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POTENCJAL BIOTERAPEUTYCZNY TECHNOLOGII RNAi

WSTEP

Odkrycie zjawiska interferencji RNA (ang.
RNA interference, RNAi) wzbudzilo ogromny
entuzjazm w Srodowisku naukowym, nie tyl-
ko dlatego, ze pozwala na szybkie okreslenie
kluczowych czasteczek bioracych udziat w
wielu procesach chorobowych (m.in. w no-
wotworach), ale takze dlatego, ze RNAi ma
szanse na zastosowanie jako glowne narze-
dzie terapeutyczne. Mnogos¢ opublikowa-
nych artykulow dotyczacych RNAi w ostat-
nich latach spowodowala, ze czasopismo
»Science” uznalo go za najwiekszy naukowy
przetom 2002 r. Z czego wynika tak duze
zainteresowanie interferencja RNA? Wyobraz-
my sobie, ze mozemy wyciszy¢ funkcje genu
zZaangazowanego W proces nowotworzenia
w ciagu zaledwie jednego dnia, w niemal
kazdym organizmie (WAsI 2003, CAMPBELL i
CHOY 2005, PAl i wspoétaut. 2006, KOZIELSKI
i wspétaut. 2013, YOUNIS i wspélaut. 2014).

Interferencja RNA jest pierwotnym me-
chanizmem komorkowym pelniacym funk-
cje obronna przed wirusami oraz ruchomy-
mi elementami genetycznymi (DAVIDSON i
McCRrAY 2011, SvoBODA 2013). Mechanizm
wyciszania genow zostal po raz pierwszy
wykorzystany u roslin do obnizenia eks-
presji wybranych genow przez wprowadze-
nie dlugich, dwuniciowych czasteczek RNA
(ang. double stranded RNA, dsRNA), homo-

logicznych do sekwencji genu docelowego.
U roslin odbywa sie to za posrednictwem
niewielkich, 25-nukleotydowych czasteczek
dwuniciowego RNA, tak zwanych krotkich
interferencyjnych RNA (ang. small interfe-
ring RNA, siRNA). Przelomem w badaniach
biomedycznych byto odkrycie, ze dostarcze-
nie siRNA do komoérek ssaczych powoduje
sekwencyjno-specyficzne wyciszanie genow
poprzez RNAi. Wskazywalo to, ze RNAi moze
potencjalnie zosta¢ wykorzystana do swo-
istego hamowania ekspresji genéow ssakow,
w tym komorek ludzkich. Skoro biologicznie
czynne siRNA mozna uzyskaé¢ stosunkowo
latwo i niedrogo przez synteze chemiczna
lub ekspresje na matrycy DNA, technologia
nokautu genu wywolala rewolucje w gene-
tyce komorek somatycznych, umozliwiajac
szybka analize funkcji genéow (MEDEMA 2004,
LAGE 2005, FELLMANN i LOWE 2014).

W ciagu ostatnich lat liczne grupy na-
ukowe rozpoczely intensywne badania, aby
potaczy¢ dwie najbardziej ekscytujace i obie-
cujace technologie w biomedycynie: terapie
genowa oraz interferencje RNA. Terapia ge-
nowa polega na wprowadzeniu materialu ge-
netycznego (DNA lub RNA) kodujacego bra-
kujace lub wadliwe biatko do komorek lub
tkanek pacjenta. Istotnym elementem terapii
genowej jest skuteczne dostarczenie kwasow
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nukleinowych dzieki zastosowaniu wektorow
pochodzenia wirusowego oraz niewirusowego.
Przykladami takich nosnikéw sa liposomy,
nanoczasteczki lub wektory otrzymane z ge-
netycznie zmodyfikowanych wiruséw (GRIMM
i KAy 2007, DAVIDSON i McCrAay 2011, Ko-
ZIELSKI i wspélaut. 2013).

Wyciszanie genow poprzez krotkie inter-
ferencyjne RNA jest w dalszym ciagu rozwi-
jajaca sie dziedzina biologii, zmierzajaca w
kierunku potranskrypcyjnej strategii wyci-
szania genow, o duzym potencjale terapeu-
tycznym. Za posrednictwem siRNA praktycz-
nie kazdy gen w genomie czlowieka staje sie
podatny na regulacje, otwierajac tym samym
niespotykane dotad mozliwosci dla farma-
koterapii (CEJKA i wspétaut. 2006, LARES i
wspoétaut. 2010).

MECHANIZM DZIALANIA

Interferencja RNA jest zjawiskiem, w kto-
rym dwuniciowa czgasteczka RNA hamuje
ekspresje docelowego biatka poprzez swoistg
degradacje komplementarnego matrycowe-
go RNA (ang. messenger RNA, mRNA). Wy-
ciszanie ekspresji genu jest zachowawczym
procesem biologicznym, wsrod réznorodnych
organizméw eukariotycznych. Proces potran-
skrypcyjnego wyciszania genéw przez dwu-
niciowy RNA jest wysoce specyficzny co do
sekwencji w stosunku do genéw docelowych
oraz konserwatywny wsroéd roznych orga-
nizm6éw (LEUNG i WHITTAKER 2005, TAKESHI-
TA i OCHIYA 2006, YANG i wspotaut. 2011,
SvoBoDA 2013, TsAl i CHANG 2014, YOUNIS i
wspotaut. 2014).

Ze wzgledu na ogromne zainteresowanie
RNAi oraz jej funkcje w licznych systemach,
wiele uwagi skupia sie na wyjasSnieniu me-
chanizmu dzialania tego procesu. Pewne

3

przelomowe wydarzenia, w szczegbélnosci od-
krycie, ze siRNA sa glownymi mediatorami
RNAi, dostarczyly kluczowych informacji na
temat szlaku interferencji RNA (CAMPBELL i
CHoY 2005).

W  procesie interferencji RNA (Ryc. 1)
mozna wyszczegbolnic dwa zasadnicze etapy.
W pierwszym zachodzi przeksztalcenie pre-
kursorowego dsRNA w krotkie siRNA, na-
tomiast w kolejnym ma miejsce degradacja
docelowego mRNA (CAMPBELL i CHOY 2005,
LAGE 2005). Dlugie, dwuniciowe czastecz-
ki RNA sa ciete enzymatycznie do struktur
zwanych malymi interferencyjnymi RNA
w wyniku dziatania na dsRNA specyficz-
nej endonukleazy Dicer, podobnej struk-
turalnie do RNazy III. Powstate dwunicio-
we siRNA o dlugosci 21-24 nukleotydow
sa homologiczne do sekwencji docelowego
mRNA. Tak otrzymane siRNA sa wilaczane
do enzymatycznego kompleksu efektorowego
interferencji RNA, okreslanego jako RISC
(ang. RNA-induced silencing complex). W
trakcie tworzenia kompleksu RISC nastepuje
hydroliza jednej nici z dupleksu siRNA. Nié¢
antysensowna tlaczy sie komplementarnie z
sekwencja docelowego mRNA. W odlegtosci
10-11 nukleotydéw nastepuje hydroliza wia-
zania fosfodiestrowego od korica 3’siRNA, za
posrednictwem biatka wchodzacego w sktad
kompleksu RISC. Ze wzgledu na utrate nu-
kleozydu, 7-metyloguanozyny, wchodzacego
w sklad struktury czapeczki na koncu 5’ in-
formacyjnego RNA oraz ogona poliA na kon-
cu 3’, mRNA nie jest dluzej chroniony przed
endogennymi RNazami i ulega degradacji
(MrrTAL 2004, CAMPBELL i CHOY 2005, LAGE
2005, ANGAJI i wspotaut. 2010, FELLMANN i
LowE 2014, MANSOORI i wspotaut. 2014).

Bialka sa odpowiedzialne za fizyczne i
dynamiczne witasciwosci zywej komorki, dla-

Ryc. 1. Mechanizm interferencji RNA - schemat uproszczony.
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Tabela 1. Glowne wady i zalety stosowania wektoréow retrowirusowych.

Zalety

Wady

stosunkowo wysoka wydajnos¢ transfekcji

fakt, ze jedynie dzielace sie komorki sa podatne na
transdukcje

stabilna integracja przekazywanego materiatu
genetycznego do genomu komoérki docelowej

stosunkowo niewielka pojemnos$¢ retrowirusow rze-
du okoto 7,5 kb informacji genetycznej

potencjalnie dilugotrwata ekspresja transgenu

niekontrolowana integracja wirusa do genomu go-
spodarza, co teoretycznie moze prowadzi¢ do wy-
stapienia ryzyka transformacji nowotworowej ko-
morki

brak immunogennosci biatek wirusowych w ko-
morkach docelowych

mozliwos¢ rekombinacji homologicznej terapeutycz-
nych wektoréow z endogennym retrowirusem, w wy-
niku replikacji nowych wiruséw

tego wady w ich funkcji lub regulacji przy-
czyniaja sie do wielu choréb. W rzeczywi-
stosci wiekszoS¢ obecnie stosowanych lekow
jest zaprojektowana tak, aby skutecznie in-
aktywowac biatka. Wobec tego, terapia geno-
wa wykorzystujaca mechanizm interferencji
RNA, powinna skutecznie eliminowac¢ funk-
cje bialek, poniewaz mRNA stanowi matry-
ce w procesie translacji. Technologia RNAi
moze potencjalnie znalezé zastosowanie w
badaniach biomedycznych, immunologicz-
nych oraz opiece zdrowotnej, np. leczeniu:
zakazen wirusem HIV, wirusowego zapalenia
watroby, choréb ukladu krazenia i naczyn
mozgowych, choréb metabolicznych, neuro-
degeneracyjnych oraz nowotworéw (ANGAJI i
wspotaut. 2010, YANG i wspoétaut. 2011).

WPROWADZANIE SIRNA DO KOMOREK

Skuteczne wprowadzanie siRNA do ko-
morek ssakow jest waznym krokiem w wiek-
szosci eksperymentow opartych na wycisza-
niu ekspresji genéw za posrednictwem RNAI.
Syntetyczne siRNA moga by¢ dostarczane
przez transfekcje za pomoca liposomow,
elektroporacje, transfer genoéw przy uzyciu
plazmidu lub przez zastosowanie wektora
wirusowego. Obecnie stosuje sie 5 rodzajow
wektorow wirusowych, do ktérych naleza:
adenowirusy, retrowirusy, lentiwirusy, wirusy
towarzyszace adenowirusom (ang. AAV-ade-
no-associated virus) oraz baculowirusy (MIT-
TAL 2004, LAGE 2005, L1 i wspotaut. 2006,
LARES i wspotaut. 2010, DAVIDSON i MCCRAY
2011).

Najprostszym sposobem uruchomienia
mechanizmu RNAi jest wykorzystanie syn-
tetycznych siRNA. Niemniej jednak, oprocz
syntezy na drodze chemicznej, siRNA mozna
otrzymac in vitro z dtugich dsRNA za pomo-
ca rekombinowanego kompleksu Dicer. W
procesie transkrypcji in vitro posredniczy po-
limeraza RNA T7. Klasyczne metody trans-
fekcji czasteczek siRNA, wykorzystujace me-

tody fizyczne, takie jak: lipofekcja, elektropo-
racja czy mikroiniekcja pojedynczej komorki,
zostaly rowniez z powodzeniem zastosowa-
ne (MittaL 2004, LAGE 2005, Li i wspétaut.
2006, DAVIDSON i McCRrAY 2011).

Mechanizm RNAi charakteryzuje wysoka
specyficznosé, wszechstronnos¢ oraz efek-
tywnos¢. Najwiekszym wyzwaniem w zasto-
sowaniu terapii wykorzystujacej interferencje
RNA jest trudnos¢ wprowadzania siRNA do
komoérek docelowych. Aby skutecznie wy-
cisza¢ ekspresje genéw, siRNA musi zostaé
dostarczony do cytoplazmy komorki. Nagie
RNA nie moze przenikaé¢ przez lipidy wyste-
pujace w obrebie blony komorkowej, dlatego
skuteczno$¢ uzywania niemodyfikowanych
siRNA jest malo prawdopodobna. Dostar-
czenie siRNA do komoérki jest najwyrazniej
najwieksza przeszkoda, dlatego problem ten
musi zostaé¢ rozwigzany, aby metoda ta zna-
lazta szerokie zastosowanie biomedyczne (LI
i wspoétaut. 2006, CHOI i wspélaut. 2014).

W celu wyeliminowania potencjalnych
zagrozen zwiazanych z transferem genoéw in
vivo, np. indukcji transformacji nowotworo-
wej lub rozwoju nowych choréb wirusowych
u ludzi, konieczny jest rozwodj wektorow o
najwyzszym profilu bezpieczenstwa (Tabe-
la 1, 2). Jednoczes$nie, kluczem do ewen-
tualnego sukcesu w terapii genowej jest
dostepnos¢ przenosnikow genow, charak-
teryzujacych sie duzo wigksza wydajnoscia
transdukcji in vivo niz obecnie stosowane w
badaniach (RocHLITZ 2001, OH i PARK 2009,
GERMANO i BINELLO 2013).

Do chwili obecnej wykorzystanie adeno-
wirusow w opublikowanych probach klinicz-
nych stanowilo okolo 20%. Niestety zaden
z obecnie dostepnych wektorow wirusowych
nie spelnia wszystkich warunkéw idealne-
go narzedzia terapeutycznego. Jest bardzo
prawdopodobne, ze wektory zawierajace mi-
nimalne pozostalosSci macierzystych wirusow
lub catkowicie syntetyczne wektory wiruso-
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Tabela 2. Gléowne wady i zalety stosowania wektoréw adenowirusowych.

Zalety

Wady

mozliwos¢ osiagniecia wysokiego miana wirusa

doswiadczenia na ponad dziesieciu milionach
szczepionek zawierajacych niezmodyfikowane ade-
nowirusy bez powaznych efektéw ubocznych

immunogennos$¢ adenowiruséw, powodujaca pro-
blemy z wielokrotnym zastosowaniem

mozliwos¢  upakowania
tu  materialu
z retrowirusami

wiekszego
genetycznego w

fragmen-
porownaniu

zdolnos¢ do transfekcji komoérek niereplikujacych
sie

brak integracji z genomem komorki, co prowadzi
do utraty informacji genetycznej zaledwie po kil-
ku podziatach stransfekowanych komorek

we, odegraja w przyszlosci wieksza role (Ro-
CHLITZ 2001, LARES i wspoétaut. 2010).

Niewirusowe metody terapii genowej sg
atrakcyjne glownie dlatego, ze dzigki nim
mozna uniknaé potencjalnego ryzyka, zwia-
zanego ze stosowaniem wszystkich rodzajow
wektorow wirusowych. Liposomy zostaly wy-
korzystane jako narzedzie transferu genéw
w licznych badaniach in vitro oraz w bada-
niach prowadzonych na zwierzetach. Krot-
koterminowa ekspresja genow moze zostac
osiagnieta poprzez domiesniowa iniekcje po-
zbawionego wektora DNA (nagie DNA) lub
za pomoca mikroskopijnych zlotych kulek
optaszczonych plazmidowym DNA, ktére na-
stepnie dostarczane sa przy uzyciu strzel-
by genowej do wnetrza komoérki (ROCHLITZ
2001).

Oczywiste jest, ze umiejetnosci naukow-
cow do modulowania ekspresji genu w spo-
s6b sekwencyjno-specyficzny szybko sie roz-
wijaja, zapewniajac doskonale mozliwosci
regulacji aktywnosci konkretnych genow.
Kluczem do sukcesu moze okazac sie wybor
sekwencji docelowej, rozpoznawanej przez
siRNA w sposob taki, aby minimalna liczba
kopii siRNA byla wystarczajaca do skutecz-
nego wylaczania ekspresji genu kodujacego
bialtko (MEDEMA 2004).

ZASTOSOWANIE INTERFERENCJI RNA
W TERAPII

Mechanizm interferencji RNA ma szan-
se znalez¢ zastosowanie w szeroko rozumia-
nej opiece zdrowotnej, wskutek czego odegra
znaczaca role w produkcji nowoczesnych le-
kow. Ponadto, metoda RNAi moze stanowic
wazne narzedzie wspolczesnej biomedycyny.
Czasteczki dsRNA sg projektowane tak, aby
wycisza¢ okreslone geny u ludzi i zwierzat. W
celu aktywacji maszynerii RNAi, wyciszajace
czasteczki RNA sa wprowadzane do komorki
przy pomocy odpowiedniego wektora (ANGAJI i
wspotaut. 2010, GAVRILOV i SALTZMAN 2012).

Interferencja RNA stanowi potezne narze-
dzie do wyciszania ekspresji genéw w spo-
so6b sekwencyjno-specyficzny, przez co ma
potencjal do leczenia choréb, np. nowotwo-
rowych. Teoretycznie, siRNA moze wplywac
na proces translacji praktycznie kazdego
mRNA tak dhlugo, jak mRNA ma specyficz-
na sekwencje, podczas gdy cele tradycyjnych
lekow sa ograniczone jedynie do okreslone-
go typu receptoréow komorkowych, kanatow
jonowych lub enzyméw (OH i PARK 2009,
YANG i wspélaut. 2011).

Ze wzgledu na wysoce specyficzng i sil-
na aktywnos¢ RNAi, czasteczki siRNA moga
pojawi¢ sie jako bioleki nowej generacji w
niedalekiej przysztosci. Dwuniciowy RNA ma
duzy potencjal w terapii biofarmaceutycznej.
Skoro RNAi wplywa na translacje, a nie na
transkrypcje DNA, zatem siRNA nie moze
wchodzi¢ w interakcje z chromosomowym
DNA. Brak wzajemnych oddzialywan zna-
czaco zmniejsza obawy dotyczace mozliwosci
wystapienia niepozadanych mutacji w wy-
niku stosowania terapii genowej. Interakcje
siRNA z matrycowym RNA, a nie z biatkiem,
pozwalaja zredukowac¢ produkcje szkodli-
wych bialek.

Inng zaleta zastosowania siRNA jako leku
terapeutycznego jest szeroki zakres biatek
docelowych, ktére moga by¢ wykorzystywa-
ne do wyciszania ekspresji genow w leczeniu
wielu choréb (OH i PARK 2009, BOVENBERG i
wspotaut. 2013).

Terapia genowa moze by¢ bardzo sku-
teczna w polaczeniu z innymi strategiami
klinicznymi, takimi jak chemioterapia i ra-
dioterapia. Obecnie wiele badan wskazuje
ogromne mozliwosci wspoéltpracy miedzy tera-
pia genowa a takimi dziedzinami jak farma-
cja, immunologia czy radioterapia, ktérych
wspolnym celem jest likwidacja duzej liczby
komoérek, w sposéb najbardziej efektywny.
Mato prawdopodobne jest wiec, ze terapia
genowa samodzielnie odegra kluczowa role w
leczeniu choroéb nowotworowych (BOVENBERG
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i wspoétaut. 2013, VILE i wspoétaut. 2000, LEI
i wspoétaut. 2013).

Mechanizm RNAi jest badany pod katem
mozliwosci hamowania ekspresji genéw zaan-
gazowanych w proces nowotworzenia. Trans-
lokacja prowadzaca do powstania chromo-
somu Philadelphia (Ph) powoduje powstanie
genu fuzyjnego bcr-abl. Produkowane nowe,
nieprawidlowe biatko, tak zwana kinaza ty-
rozynowa bcr-abl, wykazuje stala aktywnosc.
Biatko to jest wykrywane w przewleklej bia-
taczce szpikowej oraz ostrej biataczce limfo-
blastycznej. Okazalo sie, ze siRNA specyficz-
ne do transkryptu genu bcr-abl wyciszaja on-
kogenny transkrypt fuzyjny, bez wplywu na
poziom ekspresji prawidlowych transkryptow
c-ABL oraz c-BCR. Badania tego typu po-
twierdzaja koncepcje oparta na mechanizmie
RNAi, majgca na celu odwrocenie procesu
nowotworzenia (ANGAJI i wspoélaut. 2010).

Nowe terapie w leczeniu nowotworow sg
niezbedne, a wykorzystanie matych interfe-
rujacych RNA moze stanowi¢ realna stra-

tegie. Dzieki unikatowym wlasciwosciom
siRNA, takim jak niewielki rozmiar, duze
powinowactwo, brak immunogennosci, sze-

roka mozliwos¢ modyfikacji w celu poprawy
ich zastosowania in vivo, czasteczki te moga
stanowi¢ alternatywe dla przeciwcial, szcze-
gblnie przy pokonywaniu bariery krew-moézg
(GERMANO i BINELLO 2013, LU i wspdblaut.
2013, REME i wspétaut. 2013).

siRNA sg z powodzeniem stosowane w
leczeniu wielu ludzkich choréb, a w ostat-
nich latach ta klasa czasteczek wykazala
ogromny potencjal terapeutyczny w walce z
nowotworami.

Szczegoblnie istotna przeszkoda w rozwo-
ju terapii klinicznej wykorzystujacej zjawi-
sko interferencji RNA, jest koniecznos$¢ za-
pewnienia odpowiednio wysokiej wydajnosci
dostarczania czasteczek siRNA do komorek
zmienionych nowotworowo. Zaproponowano
rozne strategie, aby sprosta¢ temu zadaniu.
Na przyktad, plazmid kodujacy krotkie RNA
o strukturze szpilki do wloséw (ang. small
hairpin RNA, shRNA), skierowane na ludzki
receptor EGFR (ang. epidermal growth fac-
tor receptor), zostat dostarczony do komorek
nowotworowych przez kapsulkowanie w im-
munoliposomach (ang. pegylated immunoli-
posomes, PILs) sprzezonych z dwoma prze-
ciwcialami monoklonalnymi odpowiedzial-
nymi za transport czasteczki (CATUOGNO i
wspoélaut. 2012).

PODSUMOWANIE

Interferencja RNA jest procesem sekwen-
cyjno-specyficznego wyciszania genéw za po-
moca dwuniciowego RNA. Male interferuja-
ce siRNA powstaja z dlugich dwuniciowych

RNA przy udziale endonukleazy Dicer. W
rezultacie siRNA sa wlaczane do kompleksu
RISC, ktoérego celem jest polaczenie z kom-
plementarng czasteczka mRNA, a w konse-
kwencji jej degradacja. Mechanizm interfe-
rencji RNAi w komoérkach ssakéw z pewno-
Scia pozostanie gorgcym tematem nadcho-
dzacych lat (CAMPBELL i CHOY 2005, GARTEL
i KANDEL 2006).

Niemniej jednak, zanim technologia RNAi
zostanie z powodzeniem wykorzystana w ba-
daniach klinicznych, trzeba pokonac istotne
przeszkody, takie jak dostarczenie siRNA do
komorek, niepelne wyciszenie genéw docelo-
wych, niespecyficzne reakcje immunologiczne
czy skutki niespecyficznego wyciszania ge-
néw (ang. off-target effects) (PAI i wspoétaut.
2000).

Streszczenie

W ciagu ostatnich lat zjawisko interferencji RNA
(RNAi) stalo sie powszechnie wykorzystywane jako eks-
perymentalne narzadzie do analizy genéw oraz pelnio-
nych przez nie funkcji. Wraz ze wzrostem wiedzy na
temat molekularnych mechanizméw dziatania endogen-
nego interferujacego RNA, mate interferujace RNA (siR-
NA), moga pojawi¢ sie jako grupa innowacyjnych biole-
kéw stosowanych do leczenia wielu choréb m.in. choréb
nowotworowych. Poznanie i zrozumienie szlakéw mole-
kularnych istotnych w procesie nowotworzenia stwarza
mozliwosci dla terapii nowotworowej wykorzystujacej me-
chanizm RNAi. Nowe terapie w leczeniu nowotworéw sa
niezbedne, a wykorzystanie matych interferujacych RNA
moze stanowié¢ realna strategie.
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Summary

In the last few years, RNA interference (RNAi) has become widely used as an experimental tool for the analyses
of genes and their functions. With increasing knowledge about the molecular mechanisms of function of endogenous
RNA interference, small interfering RNA (siRNA), may occur as innovative bio-drugs for treatment of diseases such
as cancer. Knowledge and understanding of the molecular pathways important for carcinogenesis create opportuni-
ties for cancer therapy using RNAi mechanism. New therapies are essential for tumors treatment, and small interfer-

ing RNAs may provide a viable strategy.



