
Pomimo stosowania nowoczesnego le-
czenia chirurgicznego, radio- i chemio-
terapii wyniki leczenia nowotworów na-
dal są niezadowalające. Nowe nadzieje
niesie inżynieria genetyczna i możliwość
ingerencji w genom komórek nowotwo-
rowych w celu regulacji funkcji genów
odpowiedzialnych za transformację
i progresję guza. Odkrycie zjawiska in-
terferencji RNA (RNAi) zapoczątkowało
badania dotyczące hamowania ekspre-
sji wybranych genów przez małe inter-
ferujące RNA (siRNA) w komórkach ssa-
ków. Naturalne występowanie tego zja-
wiska w organizmach eukariotycznych
zapewnia cząsteczce siRNA dużo większą
efektywność i specyficzność w porówna-
niu z innymi metodami wyciszania, jak
nukleotydy antysensowne i rybozymy. Po-
mimo istnienia technicznych wyzwań
związanych ze specyficznością, syntezą
i podawaniem siRNA, cząsteczka ta stwa-
rza duże możliwości terapeutyczne w le-
czeniu tak skomplikowanych schorzeń,
jak zaawansowane nowotwory.

SSłłoowwaa  kklluucczzoowwee:: terapia przeciwnowo-
tworowa, wyciszanie genów, interferen-
cja RNA (RNAi), krótkie interferujące
RNA (siRNA).
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Wstęp

Znamy co najmniej kilka rodzajów cząsteczek zdolnych do specyficzne-
go wyciszania genów na poziomie mRNA, które próbowano wykorzystać
jako terapeutyki. Do 3 głównych zalicza się: chemicznie modyfikowane an-
tysensowne oligodeoksyrybonukleotydy (ODN), rybozymy i siRNA (Small
Interfering RNA), rzadziej używane to PNA (Peptide Nucleic Acid) i DNAzy-
my [1].

ODN to ok. 20-nukleotydowe odcinki DNA łączące się z pre-mRNA i mRNA.
Powstałe kompleksy RNA-DNA są degradowane przez rybonukleazę H (RNa-
ze H). ODN wykazują niekiedy toksyczność komórkową, wiążąc niespecy-
ficznie endogenne białka, indukują odpowiedź układu immunologicznego
poprzez interferon oraz receptory TLR (Toll-like Receptor) [2]. Wśród kilku
klas rybozymów te najlepiej poznane określane są mianem hammerhead.
Rybozymy po przyłączeniu do komplementarnej nici mRNA ulegają akty-
wacji, co prowadzi do degradacji mRNA/pre-mRNA. Rybozymy, podobnie
jak ODNs hybrydyzują bezpośrednio z mRNA i wymagają użycia relatyw-
nie dużych stężeń, co pociąga za sobą ryzyko niespecyficznego działania.
Z kolei siRNA są to krótkie, dwuniciowe odcinki RNA, które występują jako
główne cząsteczki efektorowe naturalnego mechanizmu, zwanego interfe-
rencją RNA (RNAi), która prowadzi do specyficznej degradacji mRNA. 

Większość badań porównawczych dowiodła, że siRNA jest dużo bardziej
skuteczne, a efekt działania utrzymuje się dłużej niż w przypadku ODN, ry-
bozymów i DNAzymów [3–5]. Dowiedziono, że w przypadku siRNA dawka,
która powoduje wyciszenie, jest ok. 100 do 1000 razy niższa niż optymalna
dawka PNA skierowana przeciwko temu samemu mRNA [3, 4]. Niskie stęże-
nie siRNA, jakie jest potrzebne do wywołania pozytywnego efektu, jak i fakt,
że siRNA szybko i specyficznie wiąże się z RISC (RNA Induced Silencing Com-
plex), ogranicza wiązanie z innymi białkami komórkowymi. Wprowadzane
syntetyczne siRNA już w stężeniu kilku nanomoli powodowało redukcję do-
celowego mRNA do 95% [6]. Poza efektem niespecyficznego wiązania białek
pojawia się również problem niespecyficznego wyciszania genu, tzw. efekt
off-target. Zaangażowanie naturalnie istniejącego aparatu enzymatycznego
powoduje, że prawdopodobieństwo efektów off-target w przypadku siRNA
jest zdecydowanie mniejsze niż ODN. Uważa się, że odpowiednie dobranie
sekwencji antysensownej decyduje o selektywności działania siRNA i elimi-
nuje efekt off-target.

Interferencja RNA

Zidentyfikowanie cząsteczek biorących udział w procesie interferencji RNA
przyczyniło się do szybkiego rozwoju badań z wykorzystaniem tego zjawiska
w naukach podstawowych oraz w terapii.

Specyficzna degradacja mRNA indukowana egzogennym RNA została za-
obserwowana po raz pierwszy u roślin w 1990 r. [7, 8]. U zwierząt zjawisko
interferencji RNA (RNAi) po raz pierwszy wykazali Guo i Kemphues (1995),
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którzy używając antysensownej nici RNA, zablokowali ekspresję genu par1
w C. elegans. Okazało się również, że zastosowanie sensownej nici RNA po-
woduje analogiczny efekt [9]. Przeprowadzone doświadczenia zainspirowa-
ły Fire i Mello do rozpoczęcia podobnych badań polegających na iniekcji po-
dwójnej nici RNA (dsRNA) do ciała C. elegans. Wywołało to specyficzne wy-
ciszenie genu o sekwencji homologicznej do sekwencji wprowadzonej [10].
Obserwowane wyciszenie było bardziej skuteczne niż w przypadku zastoso-
wania pojedynczej sensownej lub antysensownej nici RNA. Przeprowadzone
badania i ich wyniki okazały się przełomowe w poznaniu regulacji ekspresji
genów, a ich twórcy zostali w bieżącym roku wyróżnieni Nagrodą Nobla
w dziedzinie medycyny. Zjawisko to okazało się powszechne u wszystkich
eukariontów, u zwierząt znane jest jako interferencja RNA (RNAi), u roślin ja-
ko potranskrypcyjne wyciszanie genów PTGS (Post-Transcriptional Gene-Si-
lencing), natomiast w przypadku grzybów jako quelling [11, 12]. Coraz czę-
ściej jednak w celu ujednolicenia terminologii termin RNAi stosuje się do okre-
ślenia wyciszania zarówno u zwierząt, jak i u roślin [13]. 

Rola RNAi w komórce eukariotycznej jak dotąd nie jest do końca pozna-
na. Wiadomo, że niektóre organizmy wykorzystują interferencję RNA do wal-
ki z wirusami. Materiał genetyczny wirusa po wprowadzeniu do komórki
gospodarza może indukować proces RNAi powodujący degradację wiruso-
wego RNA. RNAi wykorzystywane jest również do wyciszania transpozo-
nów, zapewniając tym samym integralność genomu organizmów eukario-
tycznych, oraz do potranskrypcyjnej regulacji ekspresji genów [1, 14].

Mechanizm działania siRNA

Proces RNAi zostaje zainicjowany w cytoplazmie w momencie pojawie-
nia się długich dwuniciowych cząsteczek RNA (dsRNA) lub cząsteczek RNA
o strukturze spinki do włosów (shRNA – short hairpin RNA). Cząsteczka
dsRNA niezależnie od jej sekwencji jest rozpoznawana i hydrolizowana
przez nukleazę Dicer. Produktem trawienia dsRNA są krótkie, dwuniciowe
interferujące siRNA o długości 21–23 nukleotydów, zakończone dwoma
wolnymi nukleotydami na końcu 3 [6]. Nukleaza Dicer została po raz pierw-
szy odkryta u D. melanogaster. Dicer występujący w komórkach ludzkich
należy do rodziny rybonukleaz typu III i posiada dwie domeny o aktywno-
ści Rnazy III, domenę PAZ, zależną od ATP domenę helikazową oraz dome-
nę wiążącą dsRNA [15, 16]. Powstałe siRNA wraz z wyciszającym komplek-
sem RISC uczestniczą w reakcji degradacji homologicznego mRNA. Akty-
wacja RISC wymaga rozplecenia dwuniciowych siRNA. Następnie kompleks
RISC wiąże preferencyjnie jedną z nici siRNA. Biochemiczne i bioinforma-
tyczne analizy wskazują, że to sekwencja i struktura siRNA decyduje o tym,
która z nici zostanie związana z RISC, dlatego niektóre z syntetycznych
siRNA pozostają nieaktywne in vivo z powodu wiązania nieodpowiedniej
nici w kompleksie RISC [17]. Jednoniciowy siRNA łączy się na zasadzie kom-
plementarności z docelową sekwencją mRNA. Endonukleaza Ago2 (wcho-
dząca w skład rodziny białek Argonaute) przecina powstałe dupleksy
mRNA/siRNA, a dalsza degradacja zachodzi pod wpływem działania egzo-
nukleaz [18, 19]. Badania nad składem i funkcją RISC wskazują na istnie-
nie w obrębie kompleksu również innych białek z rodziny Argonaute, bia-
łek wiążących dsRNA, jak również wielu białek o aktywności helikaz i nu-
kleaz. Białka Argonaute charakteryzują się posiadaniem dwóch
konserwatywnych domen PAZ oraz PIWI [16, 20, 21]. Domena PAZ odpo-
wiada za wiązanie siRNA, podczas gdy domena PIWI jest strukturalnie po-
dobna do domeny rybonukleazy H i może wykazywać aktywność endory-
bonukleazy. Po zdegradowaniu docelowej cząsteczki RNA, RISC zostaje
uwolniony i może być ponownie wykorzystany w procesie RNAi. Niektóre
z białek kompleksu RISC zostały odnalezione w połączeniu z białkami ry-
bosomalnymi, jak L5, L11, jak i z 5Sr RNA, co nasuwa przypuszczenie, że
proces interferencji RNA może wpływać także na etap translacji (ryc. 1.)
[20, 22, 23].
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Sposoby wprowadzania siRNA do żywych 
organizmów

Do tej pory przeprowadzono wiele szczegółowych badań
nad wprowadzaniem syntezowanego chemicznie siRNA
i plazmidów oraz wirusów produkujących siRNA do organi-
zmów modelowych z wykorzystaniem różnych metod. Sku-
teczność metody wprowadzania zdaje się zależeć zarówno
od rodzaju tkanki, jak i wielkości organu, do którego wpro-
wadzane jest siRNA [24–28]. Pierwszą udaną próbą wpro-
wadzenia siRNA do tkanek myszy było dożylne wstrzyknię-
cie fizjologicznego roztworu siRNA pod wysokim ciśnieniem
[28, 29]. Do wprowadzania siRNA wykorzystywano również
systemy wirusowe, m.in. rekombinowany AAV (Adeno-Asso-
ciated Virus), który zapewnia długotrwałą (nawet do 7 tyg.
od czasu iniekcji) ekspresję siRNA zarówno w komórkach dzie-
lących się, jak i w nieulegających podziałom [30]. Dobre efek-
ty uzyskano również poprzez bezpośrednie wstrzyknięcie
siRNA kodowanego przez adenowirusa do komórek wątroby
i mózgu myszy [27]. Z myślą o zastosowaniu terapeutycznym
opracowuje się metodę łagodniejszego podawania siRNA,
z wykorzystaniem białek zdolnych do przenoszenia makro-
molekuł przez błonę komórkową, tzw. CPP (Cell Penetrating
Peptide), liposomów, immunoliposomów, nanocząsteczek czy
też przeciwciał lub ich części [31–33]. Możliwe również wy-
daje się podawanie siRNA w postaci aerozolu przy schorze-
niach płuc i dróg oddechowych [34]. Obecnie w badaniach
klinicznych zastosowanie znalazło dostarczanie tzw. nagiej
cząsteczki siRNA. Wykorzystuje się także nośniki oparte na li-
pidach.

Perspektywy terapii opartej na interferencji RNA

Odkrycie naturalnego procesu specyficznej degradacji
mRNA stało się podstawą do rozwoju nowego kierunku dzia-
łania w terapii genowej. Pierwsze prace nad rozwijaniem
nowych terapii w oparciu o proces interferencji RNA wyka-
zały, że stosowane cząsteczki dwuniciowego RNA o długo-
ści ponad 30 pz indukują u ssaków ekspresję interferonu.
Powodowało to zahamowanie translacji i degradację wszyst-
kich cząsteczek mRNA w komórce. Dopiero dzięki pracy Tu-
schla i jego zespołu wykazano, że syntetyczne 21-nukleoty-
dowe RNA (siRNA) wyciszają geny docelowe, bez indukcji
ekspresji interferonu [6]. Pozwoliło to na znaczne przyspie-
szenie prac nad wdrożeniem nowej terapii. Odżyła również
nadzieja na skuteczne leczenie schorzeń, w których zasto-
sowanie technologii antysensu nie dało spodziewanych re-
zultatów. Przykładem może być zastosowanie siRNA do wy-
ciszenia transferazy metylowej DNA. Próby przeprowadzo-
ne z nukleotydami antysensownymi i rybozymami dawały
niepełne zahamowanie ekspresji i w konsekwencji nie wpły-
wały na zwiększenie wrażliwości na leki. Natomiast zasto-
sowanie siRNA może dać tu oczekiwane rezultaty [35].

Badania kliniczne i przedkliniczne

Obecnie trwają już badania kliniczne nad wykorzysta-
niem siRNA w walce ze starczym zwyrodnieniem plamki
(AMD – Age-related Macular Degeneration). Celem działa-
nia tego leku jest receptor naczyniowo-śródbłonkowego
czynnika wzrostu (VEGF – Vascular Endothelial Growth Fac-

tor). Badania kliniczne dotyczą dwóch leków opartych na siR-
NA: Sirna-027 (Sirna Therapeutics) – I faza oraz Cand5 (Acu-
ity Pharmaceuticals) – II faza. Prowadzone są również ba-
dania kliniczne nad wykorzystaniem siRNA w infekcjach wi-
rusowych górnych dróg oddechowych, tu prym wiedzie firma
Alnylam Pharmaceuticals, która pracuje nad wprowadze-
niem leków opartych na siRNA do leczenia m.in. grypy, ast-
my, przewlekłej obturacyjnej choroby płuc (POChP, ang.
COPD – Chronic Obstructive Pulmonary Disease) czy idiopa-
tycznego włóknienia płuc (IPF – Idiopathic Pulmonary Fibro-
sis). W tab. 1. wyszczególniono firmy, które obecnie pracują
nad wprowadzeniem do terapii siRNA.

Wśród zainteresowanych rozwijaniem tej terapii znajduje
się również przedstawiciel Polski – Celon Pharma z siedzibą
w Łomiankach pod Warszawą. Firma pracuje nad wykorzysta-
niem siRNA w terapii chorób nowotworowych oraz metabo-
licznych.

Choroby nowotworowe

Ze względu na brak w pełni skutecznych leków onkolo-
gia wiąże duże nadzieje z nową terapią. Kolejne doniesie-
nia o zmienionej, często zwiększonej ekspresji genów w ko-
mórkach nowotworowych zwracają uwagę na możliwość wy-
korzystania siRNA do wyciszenia ekspresji tych genów. Inną
grupę docelową w terapii przeciwnowotworowej opartej
na siRNA stanowią geny białek antyapoptotycznych. Być mo-
że ich wyciszenie może indukować wchodzenie komórek
na szlak apoptozy. Wśród wielu badań przeprowadzonych
w tym kierunku siRNA zastosowano do wyciszenia m.in. ge-
nu K-RASV12 [36], FGF4 [37, 38], c-myc [39, 40], STAT3 [40],
PTTG [41, 42], hTERT [43-45], chimery E2A-PBX1 [46], Skp2 [47],

RRyycc..  11.. Mechanizm działania siRNA
FFiigg..  11.. Mechanism of siRNA action



PIK3CB [48]. W toku przeprowadzanych badań zwrócono rów-
nież uwagę na geny, przeciwko którym wcześniej próbowano
zastosować oligonukleotydy antysensowne. Do tej grupy na-
leżą przede wszystkim geny z prowadzonych już badań kli-
nicznych (często znajdujących się już w zaawansowanych fa-
zach) nad zastosowaniem ODN: kodujący surwiwinę [49, 50],
XIAP [51], ECE-1 [52], uPA [53] oraz E6 [54]. Zastosowanie tech-
nologii RNAi może także pomóc w przezwyciężeniu główne-
go problemu chemioterapii – oporności wielolekowej, która
rozwija się u pacjentów na skutek zwiększonej ekspresji bia-
łek oporności wielolekowej z rodziny MDR. Jak wykazały ba-
dania, zahamowanie ekspresji MDR1 (MultiDrug Resistance
protein 1) spowodowało ponowne uwrażliwienie komórek
na chemioterapię [55, 56]. Także wyciszenie innych genów, jak

np. surwiwiny zwiększa uwrażliwienie komórek na różne
czynniki terapeutyczne i powoduje zwiększenie wrażliwo-
ści na apoptozę indukowaną TRAIL [50]. Z kolei zastosowa-
nie siRNA przeciwko genowi kodującemu białko promujące
wzrost neurytów (midkine) uwrażliwiło komórki raka prosta-
ty na paklitaksel [57]. Wyciszenie jednego z genów powodu-
jących zespół Cockayne’a uwrażliwiło komórki HeLa na pro-
mieniowanie [58]. SiRNA skierowane przeciwko Bcl-2 spowo-
dowało wzrost wrażliwości komórek HepG2 na 5-fluorouracyl
oraz 10-hydroksykamptotecynę [59]. 

Kolejną grupą genów stanowiących potencjalny cel w te-
rapii mogą być geny kodujące białka naprawiające uszkodze-
nia DNA, w tym głównie podwójne pęknięcia [38]. Generowa-
nie takich uszkodzeń jest jednym z głównych mechanizmów
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TTaabbllee  11.. Pharmaceutical companies focused on siRNA

*RSV – syncytialny wirus oddechowy (respiratory syncytial virus)
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Acuity Pharmaceutica okulistyka II faza klinikliniczna www.acuitypharma.com

(Stany Zjednoczone)

Alnylam Pharmaceuticals infekcje wirusowe I faza kliniczna (RSV)* www.alnylam.com

(Stany Zjednoczone) przedkliniczna (grypa)

choroba Parkinsona przedkliniczna

choroby metaboliczne przedkliniczna

uszkodzenia rdzenia kręgowego przedkliniczna

mukowiscydoza przedkliniczna

Atugen choroby metaboliczne przedkliniczna www.atugen.com

(Niemcy) okulistyka przedkliniczna

onkologia przedkliniczna

Benitec HIV/AIDS I faza kliniczna www.benitec.com

(Stany Zjednoczone) wirusowe zapalenie wątroby typu C przedkliniczna

Celon Pharma onkologia przedkliniczna www.celonpharma.com

(Polska) choroby metaboliczne przedkliniczna

CytRx choroby metaboliczne przedkliniczna www.cytrxlabs.com

(Stany Zjednoczone) stwardnienie zanikowe boczne przedkliniczna

cytomegalowirus przedkliniczna

Genesis Research & Development alergia przedkliniczna www.genesis.co.nz

(Nowa Zelandia)

Intradigm onkologia przedkliniczna www.intradigm.com

(Stany Zjednoczone)

Nucleonics wirusowe zapalenia wątroby typu B i C przedkliniczna www.nucleonicsinc.com

(Stany Zjednoczone)

Phytovation wirusowe zapalenie wątroby typu C przedkliniczna www.phytovation.com

(Holandia) grypa przedkliniczna

HIV przedkliniczna

Sirna Therapeutics okulistyka I faza kliniczna www.sirna.com

(Stany Zjednoczone) choroba Huntingtona przedkliniczna

astma przedkliniczna

choroby metaboliczne przedkliniczna

dermatologia przedkliniczna
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działania leków stosowanych w chemioterapii. Czas pokaże,
czy terapie z wykorzystaniem siRNA zastąpią chemioterapię,
czy tylko zwiększą jej skuteczność, pozwalając na zmniejsze-
nie dawek, a co za tym idzie, także przyczynią się od obniże-
nia tak uciążliwych skutków ubocznych obecnej terapii. 
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