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Pomimo stosowania nowoczesnego le-
czenia chirurgicznego, radio- i chemio-
terapii wyniki leczenia nowotworéw na-
dal sg niezadowalajace. Nowe nadzieje
niesie inzynieria genetyczna i mozliwos¢
ingerencji w genom komérek nowotwo-
rowych w celu regulacji funkcji genéw
odpowiedzialnych za transformacje
i progresje guza. Odkrycie zjawiska in-
terferencji RNA (RNAI) zapoczatkowato
badania dotyczace hamowania ekspre-
sji wybranych genéw przez mate inter-
ferujgce RNA (siRNA) w komérkach ssa-
kow. Naturalne wystepowanie tego zja-
wiska w organizmach eukariotycznych
zapewnia czasteczce siRNA duzo wieksza
efektywnosc¢ i specyficznosé w poréwna-
niu z innymi metodami wyciszania, jak
nukleotydy antysensowne i rybozymy. Po-
mimo istnienia technicznych wyzwan
zwigzanych ze specyficznoscia, synteza
i podawaniem siRNA, czasteczka ta stwa-
rza duze mozliwosci terapeutyczne w le-
czeniu tak skomplikowanych schorzen,
jak zaawansowane nowotwory.

Stowa kluczowe: terapia przeciwnowo-
tworowa, wyciszanie gendéw, interferen-
cja RNA (RNAJ), krotkie interferujace
RNA (siRNA).
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Znamy co najmniej kilka rodzajow czgsteczek zdolnych do specyficzne-
go wyciszania gendw na poziomie mRNA, ktére probowano wykorzystac
jako terapeutyki. Do 3 gtéwnych zalicza sie: chemicznie modyfikowane an-
tysensowne oligodeoksyrybonukleotydy (ODN), rybozymy i siRNA (Small
Interfering RNA), rzadziej uzywane to PNA (Peptide Nucleic Acid) i DNAzy-
my [1].

ODN to ok. 20-nukleotydowe odcinki DNA taczace sie z pre-mRNA i mRNA.
Powstate kompleksy RNA-DNA sg degradowane przez rybonukleaze H (RNa-
ze H). ODN wykazuja niekiedy toksycznos¢ komérkowa, wiazac niespecy-
ficznie endogenne biatka, indukuja odpowiedz uktadu immunologicznego
poprzez interferon oraz receptory TLR (Toll-like Receptor) [2]. Wsrod kilku
klas rybozymow te najlepiej poznane okreslane sa mianem hammerhead.
Rybozymy po przytaczeniu do komplementarnej nici mRNA ulegaja akty-
wacji, co prowadzi do degradacji mRNA/pre-mRNA. Rybozymy, podobnie
jak ODNs hybrydyzuja bezposrednio z mRNA i wymagaja uzycia relatyw-
nie duzych stezen, co pocigga za sobg ryzyko niespecyficznego dziatania.
Z kolei siRNA s3 to krotkie, dwuniciowe odcinki RNA, ktére wystepuja jako
gtéwne czasteczki efektorowe naturalnego mechanizmu, zwanego interfe-
rencja RNA (RNAI), ktéra prowadzi do specyficznej degradacji mRNA.

Wiekszos¢ badah pordwnawczych dowiodta, ze siRNA jest duzo bardziej
skuteczne, a efekt dziatania utrzymuje sie dtuzej niz w przypadku ODN, ry-
bozyméw i DNAzymow [3-5]. Dowiedziono, ze w przypadku siRNA dawka,
ktéra powoduje wyciszenie, jest ok. 100 do 1000 razy nizsza niz optymalna
dawka PNA skierowana przeciwko temu samemu mRNA [3, 4]. Niskie steze-
nie siRNA, jakie jest potrzebne do wywotania pozytywnego efektu, jak i fakt,
ze siRNA szybko i specyficznie wigze sie z RISC (RNA Induced Silencing Com-
plex), ogranicza wigzanie z innymi biatkami komérkowymi. Wprowadzane
syntetyczne siRNA juz w stezeniu kilku nanomoli powodowato redukcje do-
celowego mRNA do 95% [6]. Poza efektem niespecyficznego wigzania biatek
pojawia sie rowniez problem niespecyficznego wyciszania genu, tzw. efekt
off-target. Zaangazowanie naturalnie istniejacego aparatu enzymatycznego
powoduje, ze prawdopodobienstwo efektow off-target w przypadku siRNA
jest zdecydowanie mniejsze niz ODN. Uwaza sie, ze odpowiednie dobranie
sekwencji antysensownej decyduje o selektywnosci dziatania siRNA i elimi-
nuje efekt off-target.

Interferencja RNA

Zidentyfikowanie czasteczek biorgcych udziat w procesie interferencji RNA
przyczynito sie do szybkiego rozwoju badanh z wykorzystaniem tego zjawiska
w naukach podstawowych oraz w terapii.

Specyficzna degradacja mRNA indukowana egzogennym RNA zostata za-
obserwowana po raz pierwszy u roslin w 1990 r. [7, 8]. U zwierzat zjawisko
interferencji RNA (RNAI) po raz pierwszy wykazali Guo i Kemphues (1995),
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Despite modern application of surgical
treatment as well as radio- and
chemotherapy the results of cancer
treatment are still disappointing. Genetic
engineering brings new hopes and
capability of interference in the genome
of tumour cells for regulation of function
of genes responsible for transformation
and progression of cancer. Discovery of
the phenomenon of interference RNA
has initiated research by using small
interfering RNA (siRNA) for gene silencing
in mammalian cells. Natural occurrence
of this phenomenon in eukaryotic
organisms provides the greatest efficiency
and specificity in comparison with other
methods of gene silencing such as
antisense oligonucleotides and ribozymes.
Despite the existence of technical
challenges related to specificity, synthesis
and feeding siRNA, this molecule has
great therapeutic capabilities in treatment
of such complicated sickness as
advanced tumours.
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ktorzy uzywajac antysensownej nici RNA, zablokowali ekspresje genu parl
w C. elegans. Okazato sie réwniez, ze zastosowanie sensownej nici RNA po-
woduje analogiczny efekt [9]. Przeprowadzone doswiadczenia zainspirowa-
ty Fire i Mello do rozpoczecia podobnych badan polegajacych na iniekcji po-
dwajnej nici RNA (dsRNA) do ciata C. elegans. Wywotato to specyficzne wy-
ciszenie genu o sekwencji homologicznej do sekwencji wprowadzonej [10].
Obserwowane wyciszenie byto bardziej skuteczne niz w przypadku zastoso-
wania pojedynczej sensownej lub antysensownej nici RNA. Przeprowadzone
badania i ich wyniki okazaty sie przetomowe w poznaniu regulacji ekspresji
gendw, a ich tworcy zostali w biezacym roku wyréznieni Nagroda Nobla
w dziedzinie medycyny. Zjawisko to okazato sie powszechne u wszystkich
eukariontow, u zwierzat znane jest jako interferencja RNA (RNAI), u roslin ja-
ko potranskrypcyjne wyciszanie genéw PTGS (Post-Transcriptional Gene-Si-
lencing), natomiast w przypadku grzybéw jako quelling [11, 12]. Coraz cze-
sciej jednak w celu ujednolicenia terminologii termin RNAI stosuje sie do okre-
Slenia wyciszania zaréwno u zwierzat, jak i u roslin [13].

Rola RNAi w komorce eukariotycznej jak dotad nie jest do konca pozna-
na. Wiadomo, ze niektdre organizmy wykorzystuja interferencje RNA do wal-
ki z wirusami. Materiat genetyczny wirusa po wprowadzeniu do komorki
gospodarza moze indukowac proces RNAi powodujacy degradacje wiruso-
wego RNA. RNAI wykorzystywane jest rowniez do wyciszania transpozo-
néw, zapewniajac tym samym integralnos$é genomu organizméw eukario-
tycznych, oraz do potranskrypcyjnej regulacji ekspresji genow [1, 14].

Mechanizm dziatania siRNA

Proces RNAI zostaje zainicjowany w cytoplazmie w momencie pojawie-
nia sie dtugich dwuniciowych czasteczek RNA (dsRNA) lub czasteczek RNA
o strukturze spinki do wtosow (shRNA — short hairpin RNA). Czasteczka
dsRNA niezaleznie od jej sekwencji jest rozpoznawana i hydrolizowana
przez nukleaze Dicer. Produktem trawienia dsRNA sg krotkie, dwuniciowe
interferujace siRNA o dtugosci 21-23 nukleotydoéw, zakonczone dwoma
wolnymi nukleotydami na kornicu 3 [6]. Nukleaza Dicer zostata po raz pierw-
szy odkryta u D. melanogaster. Dicer wystepujacy w komadrkach ludzkich
nalezy do rodziny rybonukleaz typu Il i posiada dwie domeny o aktywno-
$ci Rnazy Ill, domene PAZ, zalezng od ATP domene helikazowa oraz dome-
ne wigzaca dsRNA [15, 16]. Powstate siRNA wraz z wyciszajagcym komplek-
sem RISC uczestnicza w reakcji degradacji homologicznego mRNA. Akty-
wacja RISC wymaga rozplecenia dwuniciowych siRNA. Nastepnie kompleks
RISC wigze preferencyjnie jedna z nici siRNA. Biochemiczne i bioinforma-
tyczne analizy wskazuja, Ze to sekwencja i struktura siRNA decyduje o tym,
ktora z nici zostanie zwigzana z RISC, dlatego niektére z syntetycznych
siRNA pozostaja nieaktywne in vivo z powodu wigzania nieodpowiedniej
nici w kompleksie RISC [17]. Jednoniciowy siRNA taczy sie na zasadzie kom-
plementarnosci z docelowa sekwencjag mRNA. Endonukleaza Ago2 (wcho-
dzaca w sktad rodziny biatek Argonaute) przecina powstate dupleksy
mMRNA/siRNA, a dalsza degradacja zachodzi pod wptywem dziatania egzo-
nukleaz [18, 19]. Badania nad sktadem i funkcjg RISC wskazuja na istnie-
nie w obrebie kompleksu réwniez innych biatek z rodziny Argonaute, bia-
tek wigzgcych dsRNA, jak réwniez wielu biatek o aktywnosci helikaz i nu-
kleaz. Biatka Argonaute charakteryzuja sie posiadaniem dwoéch
konserwatywnych domen PAZ oraz PIWI [16, 20, 21]. Domena PAZ odpo-
wiada za wigzanie siRNA, podczas gdy domena PIWI jest strukturalnie po-
dobna do domeny rybonukleazy H i moze wykazywac aktywnos¢ endory-
bonukleazy. Po zdegradowaniu docelowej czasteczki RNA, RISC zostaje
uwolniony i moze by¢ ponownie wykorzystany w procesie RNAI. Niektore
z biatek kompleksu RISC zostaty odnalezione w potaczeniu z biatkami ry-
bosomalnymi, jak L5, L11, jak i z 55r RNA, co nasuwa przypuszczenie, ze
proces interferencji RNA moze wptywac takze na etap translacji (ryc. 1.)
[20, 22, 23].
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Sposoby wprowadzania siRNA do zywych
organizméw

Do tej pory przeprowadzono wiele szczegdtowych badan
nad wprowadzaniem syntezowanego chemicznie siRNA
i plazmidéw oraz wiruséw produkujacych siRNA do organi-
zméw modelowych z wykorzystaniem réznych metod. Sku-
tecznos¢ metody wprowadzania zdaje sie zaleze¢ zarbwno
od rodzaju tkanki, jak i wielkosci organu, do ktérego wpro-
wadzane jest siRNA [24-28]. Pierwszg udang préba wpro-
wadzenia siRNA do tkanek myszy byto dozylne wstrzyknie-
cie fizjologicznego roztworu siRNA pod wysokim cisnieniem
[28, 29]. Do wprowadzania siRNA wykorzystywano réwniez
systemy wirusowe, m.in. rekombinowany AAV (Adeno-Asso-
ciated Virus), ktéry zapewnia dtugotrwatg (nawet do 7 tyg.
od czasu iniekcji) ekspresje SiRNA zaréwno w komérkach dzie-
lacych sie, jak i w nieulegajacych podziatom [30]. Dobre efek-
ty uzyskano réwniez poprzez bezposrednie wstrzykniecie
siRNA kodowanego przez adenowirusa do komérek watroby
imozgu myszy [27]. Z mysla o zastosowaniu terapeutycznym
opracowuje sie metode tagodniejszego podawania siRNA,
z wykorzystaniem biatek zdolnych do przenoszenia makro-
molekut przez btone komérkowa, tzw. CPP (Cell Penetrating
Peptide), liposomaéw, immunoliposomaéw, nanoczasteczek czy
tez przeciwciat lub ich czesci [31-33]. Mozliwe réwniez wy-
daje sie podawanie siRNA w postaci aerozolu przy schorze-
niach ptuc i drég oddechowych [34]. Obecnie w badaniach
klinicznych zastosowanie znalazto dostarczanie tzw. nagiej
czgsteczki SIRNA. Wykorzystuje sie takze nosniki oparte na li-
pidach.

Perspektywy terapii opartej na interferencji RNA

Odkrycie naturalnego procesu specyficznej degradacji
mRNA stato sie podstawa do rozwoju nowego kierunku dzia-
tania w terapii genowej. Pierwsze prace nad rozwijaniem
nowych terapii w oparciu o proces interferencji RNA wyka-
zaty, ze stosowane czasteczki dwuniciowego RNA o dtugo-
Sci ponad 30 pz indukuja u ssakéw ekspresje interferonu.
Powodowato to zahamowanie translacji i degradacje wszyst-
kich czgsteczek mRNA w komérce. Dopiero dzieki pracy Tu-
schlaijego zespotu wykazano, ze syntetyczne 21-nukleoty-
dowe RNA (siRNA) wyciszaja geny docelowe, bez indukcji
ekspresji interferonu [6]. Pozwolito to na znaczne przyspie-
szenie prac nad wdrozeniem nowej terapii. Odzyta réwniez
nadzieja na skuteczne leczenie schorzen, w ktérych zasto-
sowanie technologii antysensu nie dato spodziewanych re-
zultatéw. Przyktadem moze byé zastosowanie siRNA do wy-
ciszenia transferazy metylowej DNA. Préby przeprowadzo-
ne z nukleotydami antysensownymi i rybozymami dawaty
niepetne zahamowanie ekspresji i w konsekwencji nie wpty-
waty na zwiekszenie wrazliwosci na leki. Natomiast zasto-
sowanie siRNA moze dac tu oczekiwane rezultaty [35].

Badania kliniczne i przedkliniczne

Obecnie trwaja juz badania kliniczne nad wykorzysta-
niem siRNA w walce ze starczym zwyrodnieniem plamki
(AMD — Age-related Macular Degeneration). Celem dziata-
nia tego leku jest receptor naczyniowo-srédbtonkowego
czynnika wzrostu (VEGF — Vascular Endothelial Growth Fac-
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Fig. 1. Mechanism of siRNA action

tor). Badania kliniczne dotyczg dwdch lekéw opartych na siR-
NA: Sirna-027 (Sirna Therapeutics) — | faza oraz Cand5 (Acu-
ity Pharmaceuticals) — Il faza. Prowadzone sg réwniez ba-
dania kliniczne nad wykorzystaniem siRNA w infekcjach wi-
rusowych goérnych drég oddechowych, tu prym wiedzie firma
Alnylam Pharmaceuticals, ktéra pracuje nad wprowadze-
niem lekéw opartych na siRNA do leczenia m.in. grypy, ast-
my, przewlektej obturacyjnej choroby ptuc (POChP, ang.
COPD — Chronic Obstructive Pulmonary Disease) czy idiopa-
tycznego widknienia ptuc (IPF — Idiopathic Pulmonary Fibro-
sis). W tab. 1. wyszczegélniono firmy, ktdre obecnie pracuja
nad wprowadzeniem do terapii siRNA.

Wsrod zainteresowanych rozwijaniem tej terapii znajduje
sie rowniez przedstawiciel Polski — Celon Pharma z siedziba
w tomiankach pod Warszawa. Firma pracuje nad wykorzysta-
niem siRNA w terapii choréb nowotworowych oraz metabo-
licznych.

Choroby nowotworowe

Ze wzgledu na brak w petni skutecznych lekéw onkolo-
gia wigze duze nadzieje z nowg terapia. Kolejne doniesie-
nia o zmienionej, czesto zwiekszonej ekspresji genéw w ko-
markach nowotworowych zwracaja uwage na mozliwos¢ wy-
korzystania siRNA do wyciszenia ekspresji tych genéw. Inna
grupe docelowg w terapii przeciwnowotworowej opartej
na siRNA stanowig geny biatek antyapoptotycznych. By¢ mo-
ze ich wyciszenie moze indukowaé¢ wchodzenie komérek
na szlak apoptozy. Wsréd wielu badan przeprowadzonych
w tym kierunku siRNA zastosowano do wyciszenia m.in. ge-
nu K-RASVI12 [36], FGF4 [37, 38], c-myc [39, 40], STAT3 [40],
PTTG [41, 42), hTERT [43-45], chimery E2A-PBX1[46], Skp2 [47],
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Tabela 1. Firmy farmaceutyczne zainteresowane wykorzystaniem siRNA w terapii
Table 1. Pharmaceutical companies focused on siRNA

Acuity Pharmaceutica okulistyka

(Stany Zjednoczone)

Il faza klinikliniczna www.acuitypharma.com

Atugen choroby metaboliczne
(Niemcy) okulistyka
onkologia

przedkliniczna

www.atugen.com
przedkliniczna
przedkliniczna

Celon Pharma
(Polska)

onkologia
choroby metaboliczne

przedkliniczna www.celonpharma.com

przedkliniczna

Genesis Research & Development alergia

(Nowa Zelandia)

przedkliniczna WWW.genesis.co.nz

Nucleonics
(Stany Zjednoczone)

wirusowe zapalenia watroby typu B i C

przedkliniczna www.nucleonicsinc.com

Sirna Therapeutics okulistyka
(Stany Zjednoczone) choroba Huntingtona
astma

choroby metaboliczne
dermatologia

*RSV — syncytialny wirus oddechowy (respiratory syncytial virus)

PIK3CB [48]. W toku przeprowadzanych badan zwrdcono réw-
niez uwage na geny, przeciwko ktérym wczesniej prébowano
zastosowac oligonukleotydy antysensowne. Do tej grupy na-
lezg przede wszystkim geny z prowadzonych juz badan kli-
nicznych (czesto znajdujacych sie juz w zaawansowanych fa-
zach) nad zastosowaniem ODN: kodujacy surwiwine [49, 50],
XIAP [51], ECE-1[52], uPA [53] oraz E6 [54]. Zastosowanie tech-
nologii RNAi moze takze pomdc w przezwyciezeniu gtéwne-
go problemu chemioterapii — opornosci wielolekowej, ktéra
rozwija sie u pacjentéw na skutek zwiekszonej ekspresji bia-
tek opornosci wielolekowej z rodziny MDR. Jak wykazaty ba-
dania, zahamowanie ekspresji MDR1 (MultiDrug Resistance
protein 1) spowodowato ponowne uwrazliwienie komorek
na chemioterapie [55, 56]. Takze wyciszenie innych gendw, jak

WWW.sirna.com

| faza kliniczna

przedkliniczna
przedkliniczna
przedkliniczna
przedkliniczna

np. surwiwiny zwieksza uwrazliwienie komoérek na rézne
czynniki terapeutyczne i powoduje zwiekszenie wrazliwo-
Sci na apoptoze indukowang TRAIL [50]. Z kolei zastosowa-
nie siRNA przeciwko genowi kodujacemu biatko promujace
wzrost neurytow (midkine) uwrazliwito komaorki raka prosta-
ty na paklitaksel [57]. Wyciszenie jednego z genéw powodu-
jacych zespot Cockayne’a uwrazliwito komérki Hela na pro-
mieniowanie [58]. SIRNA skierowane przeciwko Bcl-2 spowo-
dowato wzrost wrazliwosci komérek HepG2 na 5-fluorouracyl
oraz 10-hydroksykamptotecyne [59].

Kolejna grupa gendw stanowigcych potencjalny cel w te-
rapii moga by¢ geny kodujace biatka naprawiajace uszkodze-
nia DNA, w tym gtéwnie podwaojne pekniecia [38]. Generowa-
nie takich uszkodzen jest jednym z gtéwnych mechanizméw
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