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Streszczenie

Interferencja RNA jest jednym z najwazniejszych odkry¢ w dziedzinie biologii molekularne;j.
Dotad przeprowadzono wiele badan, ktére sugeruja udziat interferencji RNA w réznych proce-
sach biologicznych istotnych w rozwoju wielu choréb. Jednak interferencja RNA dzigki swojej
specyficznosci i duzej efektywnosci stata si¢ obiecujacym narzedziem terapii genowej. Pomyslne
wprowadzenie terapeutycznych matych interferencyjnych RNA (siRNAs) do docelowej tkanki
wymaga ominigcia pewnych krytycznych barier organizmu. To z kolei przyczynia si¢ do poszu-
kiwan nowych wektoréw, ktére powinny w sposéb wybidrczy wnika¢ do okreslonego typu komo-
rek oraz wykluczaé¢ odpowiedZ immunologiczna. Artykut jest préba uporzadkowania obecnego
stanu wiedzy na temat zastosowania interferencyjnych RNA w diagnostyce i terapii niektérych
choréb cztowieka.

RNA interferencja ¢ wyciszanie genu  nowotwory ¢ choroby neurodegeneracyjne ¢ choroby
wirusowe ¢ systemy dostarczania lekow ¢ wrodzona odpowiedZ immunologiczna

Key words:

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.

RNA interference ° gene silencing * cancer ¢ neurodegenerative diseases ° viral diseases ©
drug delivery systems ¢ innate immune response

* Praca powstata w ramach dziatalnosci statutowej Katedry Cytobiochemii UL.
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WPROWADZENIE

Interferencja RNA jest naturalnym, starym ewolucyjnie
procesem, ktérego jedng z podstawowych funkcji wyda-
je si¢ ochrona genomu przed wirusami i transpozonami.
Mimo iz zjawisko to jest szeroko rozpowszechnione w or-
ganizmach eukariotycznych, to przez wiele lat umykato
ono uwadze naukowcéw [1]. Pierwsze obserwacje potran-
skrypcyjnego wyciszania ekspresji genéw, ktére okreslo-
no kosupresja, opisata grupa naukowcéw z Uniwersytetu
w Kalifornii przeprowadzajac badania nad transgeniczna
modyfikacja rosliny Petunia hybryda [63]. Przetom w dzie-
dzinie potranskrypcyjnego wyciszania ekspresji genow
nastapit w 1998 roku, gdy Fire i wsp. opublikowali na ta-
mach tygodnika Nature wyniki swoich badafi przeprowa-
dzonych na nicieniu Caenorhabditis elegans, z ktérych
wynikato, ze sensowne i antysensowne sekwencje RNA
tacza sig ze soba tworzac dwuniciowy RNA — dsRNA (do-
uble stranded RNA) swoiscie wyciszajacy dany gen [28].
Wprowadzili oni powszechnie uznany termin ,,RNA inter-
ferencji”. Nalezy nadmienié, ze za swoje osiagnigcia A.
Fire i C. C. Mello w 2006 roku otrzymali Nagrode Nobla
w dziedzinie fizjologii i medycyny.

W 2003 roku po raz pierwszy zastosowano interferencje
RNA w terapii z6ttaczki watrobowej u myszy. Rok pézniej
Amerykariska Agencja ds. Zywnosci i Lekéw zatwierdzi-
fa pierwsze kliniczne préby z uzyciem interferencyjnych
RNA [79]. Przeprowadzono juz wiele badain w réznych
systemach w celu zastosowania interferencji RNA w te-
rapii choréb [78].

IMECHANIZM WYCISZANIA EKSPRESJI GENU W PROCESIE
INTERFERENCJI RNA

Zjawisko interferencji RNA (RNA1) polega na degradacji
lub zahamowaniu ekspresji docelowego transkryptu przez
egzogenne wprowadzenie lub endogenna syntezg dsRNA
o homologicznej sekwencji. Poszczegdlne etapy tego pro-
cesu przedstawiono na ryc. 1. Pierwszy etap interferencji
RNA z egzogennym dsRNA zachodzi w cytoplazmie i pro-
wadzi do hydrolizy dsSRNA do matych interferencyjnych
RNA — siRNA (small interfering RNA) z udzialem rybo-
nukleazy Dicer, ktérej kazda z dwéch domen o aktywno-
Sci RNazy III tnie pojedyncza ni¢ dupleksu generujac jed-
no nowe zakoniczenie. W wyniku enzymatycznego cigcia
powstaja produkty o dlugosci okoto 21 nukleotydéw ma-
jace przy koricu 3’ grupg hydroksylowa oraz dwa niespa-
rowane nukleotydy, a przy koncu 5’ grupe fosforanowa.
Nastgpnie nukleaza Dicer wspéidziatajac z innymi kofak-
torami posredniczy w wigzaniu czasteczek siRNA z kom-
pleksem efektorowym RISC (RNA induced silencing com-
plex) [17,25,35,46,49,99].

Endogennym substratem mechanizmu interferencji RNA sa
czasteczki mikro RNA — miRNA (micro RNA). Pierwotny
transkrypt miRNA — pri-miRNA (primary micro RNA) licza-
cy kilkaset nukleotydéw i podlega enzymatycznej obrébcee re-
alizowanej przez kompleks zwany mikroprocesorem. Rdzen
mikroprocesora stanowi enzym Drosha o aktywnosci RNazy
III oraz biatko DGCR8 (DiGeorge syndrome critical region
8). W wyniku hydrolizy powstaje prekursorowy miRNA —
pre-miRNA (precursor miRNA) o strukturze spinki do wto-
sow, ktory jest transportowany z jadra komérkowego do cy-
toplazmy, gdzie zachodzi drugi etap dojrzewania miRNA
z udziatem nukleazy Dicer. Dojrzate miRNA, podobnie jak
egzogenne siRNA sg kierowane do kompleksu efektorowe-
2o RISC, w ktérym w jednakowy sposéb posrednicza w wy-
ciszaniu transkryptu okreslonego genu [11,17,27,54,69,104].

W komérkach cztowieka RISC jest duzym wielosktadni-
kowym zespotem biatek, ktérego aktywnos¢ warunkuje
obecnos¢ biatka Ago-2 nalezacego do rodziny Argonaut.
Wszystkie biatka Argonaut zawieraja domeny: PAZ, MID
i PIWIL. Domena PIWI wykazuje wysoki stopieri homolo-
gii do RNazy H. Pozostate domeny odgrywaja role w wia-
zaniu nici mi/siRNA wchodzacej do kompleksu efektoro-
wego. W aktywnym kompleksie RISC moze uczestniczy¢
tylko jedna z nici siRNA, o wyborze ktdrej decyduje stabil-
nos¢ par zasad na koricach duplekséw. Nié, ktérej koniec
5’ jest mniej stabilny termodynamicznie zostaje zwiazana
z biatkiem Ago-2 i aktywnie posredniczy w procesie wy-
ciszania transkryptu docelowego genu, podczas gdy dru-
ga ni¢ oddysocjowuje od kompleksu [17,37]. Wiaczona
w kompleks RISC pojedyncza ni¢ mi/siRNA petni funk-
cj¢ ,.przewodnika”, dzigki ktéremu zachodzi identyfikacja
komplementarnej sekwencji w obrebie rejonu 3’ niepodle-
gajacego translacji — 3’ UTR (3’ untranslated region) nici
mRNA. W przypadku petnej komplementarnosci mRNA
z nicig mi/siRNA faworyzowane jest bezposrednie endo-
nukleolityczne cigcie docelowego transkryptu generowa-
ne miedzy miejscami sparowania z 10. i 11. nukleotydem
mi/siRNA liczac od kofica 5°. W wyniku dziatania endo-
nukleazy powstaja dwa fragmenty mRNA, z ktérych kazdy
jest podatny na trawienie 3’- lub 5’-egzonukleaza. W ko-
morkach zwierzecych, gdzie niekompletne sparowanie za-
sad migdzy nicia si/miRNA wlaczong do kompleksu RISC
a docelowym mRNA jest w zasadzie regula, dochodzi do
zahamowania translacji danego transkryptu bez jego de-
gradacji [17,22,26,27,33,60,69,93,97].

Rota INTERFERENCII RNA W DIAGNOZOWANIU | TERAPII
NOWOTWOROW

Dotychczasowe wyniki badai wskazuja na odmienny po-
ziom ekspresji miRNA w nowotworach w poréwnaniu z po-
ziomem ich ekspresji w tkankach prawidtowych (tabela 1).
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Zmiany te moga wynika¢ z umiejscowienia genéw miRNA
w tzw. miejscach tamliwych (fra sides), czegsto ulegajacych
amplifikacji, delecji lub translokacji w przebiegu transfor-
macji nowotworowej. Mimo to, w wigkszosci przypadkéw
nie sa znane mechanizmy prowadzace do zaburzen synte-
zy miRNA. Przypuszcza sig, ze istotny wplyw na te zmia-
ny maja mechanizmy epigenetyczne oraz defekty zwiaza-
ne z dojrzewaniem miRNA [75,107].

Obecnie uwaza sig, ze profil ekspresji miRNA w komor-
kach nowotworowych moze by¢ uzyteczny w celu diagno-
zowania, monitorowania oraz odpowiedzi chorego na zasto-
sowany rodzaj terapii [20,57]. Wedlug badar Iorio i wsp.
[38] odmienny profil ekspresji zaledwie 15 miRNA po-
zwolit bezbtednie odréznié¢ 76 preparatdw nowotwordw
zlosliwych piersi od 10 preparatéw prawidiowej tkanki.
Ponadto zréznicowana ekspresja miRNA stanowita mar-
ker waznych cech histopatologicznych, takich jak zdolnos¢
do przerzutowania i angiogenezy oraz stadium nowotwo-
ru. Podobne badania oparte na mikromacierzach miRNA
przeprowadzili Rosenfeld i wsp. [74], ktérzy na podstawie
48 réznych sekwencji miRNA przyporzadkowali 253 pré-
by do 22 typéw nowotworéw z trafnoscia siegajaca 90%.
Inna grupa badawcza analizujac ekspresj¢ trzech miRNA
(miR-21, miR-155 i miR-221) wyréznita 2 podtypy rozla-
nego chtoniaka olbrzymiokomdrkowego 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 uczestniczacych
w etiopatogenezie nowotworéw cztowieka sa miR-15
i miR-16. Geny tych miRNA sa umiejscowione na chro-
mosomie 13. (13q14) w regionie podlegajacym delecji
w przebiegu wigkszosci przewlektych biataczek limfocy-
towych B-komoérkowych — B-CLL (B-cell chronic lympho-
cytic leukemia). Cimmino i wsp [15] wykazali, ze miR-15a
i miR-16-1 petnia funkcje negatywnych regulatoréw genu
BCL-2, ktérego nadekspresja prowadzi do wzrostu opor-
nosci limfocytéw biataczkowych na apoptoze.

Inne badania sugeruja, ze let-7 miRNA moze kontrolowac
rozwd@j nowotworu pluc. Stwierdzono, ze spadek ekspre-
sji genu let-7 korelowat ze skréceniem pooperacyjnego
czasu przezycia pacjenta. Doswiadczenia przeprowadzo-
ne in vitro potwierdzity t¢ obserwacje¢; nadekspresja let-7
miRNA w komérkach linii A549 gruczolakorakéw ptuc
znacznie hamowata proliferacje [89]. W celu wyjasnienia
powyzszych obserwacji wykazano udziat let-7 miRNA
w negatywnej regulacji onkogenéw ras i myc — gtéwnych
onkogenéw w raku pluc [19,41]. Sugeruje si¢ rowniez
udziat let-7 miRNA w regulacji kinazy LIM nalezacej do
enzymo6w modulujacych ksztatt i mobilnos¢ komérek [98].
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Tabela 1. Zmiany ekspresji miRNA w wybranych nowotworach (na podstawie wielu danych literaturowych)

miRNA/ poziom ekspresji w poréwnaniu z tkanka

Typ nowotworu prawidiowa Regulowane mRNA Zrodto
Rak piersi mir-21T BCL-2 [77]
mir-27aT ZBTB10
mir-17-5q AIB1
mir-2104,, mir-1454
Rak ptuc Let-74 RAS, MYC [19,41,89]
mir-17-92T PTEN, RB2 36,66]
Przewleka biataczka limfocytowa (CLL) mir-15a\L, mir-16-14 BCL-2 [9]
Rak brodawkowaty tarczycy mir-221T, mir-222T, mir-186b T KIT [70]
Glejak pierwotny mir-221T, mir-1284, mir-181 [14]
Rak trzustki mir-196aT, mir-190T, mir-186 T [108]
Rak zofadka mir-15bT, mir-16T BCL-2 [100]
Rak odbytnicy mir-1434, mir-1450 5]
Rak nerki mir-210T BAK1 [12]
mir-21T TPM1
mir-26ad. PTEN

mir-1227T, mir-101T

W przeciwienistwie do miRNA let-7 o aktywnosci supre-
sorowej, ekspresja policistronowego skupiska miR 17-92
znaczaco przyspiesza rozwdj nowotworu ptuc, zwtasz-
cza najbardziej agresywnej jego postaci, tj. typu drobno-
komoérkowego. Wzrost ekspresji tych miRNA jest zwia-
zany z umiejscowieniem ich genéw na chromosomie 13.
(13Q31), w locus, ktére czgsto podlega amplifikacji, m.in.
w chtoniakach B-komérkowych. Badania na mysim mode-
lu chioniaka wywodzacego si¢ z limfocytéw B wykazaty,
ze zwigkszona ekspresja miR 17-92 potaczona z ekspre-
sja onkogenu c-myc pozytywnie koreluje z agresywniej-
sza progresja guza. Prawdopodobnie skupisko miR 17-92
negatywnie reguluje transkrypcje genéw supresorowych
PTEN (phosphatase and tensin homolog deleted on chro-
mosome ten) i RB2. Zaobserwowano réwniez, ze onko-
gen c-myc precyzyjnie kontroluje sygnat do proliferacji
poprzez aktywacje transkrypcji genu czynnika E2F1 i ha-
mowanie jego translacji [66,106].

‘Wyniki dotychczasowych eksperymentéw zgodnie wska-
zuja na zastosowanie miRNA jako biomarkeréw choréb
nowotworowych. Odmienny profil ekspresji miRNA po-
zwala z duza doktadnoscia zakwalifikowaé nowotwor do
odpowiedniego podtypu, a takze umozliwia badanie nowo-
twordw nisko zréznicowanych, dla ktérych wynik badania
histopatologicznego jest malo precyzyjny [57].

Jeden z wielu celéw terapii z wykorzystaniem RNAI sta-
nowig onkogeny. Obecnie szacuje sig, ze 30% nowotwo-
réow cztowieka ma mutacje punktowa w obrgbie onkoge-
néw ras. Mutacja K-ras jest szczegdlnie istotna w rozwoju
ponad 90% przypadkéw rakéw trzustki, poniewaz warun-
kuje pojawienie si¢ kolejnych defektéw w genomie ko-
morki [13]. Badania przeprowadzone przez Fleminga
i wsp. [29] na dwoch liniach komoérkowych raka trzust-
ki (Panc-1 i MiaPace-2) wykazaty spadek zdolnosci do

proliferacji i pojawianie si¢ zmian w biatkach cyklu ko-
morkowego po transfekcji swoistymi dla mutacji w K-ras
siRNA. Odnotowano obnizenie ekspresji biatka K-ras, co
przektadato si¢ na zahamowanie migracji komorek i roz-
woj raka trzustki.

Inne podejscie terapeutyczne kieruje interferencje RNA
w strong genéw posredniczacych w kontroli cyklu komor-
kowego, ktérego zaburzenia warunkuja immortalizacje ko-
morek. Przyktadem jest biatko Skp-2 (S-phase kinase-asso-
ciated protein 2), stanowigce podjednostke kompleksu ligazy
ubikwitynowej negatywnie regulujacej poziom biatka p27%ir!
zaangazowanego w kontrolg cyklu komérkowego w punk-
cie G1/S. Obnizona ekspresja p27X¥i! stwierdzona w wielu
typach nowotworéw Scisle korelowata z agresywnoscia no-
wotworu i gorszym rokowaniem. Wyciszenie genu koduja-
cego biatko Skp-2 metoda interferencji RNA wptywato na
wzrost ekspresji genu p27%?! co w rezultacie przyczynito
si¢ do zahamowania rozwoju guza nowotworowego [87].

Obecnie duzy problem kliniczny w leczeniu nowotworéw
stanowi oporno$¢ komoérek na apoptoze, ktéra uniemoz-
liwia skuteczne zastosowanie lekéw chemioterapeutycz-
nych. Powszechnie wiadomo, ze komdrki nowotworowe
potrafia omija¢ proces apoptozy w wyniku wielu mecha-
nizméw angazujacych nadekspresje¢ bialek antyapopto-
tycznych, na przyktad nalezacych do rodziny Bcl-2 (B-cell
lymphoma 2) lub IAP (inhibitor of apoptosis protein) [51].
Wedtug badan Cioca i wsp. [16] spadek ekspresji biatek
Bcl-2 i Raf-1 w liniach komérkowych biataczki szpiko-
wej po transfekcji interferencyjnymi RNA prowadzit do
wzrostu spontanicznej apoptozy i uwrazliwienia komérek
na chemioterapi¢ daunorubicyna i etopisidem. W innych
badaniach siRNA nacelowany na gen biatka Bcl-2, obni-
zajac ekspresje tego biatka, zwigkszat wrazliwos¢ komo-
rek HepG2 na 5-fluorouracyl i 10-hydroksykamptotecyne
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[24]. Ponadto interferencja RNA umozliwita efektywne
wyciszenie genu glikoproteiny P odgrywajacej rolg w na-
bywaniu przez komérke nowotworowa opornosci wielole-
kowej. Nadekspresj¢ tego genu obserwuje si¢ w wielu ty-
pach nowotwordéw [101].

INTERFERENCIA RNA W TERAPII CHOROB WIRUSOWYCH

Ze wzgledu na brak w petni skutecznych lekéw w tera-
pii niektérych choréb wywotanych wirusami, wirusolo-
gia poktada wielkie nadzieje w nowej strategii wycisza-
nia ekspresji genéw.

Obecnie duzym zainteresowaniem ciesza si¢ badania do-
tyczace wykorzystania interferencji RNA w walce z wiru-
sem HIV-1 (human immunodeficiency virus) cztowieka.
Wsréd zidentyfikowanych sekwencji docelowych znajduja
si¢ geny kodujace biatka: strukturalne (Gag i Env), regu-
latorowe (Tat i Rev), pomocnicze (Nef i Vif) oraz odwrot-
na transkryptaze Pol [58]. Jednak podczas infekcji, mate-
rial genetyczny wirusa HIV (RNA) wnika do cytoplazmy
komorek gospodarza w postaci kompleksu nukleoprote-
inowego utrudniajac rozpoznanie sekwencji docelowych
przez interferencyjne RNA [48]. Genom HIV-1 cechu-
ja ponadto czg¢ste mutacje ograniczajace sprawne dziata-
nie swoistych siRNA. W celu zminimalizowania wplywu
tej zmiennos$ci na skutecznos¢ terapii sugeruje si¢ jedno-
czesna ekspresje kilku réznych antywirusowych siRNA
(trzech lub czterech) kodowanych w shRNA (short hairpa-
in RNA) [55]. Alternatywne podejscie zaktada wykorzy-
stanie interferencyjnych RNA ograniczajacych ekspresje
gendw gospodarza niezbgdnych w cyklu zyciowym wiru-
sa. Wyciszenie ekspresji receptora powierzchniowego CD4
(cluster of differentiation 4) i/lub jednego z koreceptoréw
CCRS5 i CXCR4 (chemokine receptor) znacznie ostabiato
wnikanie wirusa do komorek [7,105]. Okazato sig, ze wi-
rus HIV-1 ma zdolno$¢ modulacji mechanizmu RNA in-
terferencji poprzez wplyw na poziom biatka TRBP (HIV-1
transactivating response RNA-binding protein), co znacz-
nie utrudnia zahamowanie jego replikacji [56,76].

Komplikacje w potranskrypcyjnym wyciszaniu ekspresji
genu, zwiazane z aktywnoscia mutacyjna, dotycza row-
niez wirusa zapalenia watroby — HCV (hepatitis C virus).
Niemniej jednak pewne sekwencje zlokalizowane w regio-
nie 5° UTR, istotne dla replikacji HCV, wykazuja wysoki
stopiert konserwatywnosci, co czyni je celem wspétcze-
snej terapii z wykorzystaniem interferencji RNA [44,96].
Wykazano, ze siRNA skierowane przeciwko sekwencjom
IRES (internal rybosome entry side) wystgpujace w obre-
bie regionu 5’UTR skutecznie hamowaty replikacje r6z-
nych genotypéw HCV [72].

Kolejnym celem terapii z wykorzystaniem RNA interferen-
cji staty sig wirusy grypy, ktére chociaz nie stanowia duzego
zagrozenia dla zycia pacjenta, maja zdolno$¢ do tworzenia
nowych postaci mutacyjnych, co sktania do cigglego poszu-
kiwania lekéw antywirusowych [91,109]. siRNA skierowane
przeciwko transkryptowi wysoce konserwatywnego wiru-
sowego genu M2 dlugotrwale hamowato replikacje w ob-
rebie podtypéw HIN1 i HSN1 wirusa grypy typu A [88].

Inne obiecujace wyniki badan przedstawili Yamato i wsp.
[103], ktérzy stosujac swoiste siRNA skierowane przeciwko

onkogenom E6 i E7 wirusa brodawczaka cztowieka efek-
tywnie zahamowali wzrost linii komérkowych nowotwo-
réw szyjki macicy.

INTERFERENCIA RNA W CHOROBACH NEURODEGENERACYINYCH

Z powodu braku efektywnej terapii, choroby neurodege-
neracyjne sa jednym z gtéwnych probleméw zdrowotnych
starzejacej si¢ populacji krajéw zachodnich. Sprzyja to roz-
wojowi nowych strategii leczenia opartych na specyficz-
nym wyciszeniu ekspresji genu zaangazowanego w prze-
bieg schorzenia [40]. Najbardziej powszechna choroba
neurodegeneracyjna jest choroba Alzheimera charaktery-
zujaca si¢ m.in. tworzeniem toksycznych B-amyloidowych
plytek w regionie hipokampa i kory mézgowej. B-amyloid
powstaje w wyniku proteolitycznego cigcia swoistego biat-
kowego prekursora przez sekretazy typu i Y. W neuro-
nach [B-sekretaza, zwana takze biatkiem BACE!1 (B-site
APP cleaving enzyme 1), jest atrakcyjnym celem terapeu-
tycznym interferencyjnych RNA [67]. Badania przeprowa-
dzone na modelu mysiej amyloidozy zgodnie potwierdzity,
ze zahamowanie ekspresji biatka BACE1 redukuje neuro-
degeneracyjne i behawioralne defekty, co potwierdza po-
tencjalne zastosowanie interferencji RNA w terapii cho-
roby Alzheimera [23].

W przypadku choréb neurodegeneracyjnych o podtozu ge-
netycznym, ktore dziedzicza si¢ w sposéb autosomalny do-
minujacy terapia z udziatem interferencyjnych RNA polega
na wyciszeniu ekspresji zmutowanego allelu [31]. Strategii
tej podlegaja m.in. choroby neurodegeneracyjne spowodo-
wane ekspansja powtérzen CAG w obrebie odpowiedniego
genu, kodujacych rozciagnigty ciag reszt glutaminy w biat-
ku — polyQ [8]. Eksperymenty przeprowadzone na mode-
lu ataksji mézdzkowo-rdzeniowej typu 1 u myszy - SCA1
(spinocerebellar ataxia 1) (nalezacej rowniez do choréb
polyQ) wykazaly, ze sShRNA skierowane przeciwko geno-
wi SCAI kodujacego ataksyng 1 skutecznie przywracato
sprawno$¢ motoryczng oraz redukowato patologiczne inklu-
zje w komérkach Purkinjego [40,42]. Wyciszenie ekspre-
sji zmutowanego allelu dotyczy réwniez innych jednostek
chorobowych nienalezacych do grupy polyQ, na przyktad
sklerozy lateralnej miotroficznej [71].

Werowapzanie sSIRNA o KOMORKI IN VIVO I IN VITRO

Od kiedy interferencja RNA stala si¢ potencjalnie efektyw-
nym narz¢dziem zaréwno w terapii choréb, jak i w bada-
niu funkcji genéw, poszukuje si¢ réznorodnych systeméw
jej zastosowania in vivo 1 in vitro. Powinny one dziata¢ nie
tylko specyficznie w stosunku do danej tkanki czy typu
komorek, ale takze wykluczac aktywacje odpowiedzi im-
munologicznej.

WEKTORY WIRUSOWE

Sposrdd duzej liczby systeméw wirusowych, w przypadku
RNAI na uwagg zastuguja: retrowirusy tacznie z lentiwi-
rusami, adenowirusy, parwowirus zwiazany z adenowiru-
sem - AAV (adeno-associated virus) oraz wirus opryszczki
typu pierwszego. Genom retrowiruséw stanowi jednonicio-
wy RNA, ktéry po infekcji podlega reakcji odwrotnej trans-
krypcjii integracji z genomem gospodarza. Warunkiem re-
trowirusowej integracji i ekspresji wirusowego DNA jest

508



Jozwiak P. i Lipifiska A. - Zastosowanie interferencji RNA w diagnostyce...

podziat komérki. To ograniczenie wydaje si¢ bardzo ko-
rzystne w odniesieniu do szybko dzielacych si¢ komérek no-
wotworowych, ktére mogg by¢ efektywnie transdukowane.
Jednakze retrowirusy sa inaktywowane w surowicy przez
biatko c1 dopetniacza. Trudnosci te moga by¢ pokonane
przez opracowanie wektoréw retrowirusowych odpornych
na dziatanie dopetniacza, co moze by¢ sposobem do bardziej
efektywnego wprowadzenia shRNA [45]. Immunogennos¢
i cytotoksycznos¢ towarzysza takze wektorom lentiwiruso-
wym oraz wirusowi opryszczki typu I [90]. Niektére par-
wowirusy, tzn. parwowirusy zwigzane z adenowirusami nie
wywotuja odpowiedzi uktadu immunologicznego. Mimo
to, utrzymanie wysokiego miana AAV w hodowli in vitro
jest bardzo problematyczne [21,90]. Najlepszymi wektora-
mi pozwalajacymi na stabilng ekspresje interferencyjnych
RNA w komérkach docelowych sa lentiwirusy, poniewaz
w odréznieniu od retrowiruséw wykazuja tendencje do inte-
gracji z genomem gospodarza w miejscu odlegltym od pro-
motoréw, w obszarze intronéw, co potencjalnie ogranicza
ich onkogennos¢ [62]. Konstrukcja uniwersalnego wekto-
ra wirusowego jest bardzo trudna. Chociaz wektory wiru-
sowe wyrdzniaja si¢ duza efektywnoscia, ich kliniczne za-
stosowanie jest utrudnione z powodu aktywacji odpowiedzi
immunologicznej oraz zmiany ekspresji genéw wskutek lo-
sowej integracji z genomem gospodarza. Poszukuje si¢ za-
tem innych niewirusowych nosnikéw [2].

WEKTORY NIEWIRUSOWE

Nagie dupleksy siRNA to makromolekuty o masie czastecz-
kowej okoto 13 kDa i polianionowej naturze. Badania na
myszach dowiodty, ze dozylne wprowadzenie nagich siRNA
powodowato ich akumulacje, a nastgpnie degradacje w na-
rzadach z rozwinigtym uktadem siateczkowo-§rédbtonko-
wym, takich jak watroba, ptuca, §ledziona, nerki [4]. Co
wigcej, nagie siRNA wprowadzone do organizmu przez po-
danie ogélnoustrojowe zachowuja si¢ jak typowe makro-
molekuty o masie czasteczkowej ponizej 50 kDa, a wigc
podlegaja filtracji przez kigbuszki nerkowe i sa wydalane
z moczem. Prowadzi to do obnizenia biologicznego okre-
su péttrwania terapeutycznych interferujacych RNA [43].
W zwiazku z powyzszym obecnie duzy nacisk ktadzie si¢
na projektowanie wektoréw niewirusowych umozliwiaja-
cych poprawe ich wiasciwosci farmakokinetycznych i bio-
dystrybucji w organizmie [64]. W przypadku RNAi do naj-
czesciej stosowanych nosnikéw naleza kationowe polimery
i liposomy. Gtéwna zasada generowania wektoréw niewiru-
sowych polega na tworzeniu kompleksow siRNA z kompo-
nentami o tadunku dodatnim. Pozwala to unikna¢ wydale-
nia przez nerki (ze wzgledu na mas¢ molekularng) catego
kompleksu oraz poprawia przenikanie do komérek poprzez
elektrostatyczne oddziatywania siatki dodatnich tadunkéw
z ujemnie natadowanag btona komdrkowa [3]. Jednakze wy-
soki pozytywny fadunek no$nikéw moze prowadzi¢ do opso-
nizacji biatkami osocza, takimi jak: IgM, IgG, fibronekty-
na lub komplement C3, co powoduje ich degradacje przez
uktad fagocytéw jednojadrzastych w watrobie, §ledzionie
i plucach [92]. Dlatego w celu wyeliminowania niepozada-
nych oddziatywan systeméw dostarczania lekow ze sktad-
nikami krwi stosuje si¢ optaszczanie nosnikow hydrofilo-
wymi polimerami, ktérych celem jest maskowanie siatki
powierzchniowych tadunkéw. Jednym z najczgsciej stoso-
wanych polimerdéw o takiej funkeji jest glikol polietyleno-
wy — PEG (polyethylene glycol) [65]. Kationowe lipidy

stabilizowane przez PEG okreslane jako SNALPs (solid
nucleic acid lipid particles) skutecznie zastosowano do do-
starczania sSiRNA w celu wyciszenia genu apolipoproteiny B
— apoB u myszy i naczelnych. Pojedyncza dawka 2,5 mg/kg
siRNA zamknigta w SNALPs zredukowata ekspresje genu
apoB w watrobie malp gatunku Cynomolgus o ponad 90%.
To z kolei prowadzilo do obnizenia stgzefi apolipoproteiny
B, cholesterolu i lipoprotein o matej ggstosci — LDL (low
density lipoprotein) przy czym efekt ten utrzymywat sig
przez 11 dni od chwili wprowadzenia do organizmu inter-
ferujacych RNA [110]. Niestety, zastosowanie PEG w do-
starczaniu lekéw czgsto koreluje ze znaczacym spadkiem
wnikania komplekséw do komérek. Spowodowato to roz-
woéj nowych strategii w projektowaniu nosnikéw opartych
na wykorzystaniu ligandéw, dzigki ktérym wektory moga
si¢ przylaczaé¢ do swoistych typéw komoérek prezentuja-
cych na swojej powierzchni odpowiedni receptor. Pozwala
to zmniejszy¢ dawke terapeutyku i unikna¢ nieswoistego
wyciszenia ekspresji genéw w innych tkankach niz doce-
lowe. Wsrdd obecnie stosowanych ligandéw mozna wyréz-
ni¢ zwiazki niskoczasteczkowe (np.: galaktoza, LDL) oraz
peptydy i biatka (np.: transferryna, fragmenty przeciwciat)
[53,95]. Po raz pierwszy koniugaty z przeciwcialami zo-
staty wykorzystane w badaniach Songa i wsp. [86], ktorzy
wykazali, ze zwigzanie fragmentow przeciwciat Fab (frag-
ment antigen binding) i scFv (single-chain variable frag-
ment) z protaming i utworzenie biatka fuzyjnego pozwala
na specyficzne wprowadzenie w systemie in vivo anty-HIV
siRNA do stabo transfekowalnych komérek T o immuno-
fenotypie CD4".

Dystrybucja systeméw dostarczania duplekséw siRNA
z krwiobiegu do narzadéw polega gltéwnie na wykorzy-
staniu zwigkszonej przepuszczalnosci naczyniowej i za-
trzymaniu czasteczek w tkance — EPR (enhanced vascu-
lar permeability and retention), co jest charakterystyczne
dla chor6b o podiozu zapalnym oraz choréb nowotworo-
wych [61,64]. W celu zwigkszenia efektywnosci pobiera-
nia komplekséw z siRNA przez komoérke, gtéwnie w pro-
cesie endocytozy i makropinocytozy, istotne znaczenie ma
Srednica stosowanych komplekséw. W przypadku interna-
lizacji nanosysteméw do komdrek guza nowotworowego
preferowany rozmiar czasteczek powinien by¢ mozliwie
maty o Srednicy nieprzekraczajacej 100 nm [73].

Wewnatrzkomérkowo, podstawowym warunkiem umozli-
wiajacym wiaczenie transfekowanego siRNA do cytopla-
zmatycznego kompleksu RISC jest rozpad nosnika oraz
opuszczenie endosomu przez siRNA. Proces ten moze za-
chodzi¢ z udziatem réznych mechanizméw zaleznych od
typy nosnika [30]. Na przyklad, polimery kationowe, ta-
kie jak PEI (polyethylene imine) buforuja niskie pH endo-
soméw przez zwigkszenie naptywu protonéw i wody, co
prowadzi do osmotycznego pgcznienia, a nastgpnie peknig-
cia endosoméw i uwolnienia komplekséw z siRNA do cy-
toplazmy [32]. W odréznieniu od poliplekséw, lipopleksy
podlegaja innemu mechanizmowi, ktérego podstawe stano-
wi destabilizacja btony endosomu oparta na ruchach ,.flip-
flop”. Powoduje to rozpad kompleksu i uwolnienie siRNA
do cytoplazmy [34,102]. Ponadto osiagnigcie dobrych wia-
Sciwosci fuzogennych lipoplekséw umozliwiaja pH wraz-
liwe, fuzogenne lipidy pomocnicze, ktérych podstawowa
funkcja jest promowanie tworzenia odwréconej fazy hek-
sagonalnej (H IIb) [68,80,94,111].
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NiEPOZADANE DZIALANIE INTERFERENCYINYCH RNA W KOMORCE

Poza selektywnym wyciszaniem specyficznych genéw,
siRNA moze aktywowac szlaki sygnalizacji z udziatem
kinazy biatkowej zaleznej od dwuniciowych RNA — PKR
(double-stranded RNA-dependent protein kinase) oraz re-
ceptoréw Toll-like — TLR (Toll-like receptor) [2].

W wigkszosci komérek cztowieka kinaza PKR pozosta-
je nieaktywna. Jednak po stymulacji dwuniciowym RNA
dochodzi do homodimeryzacji i petnej aktywacji PKR
w wyniku autofosforylacji licznych reszt seryny i treoniny
oraz fosforylacji wielu substratéw tacznie z podjednostka
o czynnika inicjujacego translacje elF-2a.. W rezultacie
nastgpuje catkowite zahamowanie syntezy biatek i Smierc
komorki. Kinaza PKR moze fosforylowa¢ inhibitor kina-
zy NF-kB — IKK-f (inhibitor of nuclear factor kappa B ki-
nase subunit beta) aktywujac w ten sposob szlak sygnali-
zacji NF-xB [84,85].

Indukcja wrodzonej odpowiedzi immunologicznej moze za-
chodzi¢ w wyniku kaskady przekazywania sygnatu aktywo-
wanej przez receptory Toll-like ulegajace gtéwnie ekspre-
sji na powierzchni komoérki. U cztowieka zidentyfikowano
jedenascie receptoréow Toll-like, z ktérych cztery: TLR3,
TLR7, TLRS8 i TLR9 przemieszczaja si¢ do wngtrza ko-
morki, do endosoméw. Aktywacja odpowiedzi immunolo-
gicznej wywotlana transfekcja czasteczek siRNA w wekto-
rze niewirusowym zachodzi przewaznie z udziatem TLR7
i TLRS [81]. Pewne sekwencje siRNA stymuluja monocy-
ty poprzez TLRS8 do wytwarzania prozapalnych cytokin,
podczas gdy komérki dendrytyczne poprzez TLR7 — do
uwalniania znacznej ilosci interferonu o. Przeprowadzone
badania ujawnity, ze za efekty immunostymulacyjne od-
powiadaja reszty urydyny wystepujace w sekwencji cza-
steczek siRNA [82,83]. W zwiazku z powyzszym obec-
nie duzo uwagi poswigca si¢ modyfikacjom chemicznym

PismiENNICTWO

czasteczek siRNA, ktére gtéwnie dotycza substytucji gru-
py hydroksylowej przy drugim atomie wegla pierscienia
rybozy nukleozydéw [6,59]. Potwierdzono eksperymen-
talnie, ze czasteczki siRNA z modyfikacja urydyn w tej
pozycji moga z réznym powinowactwem wiazac si¢ z re-
ceptorami Toll-like, lecz nie powoduja dalszej sygnalizacji
[10,83,84]. Pozostate modyfikacje dotycza grup fosfodie-
strowych siRNA, rzadziej zasad azotowych [18].

Powszechnie wiadomo, ze interferencja RNA toleruje pew-
ne niedopasowanie pomigdzy czasteczkami siRNA, a do-
celowym mRNA, co moze prowadzi¢ do potranskrypcyj-
nego wyciszenia ekspresji innych genéw niz zaktadane
[39,52]. Okazalo sig, ze sparowanie zaledwie jedenastu ko-
lejnych nukleotydéw czasteczki siRNA z czasteczka mRNA
jest wystarczajace do skutecznego wyciszenia transkryptu.
Doprowadzito to do rozwoju wielu metod prognozowania
efektywnosci dziatania siRNA, ktdre opieraja si¢ na charakte-
rystyce ich sekwencji oraz struktury drugorzgdowej docelowe-
go mRNA i s okreslane z zastosowaniem algorytméw [50].

Niemniej w analizie z zastosowaniem mikromacierzy wy-
kazano, ze systemy dostarczania siRNA moga zmieniac
ekspresje genéw traktowanych komorek, co ogranicza za-
stosowanie tej metody w terapii in vivo [43].

PobsumowaNIE

Odkrycie naturalnego, specyficznego zjawiska interferen-
cji RNA miato istotny wplyw na rozwdj badan klinicznych.
Obszerne dowody potwierdzaja udziat czasteczek miRNA
w regulacji proceséw patologicznych, w tym choréb no-
wotworowych. Proces interferencji RNA ma duzy po-
tencjal terapeutyczny zaréwno w diagnostyce, jak i te-
rapii celowanej. Niemniej skuteczne wykorzystanie
mozliwosci tego procesu w przysztosci zalezy gidwnie
od postepu w dziedzinie systeméw dostarczania lekow.
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