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logicznych do sekwencji genu docelowego. 
U roślin odbywa się to za pośrednictwem 
niewielkich, 25-nukleotydowych cząsteczek 
dwuniciowego RNA, tak zwanych krótkich 
interferencyjnych RNA (ang. small interfe-
ring RNA, siRNA). Przełomem w badaniach 
biomedycznych było odkrycie, że dostarcze-
nie siRNA do komórek ssaczych powoduje 
sekwencyjno-specyficzne wyciszanie genów 
poprzez RNAi. Wskazywało to, że RNAi może 
potencjalnie zostać wykorzystana do swo-
istego hamowania ekspresji genów ssaków, 
w tym komórek ludzkich. Skoro biologicznie 
czynne siRNA można uzyskać stosunkowo 
łatwo i niedrogo przez syntezę chemiczną 
lub ekspresję na matrycy DNA, technologia 
nokautu genu wywołała rewolucję w gene-
tyce komórek somatycznych, umożliwiając 
szybką analizę funkcji genów (MedeMa 2004, 
Lage 2005, FeLLMann i Lowe 2014).

W ciągu ostatnich lat liczne grupy na-
ukowe rozpoczęły intensywne badania, aby 
połączyć dwie najbardziej ekscytujące i obie-
cujące technologie w biomedycynie: terapię 
genową oraz interferencję RNA. Terapia ge-
nowa polega na wprowadzeniu materiału ge-
netycznego (DNA lub RNA) kodującego bra-
kujące lub wadliwe białko do komórek lub 
tkanek pacjenta. Istotnym elementem terapii 
genowej jest skuteczne dostarczenie kwasów 

Odkrycie zjawiska interferencji RNA (ang. 
RNA interference, RNAi) wzbudziło ogromny 
entuzjazm w środowisku naukowym, nie tyl-
ko dlatego, że pozwala na szybkie określenie 
kluczowych cząsteczek biorących udział w 
wielu procesach chorobowych (m.in. w no-
wotworach), ale także dlatego, że RNAi ma 
szansę na zastosowanie jako główne narzę-
dzie terapeutyczne. Mnogość opublikowa-
nych artykułów dotyczących RNAi w ostat-
nich latach spowodowała, że czasopismo 
„Science” uznało go za największy naukowy 
przełom 2002 r. Z czego wynika tak duże 
zainteresowanie interferencją RNA? Wyobraź-
my sobie, że możemy wyciszyć funkcję genu 
zaangażowanego w proces nowotworzenia 
w ciągu zaledwie jednego dnia, w niemal 
każdym organizmie (wasi 2003, CaMpbeLL i 
Choy 2005, pai i współaut. 2006, KozieLsKi 
i współaut. 2013, younis i współaut. 2014).

Interferencja RNA jest pierwotnym me-
chanizmem komórkowym pełniącym funk-
cję obronną przed wirusami oraz ruchomy-
mi elementami genetycznymi (davidson i 
MCCray 2011, svoboda 2013). Mechanizm 
wyciszania genów został po raz pierwszy 
wykorzystany u roślin do obniżenia eks-
presji wybranych genów przez wprowadze-
nie długich, dwuniciowych cząsteczek RNA 
(ang. double stranded RNA, dsRNA), homo-
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przełomowe wydarzenia, w szczególności od-
krycie, że siRNA są głównymi mediatorami 
RNAi, dostarczyły kluczowych informacji na 
temat szlaku interferencji RNA (CaMpbeLL i 
Choy 2005).

W procesie interferencji RNA (Ryc. 1) 
można wyszczególnić dwa zasadnicze etapy. 
W pierwszym zachodzi przekształcenie pre-
kursorowego dsRNA w krótkie siRNA, na-
tomiast w kolejnym ma miejsce degradacja 
docelowego mRNA (CaMpbeLL i Choy 2005, 
Lage 2005). Długie, dwuniciowe cząstecz-
ki RNA są cięte enzymatycznie do struktur 
zwanych małymi interferencyjnymi RNA 
w wyniku działania na dsRNA specyficz-
nej endonukleazy Dicer, podobnej struk-
turalnie do RNazy III. Powstałe dwunicio-
we siRNA o długości 21-24 nukleotydów 
są homologiczne do sekwencji docelowego 
mRNA. Tak otrzymane siRNA są włączane 
do enzymatycznego kompleksu efektorowego 
interferencji RNA, określanego jako RISC 
(ang. RNA-induced silencing complex). W 
trakcie tworzenia kompleksu RISC następuje 
hydroliza jednej nici z dupleksu siRNA. Nić 
antysensowna łączy się komplementarnie z 
sekwencją docelowego mRNA. W odległości 
10-11 nukleotydów następuje hydroliza wią-
zania fosfodiestrowego od końca 3’siRNA, za 
pośrednictwem białka wchodzącego w skład 
kompleksu RISC. Ze względu na utratę nu-
kleozydu, 7-metyloguanozyny, wchodzącego 
w skład struktury czapeczki na końcu 5’ in-
formacyjnego RNA oraz ogona poliA na koń-
cu 3’, mRNA nie jest dłużej chroniony przed 
endogennymi RNazami i ulega degradacji 
(MittaL 2004, CaMpbeLL i Choy 2005, Lage 
2005, angaji i współaut. 2010, FeLLMann i 
Lowe 2014, Mansoori i współaut. 2014).

Białka są odpowiedzialne za fizyczne i 
dynamiczne właściwości żywej komórki, dla-

nukleinowych dzięki zastosowaniu wektorów 
pochodzenia wirusowego oraz niewirusowego. 
Przykładami takich nośników są liposomy, 
nanoczasteczki lub wektory otrzymane z ge-
netycznie zmodyfikowanych wirusów (griMM 
i Kay 2007, davidson i MCCray 2011, Ko-
zieLsKi i współaut. 2013).

Wyciszanie genów poprzez krótkie inter-
ferencyjne RNA jest w dalszym ciągu rozwi-
jającą się dziedziną biologii, zmierzającą w 
kierunku potranskrypcyjnej strategii wyci-
szania genów, o dużym potencjale terapeu-
tycznym. Za pośrednictwem siRNA praktycz-
nie każdy gen w genomie człowieka staje się 
podatny na regulację, otwierając tym samym 
niespotykane dotąd możliwości dla farma-
koterapii (CejKa i współaut. 2006, Lares i 
współaut. 2010).

MECHANIZM DZIAŁANIA

Interferencja RNA jest zjawiskiem, w któ-
rym dwuniciowa cząsteczka RNA hamuje 
ekspresję docelowego białka poprzez swoistą 
degradację komplementarnego matrycowe-
go RNA (ang. messenger RNA, mRNA). Wy-
ciszanie ekspresji genu jest zachowawczym 
procesem biologicznym, wśród różnorodnych 
organizmów eukariotycznych. Proces potran-
skrypcyjnego wyciszania genów przez dwu-
niciowy RNA jest wysoce specyficzny co do 
sekwencji w stosunku do genów docelowych 
oraz konserwatywny wśród różnych orga-
nizmów (Leung i whittaKer 2005, taKeshi-
ta i oChiya 2006, yang i współaut. 2011, 
svoboda 2013, tsai i Chang 2014, younis i 
współaut. 2014). 

Ze względu na ogromne zainteresowanie 
RNAi oraz jej funkcję w licznych systemach, 
wiele uwagi skupia się na wyjaśnieniu me-
chanizmu działania tego procesu. Pewne 

Ryc. 1. Mechanizm interferencji RNA – schemat uproszczony.
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tody fizyczne, takie jak: lipofekcja, elektropo-
racja czy mikroiniekcja pojedynczej komórki, 
zostały również z powodzeniem zastosowa-
ne (MittaL 2004, Lage 2005, li i współaut. 
2006, davidson i MCCray 2011).

Mechanizm RNAi charakteryzuje wysoka 
specyficzność, wszechstronność oraz efek-
tywność. Największym wyzwaniem w zasto-
sowaniu terapii wykorzystującej interferencję 
RNA jest trudność wprowadzania siRNA do 
komórek docelowych. Aby skutecznie wy-
ciszać ekspresję genów, siRNA musi zostać 
dostarczony do cytoplazmy komórki. Nagie 
RNA nie może przenikać przez lipidy wystę-
pujące w obrębie błony komórkowej, dlatego 
skuteczność używania niemodyfikowanych 
siRNA jest mało prawdopodobna. Dostar-
czenie siRNA do komórki jest najwyraźniej 
największą przeszkodą, dlatego problem ten 
musi zostać rozwiązany, aby metoda ta zna-
lazła szerokie zastosowanie biomedyczne (Li 
i współaut. 2006, Choi i współaut. 2014).

W celu wyeliminowania potencjalnych 
zagrożeń związanych z transferem genów in 
vivo, np. indukcji transformacji nowotworo-
wej lub rozwoju nowych chorób wirusowych 
u ludzi, konieczny jest rozwój wektorów o 
najwyższym profilu bezpieczeństwa (Tabe-
la 1, 2). Jednocześnie, kluczem do ewen-
tualnego sukcesu w terapii genowej jest 
dostępność przenośników genów, charak-
teryzujących się dużo większą wydajnością 
transdukcji in vivo niż obecnie stosowane w 
badaniach (roChLitz 2001, oh i parK 2009, 
gerMano i bineLLo 2013).

Do chwili obecnej wykorzystanie adeno-
wirusów w opublikowanych próbach klinicz-
nych stanowiło około 20%. Niestety żaden 
z obecnie dostępnych wektorów wirusowych 
nie spełnia wszystkich warunków idealne-
go narzędzia terapeutycznego. Jest bardzo 
prawdopodobne, że wektory zawierające mi-
nimalne pozostałości macierzystych wirusów 
lub całkowicie syntetyczne wektory wiruso-

tego wady w ich funkcji lub regulacji przy-
czyniają się do wielu chorób. W rzeczywi-
stości większość obecnie stosowanych leków 
jest zaprojektowana tak, aby skutecznie in-
aktywować białka. Wobec tego, terapia geno-
wa wykorzystująca mechanizm interferencji 
RNA, powinna skutecznie eliminować funk-
cje białek, ponieważ mRNA stanowi matry-
cę w procesie translacji. Technologia RNAi 
może potencjalnie znaleźć zastosowanie w 
badaniach biomedycznych, immunologicz-
nych oraz opiece zdrowotnej, np. leczeniu: 
zakażeń wirusem HIV, wirusowego zapalenia 
wątroby, chorób układu krążenia i naczyń 
mózgowych, chorób metabolicznych, neuro-
degeneracyjnych oraz nowotworów (angaji i 
współaut. 2010, yang i współaut. 2011).

WPROWADZANIE SIRNA DO KOMÓREK

Skuteczne wprowadzanie siRNA do ko-
mórek ssaków jest ważnym krokiem w więk-
szości eksperymentów opartych na wycisza-
niu ekspresji genów za pośrednictwem RNAi. 
Syntetyczne siRNA mogą być dostarczane 
przez transfekcję za pomocą liposomów, 
elektroporację, transfer genów przy użyciu 
plazmidu lub przez zastosowanie wektora 
wirusowego. Obecnie stosuje się 5 rodzajów 
wektorów wirusowych, do których należą: 
adenowirusy, retrowirusy, lentiwirusy, wirusy 
towarzyszące adenowirusom (ang. AAV-ade-
no-associated virus) oraz baculowirusy (Mit-
taL 2004, Lage 2005, Li i współaut. 2006, 
Lares i współaut. 2010, davidson i MCCray 
2011).

Najprostszym sposobem uruchomienia 
mechanizmu RNAi jest wykorzystanie syn-
tetycznych siRNA. Niemniej jednak, oprócz 
syntezy na drodze chemicznej, siRNA można 
otrzymać in vitro z długich dsRNA za pomo-
cą rekombinowanego kompleksu Dicer. W 
procesie transkrypcji in vitro pośredniczy po-
limeraza RNA T7. Klasyczne metody trans-
fekcji cząsteczek siRNA, wykorzystujące me-

Tabela 1. Główne wady i zalety stosowania wektorów retrowirusowych. 

Zalety Wady
stosunkowo wysoka wydajność transfekcji fakt, że jedynie dzielące się komórki są podatne na 

transdukcję

stabilna integracja przekazywanego materiału 
genetycznego do genomu komórki docelowej

stosunkowo niewielka pojemność retrowirusów rzę-
du około 7,5 kb informacji genetycznej

potencjalnie długotrwała ekspresja transgenu
niekontrolowana integracja wirusa do genomu go-
spodarza, co teoretycznie może prowadzić do wy-
stąpienia ryzyka transformacji nowotworowej ko-
mórki

brak immunogenności białek wirusowych w ko-
mórkach docelowych

możliwość rekombinacji homologicznej terapeutycz-
nych wektorów z endogennym retrowirusem, w wy-
niku replikacji nowych wirusów
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Interferencja RNA stanowi potężne narzę-
dzie do wyciszania ekspresji genów w spo-
sób sekwencyjno-specyficzny, przez co ma 
potencjał do leczenia chorób, np. nowotwo-
rowych. Teoretycznie, siRNA może wpływać 
na proces translacji praktycznie każdego 
mRNA tak długo, jak mRNA ma specyficz-
ną sekwencję, podczas gdy cele tradycyjnych 
leków są ograniczone jedynie do określone-
go typu receptorów komórkowych, kanałów 
jonowych lub enzymów (oh i parK 2009, 
yang i współaut. 2011).

Ze względu na wysoce specyficzną i sil-
ną aktywność RNAi, cząsteczki siRNA mogą 
pojawić się jako bioleki nowej generacji w 
niedalekiej przyszłości. Dwuniciowy RNA ma 
duży potencjał w terapii biofarmaceutycznej. 
Skoro RNAi wpływa na translację, a nie na 
transkrypcję DNA, zatem siRNA nie może 
wchodzić w interakcje z chromosomowym 
DNA. Brak wzajemnych oddziaływań zna-
cząco zmniejsza obawy dotyczące możliwości 
wystąpienia niepożądanych mutacji w wy-
niku stosowania terapii genowej. Interakcje 
siRNA z matrycowym RNA, a nie z białkiem, 
pozwalają zredukować produkcję szkodli-
wych białek.

Inną zaletą zastosowania siRNA jako leku 
terapeutycznego jest szeroki zakres białek 
docelowych, które mogą być wykorzystywa-
ne do wyciszania ekspresji genów w leczeniu 
wielu chorób (oh i parK 2009, bovenberg i 
współaut. 2013).

Terapia genowa może być bardzo sku-
teczna w połączeniu z innymi strategiami 
klinicznymi, takimi jak chemioterapia i ra-
dioterapia. Obecnie wiele badań wskazuje 
ogromne możliwości współpracy między tera-
pią genową a takimi dziedzinami jak farma-
cja, immunologia czy radioterapia, których 
wspólnym celem jest likwidacja dużej liczby 
komórek, w sposób najbardziej efektywny. 
Mało prawdopodobne jest więc, że terapia 
genowa samodzielnie odegra kluczową rolę w 
leczeniu chorób nowotworowych (bovenberg 

we, odegrają w przyszłości większą rolę (ro-
ChLitz 2001, Lares i współaut. 2010).

Niewirusowe metody terapii genowej są 
atrakcyjne głównie dlatego, że dzięki nim 
można uniknąć potencjalnego ryzyka, zwią-
zanego ze stosowaniem wszystkich rodzajów 
wektorów wirusowych. Liposomy zostały wy-
korzystane jako narzędzie transferu genów 
w licznych badaniach in vitro oraz w bada-
niach prowadzonych na zwierzętach. Krót-
koterminowa ekspresja genów może zostać 
osiągnięta poprzez domięśniową iniekcję po-
zbawionego wektora DNA (nagie DNA) lub 
za pomocą mikroskopijnych złotych kulek 
opłaszczonych plazmidowym DNA, które na-
stępnie dostarczane są przy użyciu strzel-
by genowej do wnętrza komórki (roChLitz 
2001).

Oczywiste jest, że umiejętności naukow-
ców do modulowania ekspresji genu w spo-
sób sekwencyjno-specyficzny szybko się roz-
wijają, zapewniając doskonałe możliwości 
regulacji aktywności konkretnych genów. 
Kluczem do sukcesu może okazać się wybór 
sekwencji docelowej, rozpoznawanej przez 
siRNA w sposób taki, aby minimalna liczba 
kopii siRNA była wystarczająca do skutecz-
nego wyłączania ekspresji genu kodującego 
białko (MedeMa 2004).

ZASTOSOWANIE INTERFERENCJI RNA 
W TERAPII

Mechanizm interferencji RNA ma szan-
se znaleźć zastosowanie w szeroko rozumia-
nej opiece zdrowotnej, wskutek czego odegra 
znaczącą rolę w produkcji nowoczesnych le-
ków. Ponadto, metoda RNAi może stanowić 
ważne narzędzie współczesnej biomedycyny. 
Cząsteczki dsRNA są projektowane tak, aby 
wyciszać określone geny u ludzi i zwierząt. W 
celu aktywacji maszynerii RNAi, wyciszające 
cząsteczki RNA są wprowadzane do komórki 
przy pomocy odpowiedniego wektora (angaji i 
współaut. 2010, gavriLov i saLtzMan 2012).

Tabela 2. Główne wady i zalety stosowania wektorów adenowirusowych.

Zalety Wady

możliwość osiągnięcia wysokiego miana wirusa

immunogenność adenowirusów, powodująca pro-
blemy z wielokrotnym zastosowaniem

doświadczenia na ponad dziesięciu milionach 
szczepionek zawierających niezmodyfikowane ade-
nowirusy bez poważnych efektów ubocznych

możliwość upakowania większego fragmen-
tu materiału genetycznego w porównaniu 
z retrowirusami

brak integracji z genomem komórki, co prowadzi 
do utraty informacji genetycznej zaledwie po kil-
ku podziałach stransfekowanych komórek

zdolność do transfekcji komórek niereplikujących 
się
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RNA przy udziale endonukleazy Dicer. W 
rezultacie siRNA są włączane do kompleksu 
RISC, którego celem jest połączenie z kom-
plementarną cząsteczką mRNA, a w konse-
kwencji jej degradacja. Mechanizm interfe-
rencji RNAi w komórkach ssaków z pewno-
ścią pozostanie gorącym tematem nadcho-
dzących lat (CaMpbeLL i Choy 2005, garteL 
i KandeL 2006).

Niemniej jednak, zanim technologia RNAi 
zostanie z powodzeniem wykorzystana w ba-
daniach klinicznych, trzeba pokonać istotne 
przeszkody, takie jak dostarczenie siRNA do 
komórek, niepełne wyciszenie genów docelo-
wych, niespecyficzne reakcje immunologiczne 
czy skutki niespecyficznego wyciszania ge-
nów (ang. off-target effects) (pai i współaut. 
2006).

S t r es zc zen i e

W ciągu ostatnich lat zjawisko interferencji RNA 
(RNAi) stało się powszechnie wykorzystywane jako eks-
perymentalne narządzie do analizy genów oraz pełnio-
nych przez nie funkcji. Wraz ze wzrostem wiedzy na 
temat molekularnych mechanizmów działania endogen-
nego interferującego RNA, małe interferujące RNA (siR-
NA), mogą pojawić się jako grupa innowacyjnych biole-
ków stosowanych do leczenia wielu chorób m.in. chorób 
nowotworowych. Poznanie i zrozumienie szlaków mole-
kularnych istotnych w procesie nowotworzenia stwarza 
możliwości dla terapii nowotworowej wykorzystującej me-
chanizm RNAi. Nowe terapie w leczeniu nowotworów są 
niezbędne, a wykorzystanie małych interferujących RNA 
może stanowić realną strategię.
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Mechanizm RNAi jest badany pod kątem 
możliwości hamowania ekspresji genów zaan-
gażowanych w proces nowotworzenia. Trans-
lokacja prowadząca do powstania chromo-
somu Philadelphia (Ph) powoduje powstanie 
genu fuzyjnego bcr-abl. Produkowane nowe, 
nieprawidłowe białko, tak zwana kinaza ty-
rozynowa bcr-abl, wykazuje stałą aktywność. 
Białko to jest wykrywane w przewlekłej bia-
łaczce szpikowej oraz ostrej białaczce limfo-
blastycznej. Okazało się, że siRNA specyficz-
ne do transkryptu genu bcr-abl wyciszają on-
kogenny transkrypt fuzyjny, bez wpływu na 
poziom ekspresji prawidłowych transkryptów 
c-ABL oraz c-BCR. Badania tego typu po-
twierdzają koncepcję opartą na mechanizmie 
RNAi, mającą na celu odwrócenie procesu 
nowotworzenia (angaji i współaut. 2010).

Nowe terapie w leczeniu nowotworów są 
niezbędne, a wykorzystanie małych interfe-
rujących RNA może stanowić realną stra-
tegię. Dzięki unikatowym właściwościom 
siRNA, takim jak niewielki rozmiar, duże 
powinowactwo, brak immunogenności, sze-
roka możliwość modyfikacji w celu poprawy 
ich zastosowania in vivo, cząsteczki te mogą 
stanowić alternatywę dla przeciwciał, szcze-
gólnie przy pokonywaniu bariery krew-mózg 
(gerMano i bineLLo 2013, Liu i współaut. 
2013, rèMe i współaut. 2013).

siRNA są z powodzeniem stosowane w 
leczeniu wielu ludzkich chorób, a w ostat-
nich latach ta klasa cząsteczek wykazała 
ogromny potencjał terapeutyczny w walce z 
nowotworami. 

Szczególnie istotną przeszkodą w rozwo-
ju terapii klinicznej wykorzystującej zjawi-
sko interferencji RNA, jest konieczność za-
pewnienia odpowiednio wysokiej wydajności 
dostarczania cząsteczek siRNA do komórek 
zmienionych nowotworowo. Zaproponowano 
różne strategie, aby sprostać temu zadaniu. 
Na przykład, plazmid kodujący krótkie RNA 
o strukturze szpilki do włosów (ang. small 
hairpin RNA, shRNA), skierowane na ludzki 
receptor EGFR (ang. epidermal growth fac-
tor receptor), został dostarczony do komórek 
nowotworowych przez kapsułkowanie w im-
munoliposomach (ang. pegylated immunoli-
posomes, PILs) sprzężonych z dwoma prze-
ciwciałami monoklonalnymi odpowiedzial-
nymi za transport cząsteczki (Catuogno i 
współaut. 2012).

PODSUMOWANIE

Interferencja RNA jest procesem sekwen-
cyjno-specyficznego wyciszania genów za po-
mocą dwuniciowego RNA. Małe interferują-
ce siRNA powstają z długich dwuniciowych 
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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.
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