zdolność modulacji mechanizmu RNA in-
terferencji poprzez wpływ na poziom białka TRBP (HIV-1 
transactivating response RNA-binding protein), co znacz-
nie utrudnia zahamowanie jego replikacji [56,76].

Komplikacje w potranskrypcyjnym wyciszaniu ekspresji 
genu, związane z aktywnością mutacyjną, dotyczą rów-
nież wirusa zapalenia wątroby – HCV (hepatitis C virus). 
Niemniej jednak pewne sekwencje zlokalizowane w regio-
nie 5’ UTR, istotne dla replikacji HCV, wykazują wysoki 
stopień konserwatywności, co czyni je celem współcze-
snej terapii z wykorzystaniem interferencji RNA [44,96]. 
Wykazano, że siRNA skierowane przeciwko sekwencjom 
IRES (internal rybosome entry side) występujące w obrę-
bie regionu 5’UTR skutecznie hamowały replikację róż-
nych genotypów HCV [72].

Kolejnym celem terapii z wykorzystaniem RNA interferen-
cji stały się wirusy grypy, które chociaż nie stanowią dużego 
zagrożenia dla życia pacjenta, mają zdolność do tworzenia 
nowych postaci mutacyjnych, co skłania do ciągłego poszu-
kiwania leków antywirusowych [91,109]. siRNA skierowane 
przeciwko transkryptowi wysoce konserwatywnego wiru-
sowego genu M2 długotrwale hamowało replikację w ob-
rębie podtypów H1N1 i H5N1 wirusa grypy typu A [88].

Inne obiecujące wyniki badań przedstawili Yamato i wsp. 
[103], którzy stosując swoiste siRNA skierowane przeciwko 

onkogenom E6 i E7 wirusa brodawczaka człowieka efek-
tywnie zahamowali wzrost linii komórkowych nowotwo-
rów szyjki macicy.

Interferencja RNA w chorobach neurodegeneracyjnych

Z powodu braku efektywnej terapii, choroby neurodege-
neracyjne są jednym z głównych problemów zdrowotnych 
starzejącej się populacji krajów zachodnich. Sprzyja to roz-
wojowi nowych strategii leczenia opartych na specyficz-
nym wyciszeniu ekspresji genu zaangażowanego w prze-
bieg schorzenia [40]. Najbardziej powszechną chorobą 
neurodegeneracyjną jest choroba Alzheimera charaktery-
zująca się m.in. tworzeniem toksycznych b-amyloidowych 
płytek w regionie hipokampa i kory mózgowej. b-amyloid 
powstaje w wyniku proteolitycznego cięcia swoistego biał-
kowego prekursora przez sekretazy typu b i g. W neuro-
nach b-sekretaza, zwana także białkiem BACE1 (B-site 
APP cleaving enzyme 1), jest atrakcyjnym celem terapeu-
tycznym interferencyjnych RNA [67]. Badania przeprowa-
dzone na modelu mysiej amyloidozy zgodnie potwierdziły, 
że zahamowanie ekspresji białka BACE1 redukuje neuro-
degeneracyjne i behawioralne defekty, co potwierdza po-
tencjalne zastosowanie interferencji RNA w terapii cho-
roby Alzheimera [23].

W przypadku chorób neurodegeneracyjnych o podłożu ge-
netycznym, które dziedziczą się w sposób autosomalny do-
minujący terapia z udziałem interferencyjnych RNA polega 
na wyciszeniu ekspresji zmutowanego allelu [31]. Strategii 
tej podlegają m.in. choroby neurodegeneracyjne spowodo-
wane ekspansją powtórzeń CAG w obrębie odpowiedniego 
genu, kodujących rozciągnięty ciąg reszt glutaminy w biał-
ku – polyQ [8]. Eksperymenty przeprowadzone na mode-
lu ataksji móżdżkowo-rdzeniowej typu 1 u myszy ‑ SCA1 
(spinocerebellar ataxia 1) (należącej również do chorób 
polyQ) wykazały, że shRNA skierowane przeciwko geno-
wi SCA1 kodującego ataksynę 1 skutecznie przywracało 
sprawność motoryczną oraz redukowało patologiczne inklu-
zje w komórkach Purkinjego [40,42]. Wyciszenie ekspre-
sji zmutowanego allelu dotyczy również innych jednostek 
chorobowych nienależących do grupy polyQ, na przykład 
sklerozy lateralnej miotroficznej [71].

Wprowadzanie siRNA do komórki in vivo i in vitro

Od kiedy interferencja RNA stała się potencjalnie efektyw-
nym narzędziem zarówno w terapii chorób, jak i w bada-
niu funkcji genów, poszukuje się różnorodnych systemów 
jej zastosowania in vivo i in vitro. Powinny one działać nie 
tylko specyficznie w stosunku do danej tkanki czy typu 
komórek, ale także wykluczać aktywację odpowiedzi im-
munologicznej.

Wektory wirusowe

Spośród dużej liczby systemów wirusowych, w przypadku 
RNAi na uwagę zasługują: retrowirusy łącznie z lentiwi-
rusami, adenowirusy, parwowirus związany z adenowiru-
sem ‑ AAV (adeno-associated virus) oraz wirus opryszczki 
typu pierwszego. Genom retrowirusów stanowi jednonicio-
wy RNA, który po infekcji podlega reakcji odwrotnej trans-
krypcji i integracji z genomem gospodarza. Warunkiem re-
trowirusowej integracji i ekspresji wirusowego DNA jest 
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podział komórki. To ograniczenie wydaje się bardzo ko-
rzystne w odniesieniu do szybko dzielących się komórek no-
wotworowych, które mogą być efektywnie transdukowane. 
Jednakże retrowirusy są inaktywowane w surowicy przez 
białko c1 dopełniacza. Trudności te mogą być pokonane 
przez opracowanie wektorów retrowirusowych odpornych 
na działanie dopełniacza, co może być sposobem do bardziej 
efektywnego wprowadzenia shRNA [45]. Immunogenność 
i cytotoksyczność towarzyszą także wektorom lentiwiruso-
wym oraz wirusowi opryszczki typu I [90]. Niektóre par-
wowirusy, tzn. parwowirusy związane z adenowirusami nie 
wywołują odpowiedzi układu immunologicznego. Mimo 
to, utrzymanie wysokiego miana AAV w hodowli in vitro 
jest bardzo problematyczne [21,90]. Najlepszymi wektora-
mi pozwalającymi na stabilną ekspresję interferencyjnych 
RNA w komórkach docelowych są lentiwirusy, ponieważ 
w odróżnieniu od retrowirusów wykazują tendencję do inte-
gracji z genomem gospodarza w miejscu odległym od pro-
motorów, w obszarze intronów, co potencjalnie ogranicza 
ich onkogenność [62]. Konstrukcja uniwersalnego wekto-
ra wirusowego jest bardzo trudna. Chociaż wektory wiru-
sowe wyróżniają się dużą efektywnością, ich kliniczne za-
stosowanie jest utrudnione z powodu aktywacji odpowiedzi 
immunologicznej oraz zmiany ekspresji genów wskutek lo-
sowej integracji z genomem gospodarza. Poszukuje się za-
tem innych niewirusowych nośników [2].

Wektory niewirusowe

Nagie dupleksy siRNA to makromolekuły o masie cząstecz-
kowej około 13 kDa i polianionowej naturze. Badania na 
myszach dowiodły, że dożylne wprowadzenie nagich siRNA 
powodowało ich akumulację, a następnie degradację w na-
rządach z rozwiniętym układem siateczkowo-śródbłonko-
wym, takich jak wątroba, płuca, śledziona, nerki [4]. Co 
więcej, nagie siRNA wprowadzone do organizmu przez po-
danie ogólnoustrojowe zachowują się jak typowe makro-
molekuły o masie cząsteczkowej poniżej 50 kDa, a więc 
podlegają filtracji przez kłębuszki nerkowe i są wydalane 
z moczem. Prowadzi to do obniżenia biologicznego okre-
su półtrwania terapeutycznych interferujących RNA [43]. 
W związku z powyższym obecnie duży nacisk kładzie się 
na projektowanie wektorów niewirusowych umożliwiają-
cych poprawę ich właściwości farmakokinetycznych i bio-
dystrybucji w organizmie [64]. W przypadku RNAi do naj-
częściej stosowanych nośników należą kationowe polimery 
i liposomy. Główna zasada generowania wektorów niewiru-
sowych polega na tworzeniu kompleksów siRNA z kompo-
nentami o ładunku dodatnim. Pozwala to uniknąć wydale-
nia przez nerki (ze względu na masę molekularną) całego 
kompleksu oraz poprawia przenikanie do komórek poprzez 
elektrostatyczne oddziaływania siatki dodatnich ładunków 
z ujemnie naładowaną błoną komórkową [3]. Jednakże wy-
soki pozytywny ładunek nośników może prowadzić do opso-
nizacji białkami osocza, takimi jak: IgM, IgG, fibronekty-
na lub komplement C3, co powoduje ich degradację przez 
układ fagocytów jednojądrzastych w wątrobie, śledzionie 
i płucach [92]. Dlatego w celu wyeliminowania niepożąda-
nych oddziaływań systemów dostarczania leków ze skład-
nikami krwi stosuje się opłaszczanie nośników hydrofilo-
wymi polimerami, których celem jest maskowanie siatki 
powierzchniowych ładunków. Jednym z najczęściej stoso-
wanych polimerów o takiej funkcji jest glikol polietyleno-
wy – PEG (polyethylene glycol) [65]. Kationowe lipidy 

stabilizowane przez PEG określane jako SNALPs (solid 
nucleic acid lipid particles) skutecznie zastosowano do do-
starczania siRNA w celu wyciszenia genu apolipoproteiny B 
– apoB u myszy i naczelnych. Pojedyncza dawka 2,5 mg/kg 
siRNA zamknięta w SNALPs zredukowała ekspresję genu 
apoB w wątrobie małp gatunku Cynomolgus o ponad 90%. 
To z kolei prowadziło do obniżenia stężeń apolipoproteiny 
B, cholesterolu i lipoprotein o małej gęstości – LDL (low 
density lipoprotein) przy czym efekt ten utrzymywał się 
przez 11 dni od chwili wprowadzenia do organizmu inter-
ferujących RNA [110]. Niestety, zastosowanie PEG w do-
starczaniu leków często koreluje ze znaczącym spadkiem 
wnikania kompleksów do komórek. Spowodowało to roz-
wój nowych strategii w projektowaniu nośników opartych 
na wykorzystaniu ligandów, dzięki którym wektory mogą 
się przyłączać do swoistych typów komórek prezentują-
cych na swojej powierzchni odpowiedni receptor. Pozwala 
to zmniejszyć dawkę terapeutyku i uniknąć nieswoistego 
wyciszenia ekspresji genów w innych tkankach niż doce-
lowe. Wśród obecnie stosowanych ligandów można wyróż-
nić związki niskocząsteczkowe (np.: galaktoza, LDL) oraz 
peptydy i białka (np.: transferryna, fragmenty przeciwciał) 
[53,95]. Po raz pierwszy koniugaty z przeciwciałami zo-
stały wykorzystane w badaniach Songa i wsp. [86], którzy 
wykazali, że związanie fragmentów przeciwciał Fab (frag-
ment antigen binding) i scFv (single-chain variable frag-
ment) z protaminą i utworzenie białka fuzyjnego pozwala 
na specyficzne wprowadzenie w systemie in vivo anty-HIV 
siRNA do słabo transfekowalnych komórek T o immuno-
fenotypie CD4+.

Dystrybucja systemów dostarczania dupleksów siRNA 
z krwiobiegu do narządów polega głównie na wykorzy-
staniu zwiększonej przepuszczalności naczyniowej i za-
trzymaniu cząsteczek w tkance – EPR (enhanced vascu-
lar permeability and retention), co jest charakterystyczne 
dla chorób o podłożu zapalnym oraz chorób nowotworo-
wych [61,64]. W celu zwiększenia efektywności pobiera-
nia kompleksów z siRNA przez komórkę, głównie w pro-
cesie endocytozy i makropinocytozy, istotne znaczenie ma 
średnica stosowanych kompleksów. W przypadku interna-
lizacji nanosystemów do komórek guza nowotworowego 
preferowany rozmiar cząsteczek powinien być możliwie 
mały o średnicy nieprzekraczającej 100 nm [73].

Wewnątrzkomórkowo, podstawowym warunkiem umożli-
wiającym włączenie transfekowanego siRNA do cytopla-
zmatycznego kompleksu RISC jest rozpad nośnika oraz 
opuszczenie endosomu przez siRNA. Proces ten może za-
chodzić z udziałem różnych mechanizmów zależnych od 
typy nośnika [30]. Na przykład, polimery kationowe, ta-
kie jak PEI (polyethylene imine) buforują niskie pH endo-
somów przez zwiększenie napływu protonów i wody, co 
prowadzi do osmotycznego pęcznienia, a następnie pęknię-
cia endosomów i uwolnienia kompleksów z siRNA do cy-
toplazmy [32]. W odróżnieniu od polipleksów, lipopleksy 
podlegają innemu mechanizmowi, którego podstawę stano-
wi destabilizacja błony endosomu oparta na ruchach „flip-
flop”. Powoduje to rozpad kompleksu i uwolnienie siRNA 
do cytoplazmy [34,102]. Ponadto osiągnięcie dobrych wła-
ściwości fuzogennych lipopleksów umożliwiają pH wraż-
liwe, fuzogenne lipidy pomocnicze, których podstawową 
funkcją jest promowanie tworzenia odwróconej fazy hek-
sagonalnej (H IIb) [68,80,94,111].
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Niepożądane działanie interferencyjnych RNA w komórce

Poza selektywnym wyciszaniem specyficznych genów, 
siRNA może aktywować szlaki sygnalizacji z udziałem 
kinazy białkowej zależnej od dwuniciowych RNA – PKR 
(double-stranded RNA-dependent protein kinase) oraz re-
ceptorów Toll-like – TLR (Toll-like receptor) [2].

W większości komórek człowieka kinaza PKR pozosta-
je nieaktywna. Jednak po stymulacji dwuniciowym RNA 
dochodzi do homodimeryzacji i pełnej aktywacji PKR 
w wyniku autofosforylacji licznych reszt seryny i treoniny 
oraz fosforylacji wielu substratów łącznie z podjednostką 
a czynnika inicjującego translację eIF-2a. W rezultacie 
następuje całkowite zahamowanie syntezy białek i śmierć 
komórki. Kinaza PKR może fosforylować inhibitor kina-
zy NF-kB – IKK-b (inhibitor of nuclear factor kappa B ki-
nase subunit beta) aktywując w ten sposób szlak sygnali-
zacji NF-kB [84,85].

Indukcja wrodzonej odpowiedzi immunologicznej może za-
chodzić w wyniku kaskady przekazywania sygnału aktywo-
wanej przez receptory Toll-like ulegające głównie ekspre-
sji na powierzchni komórki. U człowieka zidentyfikowano 
jedenaście receptorów Toll-like, z których cztery: TLR3, 
TLR7, TLR8 i TLR9 przemieszczają się do wnętrza ko-
mórki, do endosomów. Aktywacja odpowiedzi immunolo-
gicznej wywołana transfekcją cząsteczek siRNA w wekto-
rze niewirusowym zachodzi przeważnie z udziałem TLR7 
i TLR8 [81]. Pewne sekwencje siRNA stymulują monocy-
ty poprzez TLR8 do wytwarzania prozapalnych cytokin, 
podczas gdy komórki dendrytyczne poprzez TLR7 – do 
uwalniania znacznej ilości interferonu a. Przeprowadzone 
badania ujawniły, że za efekty immunostymulacyjne od-
powiadają reszty urydyny występujące w sekwencji czą-
steczek siRNA [82,83]. W związku z powyższym obec-
nie dużo uwagi poświęca się modyfikacjom chemicznym 

cząsteczek siRNA, które głównie dotyczą substytucji gru-
py hydroksylowej przy drugim atomie węgla pierścienia 
rybozy nukleozydów [6,59]. Potwierdzono eksperymen-
talnie, że cząsteczki siRNA z modyfikacją urydyn w tej 
pozycji mogą z różnym powinowactwem wiązać się z re-
ceptorami Toll-like, lecz nie powodują dalszej sygnalizacji 
[10,83,84]. Pozostałe modyfikacje dotyczą grup fosfodie-
strowych siRNA, rzadziej zasad azotowych [18].

Powszechnie wiadomo, że interferencja RNA toleruje pew-
ne niedopasowanie pomiędzy cząsteczkami siRNA, a do-
celowym mRNA, co może prowadzić do potranskrypcyj-
nego wyciszenia ekspresji innych genów niż zakładane 
[39,52]. Okazało się, że sparowanie zaledwie jedenastu ko-
lejnych nukleotydów cząsteczki siRNA z cząsteczką mRNA 
jest wystarczające do skutecznego wyciszenia transkryptu. 
Doprowadziło to do rozwoju wielu metod prognozowania 
efektywności działania siRNA, które opierają się na charakte-
rystyce ich sekwencji oraz struktury drugorzędowej docelowe-
go mRNA i są określane z zastosowaniem algorytmów [50].

Niemniej w analizie z zastosowaniem mikromacierzy wy-
kazano, że systemy dostarczania siRNA mogą zmieniać 
ekspresję genów traktowanych komórek, co ogranicza za-
stosowanie tej metody w terapii in vivo [43].

Podsumowanie

Odkrycie naturalnego, specyficznego zjawiska interferen-
cji RNA miało istotny wpływ na rozwój badań klinicznych. 
Obszerne dowody potwierdzają udział cząsteczek miRNA 	
w regulacji procesów patologicznych, w tym chorób no-
wotworowych. Proces interferencji RNA ma duży po-
tencjał terapeutyczny zarówno w diagnostyce, jak i  te-
rapii celowanej. Niemniej skuteczne wykorzystanie 
możliwości tego procesu w przyszłości zależy głównie 	
od postępu w dziedzinie systemów dostarczania leków.
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