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RNAi in therapy

Summary

The discovery of RNA interference caused a revival of the concept of short
nucleic acids application as molecular tools for therapeutic control of gene ex-
pression. After almost a decade of intensive research by leading pharmaceutical
companies, there is only a limited number of clinical trials of synthetic siRNAs.
In this review, we shall summarize the present status of knowledge of RNAi
mechanism of action and discuss the potential of the use of siRNA in theraphy.
We shall also provide data on recent achievements in current clinical trials
based on RNAI techniques.
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1. Wstep

Prawie 20 lat temu poczyniono pierwsze obserwacje zjawi-
ska potranskrypcyjnego wyciszania genéw w organizmach roslin
(PTGS, ang. posttranscriptional gene silencing) (1,2) i grzybow (ang.
quelling) (3). Wowczas te systemy, zabezpieczajgce przed inwa-
Zjg transpozondéw i wiruséw, uwazano za specyficzne wytgcznie
dla nizszych organizmoéow. Termin ,interferencja RNA” (RNAi,
ang. RNA interference) zostal po raz pierwszy uzyty przez Andrew
Fire’a i Craiga Mello do opisu wyciszenia genéw, wywotanego
wbrew zalozeniom prowadzonego doswiadczenia, po podaniu
do organizmu nicienia Caernohabditis elegans (C. elegans) dtugich,
dwuniciowych czasteczek RNA (4). Fire i Mello zostali w 2006 r.
wyro6znieni Nagroda Nobla w dziedzinie medycyny, poniewaz jako
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pierwsi wskazali dwuniciowe czasteczki RNA jako czynnik wywolujacy wyciszanie
homologicznego genu. Trzy lata po opublikowaniu tej przetomowej pracy, grupie
badaczy kierowanej przez Thomasa Tuschla udato sie zidentyfikowaé w ekstraktach
komorek owadow wycinane z dtugich RNA czasteczki efektorowe, tzw. krotkie in-
terferujace RNA (siRNA, ang. short interfering RNA) (5,6). Odkrycie to otworzyto droge
do wyciszania genéw w komorkach ssakéw za posrednictwem syntetycznych siRNA
(7). Zastosowanie krotkich duplekséw RNA pozwala na pominiecie obrony przeciw-
wirusowej, indukowanej przez czasteczki dwuniciowego RNA dtuzsze niz 30 par za-
sad (8). W miare postepu badan nad interferencjag RNA wykazano $cisty zwigzek tego
zjawiska z opisanym wczesniej PTGS. Takze mechanizm dzialania tzw. mikroRNA
(miRNA) ma szereg wspolnych elementow z RNAI (9). MikroRNA sg czasteczkami re-
gulatorowymi, kontrolujgcymi poziom ekspresji wielu genéw. Od ich aktywnosci za-
lezy przebieg tak istotnych proceséw jak réznicowanie komoérek, czy nowotworze-
nie (10). W regulagcji ekspresji genéw na drodze RNAI, indukowanej za pomoca za-
rowno siRNA jak i miRNA, uczestniczg enzymy nalezgce do jednej rodziny biatek —
Argonaute (11,12). Istnieja liczne dowody swiadczace takze o udziale krétkich RNA
w procesach kondensacji heterochromatyny (13). Doktadne poznanie tych nowo od-
krytych, ale starych ewolucyjnie mechanizméw by¢ moze otworzy w niedalekiej
przysztosci mozliwos$¢ ingerencji terapeutycznej w ekspresje genoéw z uzyciem krot-
kich czasteczek RNA. Juz dzi$ siRNA sg powszechnie stosowanymi narzedziami do
badania funkgcji genéw, a jako potencjalne terapeutyki znajduja sie w centrum zain-
teresowania koncernéw farmaceutycznych. Przeglad ten ma na celu przyblizenie
czytelnikowi stanu wiedzy na temat tej niezwykle dynamicznie rozwijajgcej sie dzie-
dziny badan.

2. Mechanizm interferencji RNA

Uproszczony schemat mechanizmu interferencji RNA przedstawiono na rysun-
ku 1. W organizmach ssakéw jednym z proceséw kontroli ekspresji genow jest in-
terferencja RNA indukowana za pomocg mikroRNA (miRNA). Czasteczki miRNA po-
wstaja w wyniku hydrolizy kodowanych w genomie prekursoréow diugosci kilkudzie-
sieciu nukleotydéw, noszacych nazwe pri-mikroRNA. W jadrze prekursory te sg hy-
drolizowane za pomoca nukleazy Drosha do pre-mikroRNA (o strukturze niedo-
skonatej spinki do wltoséw), a nastepnie eksportowane z jadra z udziatlem eksporty-
ny 5. W cytoplazmie pre-miRNA jest poddawane dalszej hydrolizie przez nukleaze
Dicer. Bialko to posredniczy w tworzeniu kompleksu efektorowego RISC (ang.
RNA-induced silencing complex). Wybér aktywnej nici miRNA, ktéra zostaje wigczona
do RISC zalezy od wzglednej trwatosci termodynamicznej koncéw dupleksu —
przej$ciowego produktu hydolizy katalizowanej przez Dicer (14). Wiodaca staje sie
ta ni¢, ktorej koniec 5’ jest stabiej zaangazowany w wigzania Watsona-Cricka z dru-
g3 nicig w tym dupleksie (15). Po zwigzaniu z biatkami kompleksu RISC czasteczka
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Rys. 1. Mechanizm interferencji RNA wywolywany za pomoca siRNA i miRNA. Czasteczki miRNA
(miR) sa kodowane w genomie i transkrybowane do pri-miRNA. Prekursory te sg hydrolizowane przez
nukleaze Drosha do pre-miRNA, ktére sg transportowane przez eksportyne 5 z jadra do cytoplazmy.
Czasteczki diugich dwuniciowych RNA (dsRNA) i pre-miRNA o strukturze spinki do wloséw (trzon-petla)
sa substratami dla rybonukleazy Dicer. W wyniku hydrolizy powstaja krotkie dupleksy RNA (siRNA i miRNA)
rozpoznawane przez kompleks biatkowy RISC. Jesli ni¢ RNA wigczona do RISC jest w peini komplemen-
tarna do docelowej czgsteczki mRNA nastepuje ujawnienie rybonukleazowej aktywnosci RISC i hydroli-
za mRNA. Jesli natomiast ni¢ wiodaca nie jest w pelni komplementarna, nastepuje wyciszenie genu po-
przez zahamowanie procesu translacji.

miRNA staje sie sonda, stuzgca do rozpoznania sekwencji czeSciowo komplementar-
nej w obszarach 3’-UTR (ang. untranslated region) docelowego mRNA (16,17).
Czasteczki mRNA zwigzane z aktywnym kompleksem RISC nie podlegaja translacji
— sg kierowane do ciatek P, w ktorych moze nastgpic¢ ich enzymatyczna degradacja
lub tymczasowe wylaczenie z translagji (18).
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Rys. 2. Metody generowania dupleksow siRNA stosowanych do wyciszania ekspresji genéw w ko-
morkach ssakow. Czgsteczki siRNA lub shRNA mogg by¢ otrzymywane chemicznie, enzymatycznie, lub
generowane wewnatrzkomoérkowo poprzez ekspresje kodujacych je wektorow. Czgsteczki shRNA, be-
dace produktami ekspresji wektoréw, jak i te podawane z zewnatrz, sg substratami dla rybonukleazy Di-
cer.

enzymatycznie

Czasteczki dtugich dwuniciowych RNA indukuja RNAi u nizszych organizméw,
jak np. u C. elegans. W komérkach ssakow mozliwe jest wywotanie RNAi za pomoca
syntetycznych duplekséw siRNA lub hydrolizowanych przez nukleaze Dicer czaste-
czek RNA o strukturze typu spinki do wlosow (shRNA, ang. short hairpin RNA) (rys. 2).
Podczas tworzenia kompleksu RISC nastepuje hydroliza jednej z nici dupleksu siRNA.
Druga ni¢, zwana antysensowa lub wiodaca (ang. guide) stuzy do odnalezienia kom-
plementarnej sekwencji w obszarze kodujacym docelowego mRNA. Hydroliza wig-
zania fosfodiestrowego w sekwencji mRNA nastepuje zawsze naprzeciwko wigzania
pomiedzy 10 a 11 nukleotydem nici wiodgcej, liczac od jej 5’-terminalnej grupy fos-
foranowej (6). Za aktywno$¢ nukleazowg kompleksu RISC odpowiada biatko Ago2
z rodziny Argonaute (19-21). Czasteczka mRNA, w ktorej nastapita hydroliza jednego
wigzania internukleotydowego pozbawiona jest ochrony w miejscu przeciecia, dla-
tego staje sie celem nukleaz komoérkowych i zostaje przez nie zdegradowana. Wy-
kazano, ze raz utworzony, aktywny, nukleinowo-biatkowy kompleks RISC* nie roz-
dysocjowuje po hydrolizie jednej czgsteczki mRNA, lecz katalizuje kolejne reakcje,
co przyczynia sie do wysokiej wydajnosci mechanizmu RNAi (22,23).

Dwoma etapami RNAi decydujacymi o specyficznosci wywotanego efektu wyci-
szenia jest wybor nici guide z dupleksu siRNA (lub pre-miRNA) oraz odnalezienie
komplementarnej sekwencji w docelowym mRNA. Selekgji nici wiodacej dokonuje
Dicer w kompleksie z dwoma biatkami wigzgcymi dwuniciowe motywy RNA, tzw.
biatkami dsRBP (ang. double stranded-RNA binding protein). Bialka te wigzg bardziej
trwaly termodynamicznie koniec dupleksu siRNA (26). Biatkami dsRBP w kompleksie
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Rys. 3. Schemat wigzania antysensowej (wiodacej) nici siRNA w kompleksie z biatkami RISC do
czgsteczki mRNA (na podstawie cytowanej pracy (10)). (a) Schematyczna struktura aktywnego komplek-
su RISC ze zwigzang czasteczka nici wiodgcej siRNA. Ni¢ antysensowa siRNA tworzy kompleks z biatkiem
Ago2; 5’-terminalna grupa fosforanowa jest rozpoznawana przez domene PIWI, za$ dwunukleotydowy
koniec 3’ jest wigzany przez domene PAZ. (b) Rozpoznanie pomiedzy czasteczkg mRNA i konicem 5’ nici
wiodacej nastepuje w tzw. regionie seed; wazna jest komplementarnos$¢ 7 nukleotydéw od 2 do 8. (c) Po
utworzeniu w petni komplementarnego dupleksu nici guide siRNA/mRNA ujawnia sie nukleazowa aktyw-
nos¢ kompleksu RISC i nastepuje hydroliza $cisle okreslonego wigzania fosfodiestrowego w mRNA, znaj-
dujgcego sie naprzeciwko wiazania pomiedzy nukleozydami 10 i 11 nici antysensowe;j.

ludzkiego Dicera sg biatko TRBP (ang. human immunodeficiency virus transactivating re-
sponse (HIV-1 TAR) RNA-binding protein) (24) i bialko PACT (ang. protein activator of pro-
tein kinase PKR) (25). Podobnie jak w przypadku miRNA, nicig wiodacg staje sie ta,
ktérej 5’-koniec jest stabiej zaangazowany w wigzania Watsona-Cricka z komple-
mentarng nicig w dupleksie. Dla prawidlowego rozpoznania docelowej sekwengji
w mRNA decydujace znaczenie ma jej komplementarno$¢ z siedmioma nukleotyda-
mi w pozycjach 2-8 od 5-konca nici wiodacej siRNA, w tzw. rejonie seed (27,28) (rys. 3).

3. Krotkie RNA jako potencjalne terapeutyki

Jest wiele mozliwych sposobéw wykorzystania potencjatu krétkich czasteczek
RNA w medycynie. Oczywistym celem dla terapii opartych na interferencji RNA sg
choroby, za ktérych powstanie odpowiadajg mutacje pojedynczego genu, jak np. fe-
nyloketonuria, anemia sierpowata, hemofilia. Obecnie szeroko prowadzone sg bada-
nia nad zastosowaniem siRNA specyficznych dla genéw, stanowigcych dobrze zdefi-
niowany cel w terapii choréb, ktérych etiopatologia jest znana. Obszar tych badan
jest bardzo szeroki i obejmuje wiele choréb wirusowych, nowotworowych, neurode-
generacyjnych, a takze metabolicznych. W kilku przypadkach pokazano mozliwos¢
allelospecyficznego wyciszania zmutowanego genu w systemie komoérkowym (29).
Powstato kilkadziesiat firm biotechnologicznych pracujacych nad rozwojem techniki
RNAI, w wiekszosci korzystajacych z wczesniejszych doswiadczen w zakresie chemii
kwasoéw nukleinowych. Trudno obecnie wskaza¢ obszary medycyny, w ktérych nie
dazy sie do zastosowania RNAi. Pomimo to, trwajgcych badan klinicznych jest zaled-
wie kilka (tab.). Do najbardziej zaawansowanych nalezg terapie oparte na miejscowej
aplikacji siRNA, ktore zostang omoéwione w dalszej czeSci tego przegladu.
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Prowadzone lub zapowiedziane badania kliniczne z zastosowaniem interferencji RNA

Tabela

Sposob podania

Zaangazowane firmy

Schorzenie Etap Czynnik RNAi; nazwa
1 2 3 4 5
CHOROBY 0CZU
badania klin. siRNA na RTP801; iniekeja do gatki Silence Therapeutics/
faza 1/11 RTP801i-14 ocznej, 2’-OMe Atugen AG/Quark
zmodyfikowane siRNA Pharma/Pfizer
w liposomach
(AtuPLEX)
AMD badania klin. siRNA na VEGFR; iniekcja do gatki Sirna/Merck/Allergan
(starcze zwyrodnienie faza 11 Sirna027/AGN211645 |ocznej, zmodyfikowane
plamki) chemicznie siRNA
w roztworze soli
badania klin. siRNA na VEGF; iniekcja do gatki Acuity/Opko
faza 11/111 Cand5 ocznej, zmodyfikowane
chemicznie siRNA
w roztworze soli
INFEKCJE WIRUSOWE
HBV, HCV badania klin. faza I eiRNA wektory plazmidowe Nucleonics
na 4 geny wirusa | kodujace dwuniciowe
RNA
HCV przedkliniczny LNA-antimiR™ »mixmery” LNA i DNA, Santaris
na miR122; dozylnie Pharma/Enzon
SPC3649
badania klin. faza Il SiRNA w areozolu donosowo, Alnylam, Protiva

RSV (wirus zapalenia
oskrzeli)

opfaszczone
liposomami (SNALP)

wirus grypy
wirus grypy przedkliniczny SiRNA na konserwatywne inhalacja Nastech
sekwencje
CMV (2005) przedkliniczny miejscowo CytRx (2005)
HIV-1 badania klin. faza I ShRNA lentiwirus kodujacy | Benitec/City of Hope
takze rybozym i TAR
NOWOTWORY
guzy lite badania klin. faza I siRNA na RRM2; dozylnie, Calando
CALAA-01 niezmodyfikowane siRNA
w nanoczgsteczkach
guzy lite przedkliniczny siRNA dozylnie, SiRNA Intradigm
(angiogeneza) (IND w 2008) na VEGF i VEGFR; optaszczone
1S-283 nanoczasteczkami
(Nonoplex™)
nowotwory przedkliniczny siRNA zmodyfikowane Silence Therapeutics
(angiogeneza) chemicznie siRNA,

dozylnie w liposomach

(AtuPLEX)
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1

2

3

4

5

biataczka szpikowa

przedkliniczny

siRNA na biatko li

SiRNA w areozolu

Antigen Express/

ostra (AML), W roztworze Generex Biotech
inne nowotwory, z surfaktantami
immunostymulacja (RapidMist™)
glejaki mozgu badania kliniczne dsRNA iniekcja $rodoperacyjna | IChB PAN/AM Poznan
roztworu dfugiego
dwuniciowego RNA
biataczka limfocytowa | badania klin. faza /11 »RNA Antagonist” »Gapmer” LNA i DNA, Santaris Pharma/
(CLL) na Bcl2; 2h wlew dozylny Enzon
SPC2996
NOWOTWORY
zlosliwe guzy lite przedkliniczny ,RNA Antagonist” | ,Gapmer” LNA i DNA, |  Santaris Pharma/
na surwiwine; dozylnie Enzon
SPC3042
rézne nowotwory badania klin. faza I/11 ,RNA Antagonist” »Gapmer” LNA i DNA, Santaris Pharma/
na HIF-1; dozylnie Enzon
SPC2968
CHOROBY UKEADU NERWOWEGO
ALS (stwardnienie przedkliniczny siRNA allelospecyficzne chemicznie CytRx
zanikowe boczne) na zmutowane SOD1 | zmodyfikowane siRNA,
Mmiejscowo u myszy
CHOROBY METABOLICZNE
przedkliniczny siRNA na PCSK9 dozylnie, siRNA Alnylam

u naczelnych

oplaszczone liposomami

przedkliniczny ,RNA Antagonist” | ,Gapmer” LNA i DNA, |  Santaris Pharma/

hipercholesterolemia na apoB100 dozylnie Enzon
przedkliniczny LNA-antimiR™ »mixmery” LNA i DNA,|  Santaris Pharma/

na miR122; dozylnie Enzon

SPC3649
otylos¢ przedkliniczny siRNA na RIP140 N/A CytRx
i cukrzyca typu 2 w myszach
INNE CHOROBY
stany zapalne przedkliniczny siRNA na TNF-alfa formulacja Nastech

z peptydami,
podawane dozylnie

ostra niewydolnos¢

badania klin. faza I

siRNA na p53;

2’-OMe zmodyfikowane

Silence Ther/Atugen

nerek (ARF, AKI) AKIi-5 siRNA w liposomach AG/Quark Pharma
(AtuPLEX), dozylnie
autopourazowa utrata przedkliniczny SiRNA na p53; 2’-OMe zmodyfikowane|  Atugen AG/Quark
stuchu (AHL) (status IND) AHLi-11 siRNA w liposomach Pharma

(AtuPLEX), dozylnie

przewlekfa obstruacyjna
choroba pluc (COPD)

przedkliniczny

siRNA na RTP801;
CTPi-1

2’-OMe zmodyfikowane
siRNA w liposomach
(AtuPLEX), dozylnie

Atugen AG/Quark
Pharma/Pfizer

138

PRACE PRZEGLADOWE



RNAi w terapii

Zastosowanie w praktyce lekéw opartych na kwasach nukleinowych jest bardzo
trudne, co dobrze ilustruje ponad dwudziestoletnia historia badan w obszarze stra-
tegii antysensowych. Jedynie w dwoch przypadkach leki oligonukleotydowe docze-
katy sie akceptacji przez FDA (ang. Food and Drug Administration). Sg to: Vitravene®
(oligonukleotyd antysensowy stosowany w terapii zakazen wirusem cytomegalii
u chorych na AIDS) i Macugen® (aptamer VEGF, (ang. vascular enothelial growth fac-
tor), stosowany w terapii zwyrodnienia plamki z6itej zwigzanego z wiekiem (AMD,
ang. age-related macular degeneration).

Jedna z przeszkod w terapeutycznym zastosowaniu siRNA jest ograniczony czas
trwania efektu wyciszenia. Nadziejg na unikniecie wielokrotnego podawania dawek
leku jest zastosowanie wektorow wirusowych, zapewniajgcych stabilng ekspresje
kaset kodujacych shRNA (30,31). Do tej grupy naleza wektory lentiwirusowe, ktore
integrujg do genomu gospodarza i w zwigzku z tym ich stosowanie niesie ryzyko
uaktywnienia onkogenow. Natomiast wektory oparte na adenowirusach lub AAV
(ang. adeno-associated virus) sa bezpieczniejsze pod tym wzgledem poniewaz ulegaja
ekspresji episomalnej, przejsciowej. Obydwa typy wektoroéw sg zdolne do infekowa-
nia komérek zaréwno dzielgcych sie, jak i nie dzielgcych sie (32,33). Najczesciej
w celu zapewnienia wydajnej ekspresji krotkich RNA stosuje sie promotory dla poli-
merazy RNA typu Il (U6 i H1). Jednakze duza skuteczno$¢ tych promotoréw moze
w niektérych przypadkach by¢ niepozadana. Istnieje ryzyko wysycenia aparatu en-
zymatycznego RNAI, a co za tym idzie, zakt6cenia naturalnych szlakéw regulagji
ekspresji genéw za posrednictwem miRNA (34). Dotychczas tylko jeden wektor len-
tiwirusowy, kodujacy shRNA razem z rybozymem i oligonukleotydem decoy, zostat
zakwalifikowany przed FDA do I fazy badan klinicznych w terapii zakazenia HIV (35).

4. Whasciwosci farmakokinetyczne syntetycznych siRNA

Wiekszos$¢ prowadzonych obecnie badan klinicznych (tab.) wykorzystuje synte-
tyczne siRNA. Czasteczki te, ze wzgledu na wielko$¢ i polianionowy charakter, nie
sg zdolne do przenikania przez btony cytoplazmatyczne bez pomocy transporterow.
Ponadto sa fatwo hydrolizowane przez nukleazy komérkowe, bronigce organizm
przed obcym materiatem genetycznym. Trzecim ograniczeniem dla wdrozenia tech-
nologii siRNA do zastosowan praktycznych sg obserwowane efekty uboczne.
Zrodiem tych niepozadanych efektéw sg niespecyficzne wyciszenia gendw (tzw.
off-target silencing) oraz indukcja wydzielania interferonu przez siRNA zawierajgce
sekwencje immunostymulujgce (z motywem CpG). Wprowadzanie modyfikacji che-
micznych do syntetycznych siRNA pozwala przezwyciezy¢ cze$¢ z wymienionych
trudnos$ci. Skutecznym zabezpieczeniem czasteczek RNA przed hydroliza nukleoli-
tyczng sa modyfikacje wigzania fosfodiestrowego atomem siarki lub borowodorem
(36-38) oraz pozycji C2’ pierscienia rybozy np. grupami 2’-OMe oraz 2’-F. (39-42).
Wzmozone przenikanie przez btony komoérkowe jest osiggane przez koniugowanie
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siRNA z grupami lipofilowymi (np. z grupg cholesterolowa (43)). Laczenie siRNA
z peptydami bedacymi ligandami receptoréw tkankowych (44,45) lub z przeciw-
ciatami dla tych receptoréw (46) umozliwia transport tkankowospecyficzny. Duzym
osiagnieciem, opublikowanym w ,Nature” w lipcu 2007 r., byto opracowanie warun-
kéw formulacji siRNA z peptydem, zapewniajgcym selektywny transport do neuro-
néw po podaniu dozylnym (47). Peptyd ten pochodzi z glikoproteiny otoczki wirusa
wscieklizny, i umozliwia efektywne przekraczanie bariery krew-moézg.

Kolejnym wyzwaniem w technologii RNAI jest poznanie przyczyn powstawania
obserwowanych efektéw ubocznych i ograniczenie ich skutkéw. Niespecyficznos$¢
czasteczek siRNA do pewnego stopnia moze by¢ ograniczona poprzez dobér se-
kwencji docelowych. Do tego celu mogg stuzy¢ stale uaktualniane algorytmy selek-
¢ji, dostepne w sieci Internet (48-51). Jednakze nawet starannie zaprojektowane siRNA
moga powodowac obnizenie lub podwyzszenie poziomu ekspresji gendéw innych
niz docelowy. Takie niespecyficzne efekty zostaty zaobserwowane w szeregu badan
z uzyciem mikromacierzy DNA (52-57). W wiekszosci cytowanych doniesien zade-
monstrowano wyrazng zalezno$¢ poziomu efektow ubocznych od stezenia uzytych
siRNA. Fakt ten daje nadzieje na przezwyciezenie problemu niespecyficznych wyci-
szen poprzez udoskonalanie czgsteczek siRNA (np. na drodze modyfikacji chemicz-
nych) w taki sposéb, aby osiagna¢ wysoka skuteczno$¢ dziatania przy minimalnej
dawce. Przyczyng zmian w poziomie ekspresji genow off-target moze byc¢ czesciowa
komplementarno$¢ 5’-konca nici wiodgcej siRNA (region seed) do innych niz docelo-
we mRNA. Istnieje takze niebezpieczenstwo wiaczenia do aktywnego kompleksu
bialkowego RISC nici sensowej siRNA, (a zatem komplementarnej do nici zaprojek-
towanej jako wiodgca). W naszych badaniach zaproponowali$my oryginalne podejs-
cie do zwiekszania termodynamicznej asymetrycznosci dupleksu poprzez wprowa-
dzanie naturalnych, zmodyfikowanych nukleozydéw (2-tiourydyny s2U, pseudoury-
dyny ¥ lub dihydrourydyny D) w terminalnych pozycjach obu nici siRNA. Wspomnia-
no juz, ze pozadane jest wprowadzenie zr6znicowania termodynamicznego w taki
sposob, aby koniec 5’ nici wiodacej byl mniej zaangazowany w wigzania Watso-
na-Cricka. Zalozenie to mozna zrealizowac przez umieszczenie jednostki D w pozy-
¢ji 19 nici sensowej (,otwarcie” konca 5 dupleksu) oraz wprowadzenie jednostek
s2U i ¥ na 3’-konicu nici antysensowej lub 5’-koficu nici sensowej (zwiekszenie ter-
modynamicznej trwatosci tego konca dupleksu) (rys. 4) (58). W naszych badaniach
wskazujemy, ze zwiekszenie zréznicowania trwatos$ci termodynamicznej koncow
duplekséw przez wprowadzenie pojedynczych zmodyfikowanych nukleozasad zwiek-
sza specyficzno$c¢ i aktywnosc¢ siRNA. Modyfikacje takie moga znalez¢ zastosowanie
do zwiekszenia aktywnosci allelospecyficznych siRNA. Selekcja nici wiodgcej takie-
go dupleksu nie moze by¢ zaplanowana przez wybor odpowiedniej sekwencji zgod-
nie z algorytmem wyszukiwarki, gdyz siRNA musi by¢ skierowane na obszar mRNA
zawierajacy mutacje punktowaq.

140 PRACE PRZEGLADOWE



RNAi w terapii

a

i i i
HN )ﬁ \ HNT NH HN
=
s)\rﬁ O)\H = 0
R \ R R
U - 2-tiourydyna Y — pseudourydyna D — dihydrourydyna
R —reszta 8,D-rybozy
. 5 a— 3
/-\ 3 — ,
5’ e— 3 RISC RISC

3 e—

50— -3
\_/ 3'“(/

Rys. 4. (a) Struktury zmodyfikowanych nukleozydéw, wbudowanych do czgsteczek siRNA; (b) Sche-
mat wplywu modyfikacji na parametry termodynamiczne koncéw dupleksu siRNA i wybor nici antysen-
sowej do kompleksu RISC (58). Kazda z nici symetrycznego siRNA moze by¢ rozpoznawana przez kom-
pleks RISC jako ni¢ wiodgca. Wprowadzenie s2U lub ¥ na koniec 3’ dupleksu (zgodnie z polaryzacja nici
guide) powoduje wzrost oddziatywan pomiedzy ni¢mi (,zamkniecie dupleksu”), zas obecnos¢ D na koncu
5" dupleksu obniza jego trwato$¢ termodynamiczng (,otwarcie dupleksu”). W ten sposob wzrasta termo-
dynamiczna asymetrycznos$¢ siRNA i wybér nici wiodacej jest jednoznaczny.

5. siRNA w badaniach klinicznych

5.1. Choroby oczu

Obecnie najbardziej zaawansowane (Il i Il faza badan klinicznych) sg testy cza-
steczek siRNA hamujacych neowaskularyzacje w terapii mokrej postaci AMD. Oma-
wiana jednostka chorobowa objawia sie utratg wzroku u oséb w podesziym wieku,
spowodowang uszkodzeniem siatkéwki (dokfadnie plamki zé6ttej) przez nadmiernie
przerastajgce i pekajace naczynia krwionosne. Najpowszechniej stosowana terapig
AMD jest operacja z uzyciem lasera — metoda bardzo inwazyjna i rzadko skut-
kujaca trwalym zatrzymaniem procesu utraty wzroku. Dotychczas najlepsze rezulta-
ty uzyskano po zastosowaniu lekéw blokujacych aktywnos$¢ VEGF (np. wprowadzo-
nego do lecznictwa oligonukleotydu o strukturze aptameru o nazwie Macugen). Po-
dobnag strategie przyjeto projektujac siRNA do terapii AMD. W 2004 r. dwie konku-
rencyjne firmy oglosily poczatek badan klinicznych swoich siRNA. Cand5 z Acuity
Pharmaceuticals (obecnie Opko), jest skierowane na mRNA biatka VEGF. Natomiast
celem dla 027sirna z Sirna Therapeutics (przejetej przez Merck, wspéipracujacej
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obecnie z Allergan) jest mRNA receptora tego biatka VEGFR. Wstepne wyniki sa na
tyle obiecujace, ze obydwa zwigzki zostaty wprowadzone do dalszych faz badan kli-
nicznych (odpowiednio II i III).

Kolejng firma, ktéra oglosita zakonczenie wstepnych badan I fazy i rozpoczecie
Il fazy badan klinicznych dla swojego siRNA w terapii AMD jest Atugen AG (we
wspoéltpracy z firmami Silence Therapeutics, Quark Pharma i Pfizer). Podejscie tera-
peutyczne w tym przypadku rézni sie od oméwionego. Dupleksy siRNA skierowane
sg na gen RTP801, odkryty przez naukowcow zwigzanych z Quark Biotech (59). Gen
ten ulega nadekspresji w warunkach niedotlenienia, stresu oksydacyjnego i niedo-
krwienia. Takie warunki pojawiajg sie w komérkach siatkowki podczas mikrowyle-
wow w mokrej postaci AMD. Wstepne wyniki terapii, polegajacej na iniekcji do
cialka szklistego roztworu siRNA RTP801i-14, jak sie wydaje, sg bardziej obiecujace
niz terapie skierowane na VEGF. Wedtug komunikatu prezentowanego podczas
»Keystone Symposium” w lutym 2007 r. badang czgsteczka jest siRNA o tzw. tepych
koncach, zawierajace jednostki 2’-OMe w pozycjach naprzemiennych (co drugi nu-
kleotyd). Miejscowe podawanie tego leku bezposrednio do gatki ocznej pozwala na
ograniczenie jego degradacji w ptynach ogdélnoustrojowych i zwieksza szanse na
wprowadzenie tych siRNA na rynek farmaceutyczny. Lokalne podawanie lekéw do
gatki ocznej wykorzystano juz wcze$niej w przypadku wspomnianych lekéw oligo-
nukleotydowych, Vitravene i Macugen.

W trakcie redagowania tego przegladu w ,Nature” z kwietnia 2008 (452: 591-7)
ukazata sie publikacja, w ktérej w watpliwo$¢ poddano sekwencyjniespecyficzny
mechanizm dziatania Sirna 027, prowadzacy do wyciszenia genu VEGFR1. Sugeruje
sie raczej immunostymulujgce dziatanie tego siRNA zachodzgce poprzez aktywacje
receptora toll-like typu 3(TLR3).

5.2. Infekcje wirusowe

Geny wirus6w sg atrakcyjnym celem w strategiach antysensowych, chociaz
i w tym przypadku mozliwos¢ praktycznego zastosowania technologii RNAi zalezy
od sposobu dostarczenia aktywnych czasteczek do komérek. Stosunkowo tatwe do
wdrozenia sg terapie stosujgce aplikacje miejscowa, np. skierowane na geny wiru-
séw wywolujacych zapalenie oskrzeli RSV (ang. Respiratory Syncytial Virus). Badania
takie, prowadzone przez firme Alnylam, dotycza siRNA o symbolu ALN-RSVO1 skie-
rowanego na mRNA biatka nukleokapsydu (N) wirusa RSV. Lek podawany jest w po-
staci aerozolu aplikowanego do nosa lub inhalowanego do dolnych drég oddecho-
wych. Po potwierdzeniu braku toksycznosci tak przygotowanego preparatu (dwulet-
nie badania kliniczne I fazy, prowadzone rownolegle w Europie i w Stanach Zjedno-
czonych), jesienig 2007 r. rozpoczeto badania kliniczne Il fazy. W badaniach tych
biorg udziat zdrowi ochotnicy, poddawani kontrolowanemu zakazeniu RSV i nastep-
nie leczeni preparatem ALN-RSVO1. Alnylam prowadzi réwniez badania na etapie
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przedklinicznym nad terapia skojarzonego zakazenia RSV i wirusem grypy (60). Pod-
jeto takze proby konstrukgji siRNA specyficznych dla najbardziej zjadliwych szcze-
pow wirusa grypy, takich jak np. H5N1.

Trwaja intensywne badania nad opracowaniem terapii RNAi przeciwko dwom
najgrozniejszym, a wcigz niepokonanym wirusom: HIV-1 i HBV (ang. hepatitis B virus).
W przypadku zakazen tymi wirusami droga do sukcesu jest jednak trudniejsza ze
wzgledu na koniecznos¢ aplikacji ogoélnoustrojowej. W obszarze badan przedkli-
nicznych udato sie wywota¢ wyciszenie praktycznie wszystkich genow wirusa HIV-1
(61). Jednakze dopiero jeden (wspomniany juz) wektor lentiwirusowy, kodujacy ka-
sete shRNA, skierowang na konserwatywnag sekwencje mRNA genu tat/rev wirusa
HIV-1 zostal dopuszczony przez FDA do badan na pacjentach. W terapii tej zaktada
sie transfekcje ex vivo leukocytéw CD34+ pobranych od chorego i ponowne ich
wprowadzenie do organizmu pacjenta (tab.). Wektor ten, wytworzony w firmie Be-
nitec, ma istotng zalete, gdyz koduje jednoczesnie kilka sekwencji aktywnych,
oprocz shRNA, takze rybozym typu hammerhead i oligonukleotyd decoy biatka Tat
(tzw. sekwencje TAR). Inhibitory te skierowane sg na trzy r6zne cele, co ma zapobie-
gac szybkiemu ,uodpornianiu sie” wirusa na terapeutyk (62). Zastosowany w tym
wektorze rybozym jest skierowany na ludzki gen koreceptora cytokinowego CCR5
(ang. chemokine (C-C motif) receptor 5). Jest to przyktad podejscia, w ktérym jako do-
celowe wybiera sie geny gospodarza, kodujace biatka biorgce udziat w procesach
whikania lub replikacji wiruséw. Gen CCR5 jest obiecujgcym celem, poniewaz udo-
wodniono, ze delecja 32 nukleotydow w jego sekwencji powoduje odpornos¢ na in-
fekcje HIV-1 (63).

Badania nad opracowaniem terapii przeciwko wirusowemu zapaleniu watroby
typu B sa na etapie przedklinicznym. Niedawno doniesiono o skutecznym zahamo-
waniu infekcji HBV u myszy po podaniu siRNA optaszczonych nanoczasteczkami lipi-
dowymi (64) (tab.). Do dupleksow tych wprowadzono modyfikacje chemiczne, za-
pewniajace stabilno$¢ RNA w surowicy i ograniczajace skutki uboczne dziatania siRNA
(aktywacje odpowiedzi interferonowej) (64). Interesujgce s3 rowniez badania,
w ktorych wykazano, ze wektory AAV kodujace 49 réznych shRNA, skierowanych na
6 gendéw wirusowych, wywotujg skuteczne zahamowanie infekcji HBV u miodych
myszy (do 5 miesiecy) (34). Jednakze jednocze$nie zaobserwowano bardzo powazne
skutki uboczne zastosowanej terapii, tacznie ze Smiercia zwierzat w przypadku
podania 23 z 49 testowanych konstruktow. Efekt ten zalezat zaréwno od sekwengji
shRNA, jak i stosowanych dawek wektora. Przyczyny takiego wyniku autorzy upa-
trujg w zbyt dtugiej i wysokiej ekspresji shRNA, ktora spowodowata nasycenie syste-
mu RNAi i zaklocenie naturalnych szlakoéw mikroRNA w watrobach myszy. Jest to
istotna wskazéwka dla projektowania nowych terapii z wykorzystaniem technologii
RNAI, opartych na ekspresji wysoko wydajnych wektoréw wirusowych.
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5.3. Choroby nowotworowe

W wielu osrodkach naukowych prowadzone sg intensywne badania zaréwno nad
identyfikacja dobrych celéw terapeutycznych (65), jak i nad zastosowaniem technik
RNAi w terapii nowotworéw (66). Odnotowano przykiady zmniejszenia wielko$ci
guza w mysich modelach ré6znych nowotworéw po podaniu siRNA bezposrednio do
zmienionej tkanki. Stosunkowo nieliczne sg przyktady uzyskania podobnego efektu
po aplikacji ogélnoustrojowej. Jednym z pierwszych jest zastosowanie nanoczgste-
czek zawierajacych cyklodekstryny i znacznik transferynowy, zapewniajgcy specy-
ficzny transport siRNA do komoérek nowotworowych w modelu in vivo (67). Ta sama
firma, Calando Pharmaceuticals, oglosita w maju 2007 r. planowane rozpoczecie
| fazy badan klinicznych nad siRNA, oznaczonym symbolem CALAA-0O1, skierowanym
na podjednostke M2 reduktazy rybonukleinowej (68). Lek podano dozylnie maka-
kom jawajskim, nalezagcym do naczelnych (69) i za pomocg obrazowania in vivo zba-
dano lokalizacje nanoczgsteczek cyklodekstrynowych oraz nanoczasteczek zawie-
rajgcych dodatkowo na powierzchni znacznik transferynowy (70). Nie stwierdzono
istotnych ré6znic w lokalizacji obu tych nosnikéw, natomiast wykazano, ze siRNA za-
wierajace znacznik transferynowy wykazuja aktywnos$¢ wyzsza o okoto 50%. Praw-
dopodobng przyczyng zwiekszonego potencjatu tak przygotowanych siRNA jest
skuteczniejsze ich wnikanie do komoérek rakowych.

Gtownym konkurentem Calando w poszukiwaniu lekéw RNAi w zakresie onkolo-
gii jest Silence Therapeutics (firma brytyjska znana wcze$niej pod nazwa SR Phar-
ma), ktéra wspétpracuje z firmg Atugen. Firma ta zapowiedziala wprowadzenie do
badan klinicznych czasteczek siRNA podawanych w liposomach projektowanych dla
ograniczenia angiogenezy, (71). Inng firma liczaca sie w wyscigu o przeciwnowo-
tworowe siRNA jest Intradigm. Firma ta dysponuje technologia zapewniajaca ko-
moérkowospecyficzny transport siRNA (72) i pracuje nad zahamowaniem ekspresji
genow biatka VEGF i jego receptora, w celu ograniczenia procesu angiogenezy.

Interesujgce podejécie do terapii przeciwnowotworowej (z zastosowaniem ory-
ginalnej techniki formulacji lekéw w formie areozoli) prezentuje konsorcjum zto-
zone z firmy Antigen Express i Generex. Badacze pracujacy w pierwszej z tych firm
zidentyfikowali siRNA zdolne do wyciszenia ekspresji biatka li, odpowiedzialnego
za ,powstrzymywanie” komorek MHC klasy Il od prezentacji wtasnych antygenow
przez komérki nowotworowe. Obnizenie aktywnosci biatka li umozliwia rozwinie-
cie odpowiedzi immunologicznej skierowanej przeciwko komérkom guza (73). Po
obiecujacych wynikach badan na mysich modelach ré6znych nowotworéw firmy za-
powiedzialy szybkie rozpoczecie badan klinicznych w Chinach.

Warte odnotowania sg pionierskie badania prowadzone w Polsce przez zespo6t
prof. Barciszewskiego we wspoétpracy z Klinikg Neurochirurgii i Neurotraumatologii
Akademii Medycznej w Poznaniu nad zastosowaniem RNAi w terapii guzow mézgu
(74). Do badan kwalifikowani sg pacjenci ze zdiagnozowanymi nowotworami m6zgu
— glejakami wielopostaciowymi. W tych przypadkach $rednie przezycie po opera-
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cyjnym usunieciu guza wynosi 8-10 miesiecy, natomiast tych pacjentéow, u ktérych
wystapi wznowa — 8 tygodni. Zespot prof. Barciszewskiego stosuje iniekcje roz-
tworu dwuniciowego RNA o dtugosci 164 par zasad, homologicznego do genu tena-
scyny C. Gen docelowy ulega ekspresji gtownie w trakcie rozwoju, natomiast
w zréznicowanych tkankach, tylko w tych z reakcja zapalng na infekcje oraz w no-
wotworzeniu. W przypadku glejakéw poziom ekspresji tenascyny C dobrze koreluje
ze stopniem rozwoju guza. Iniekcje z roztworu RNA o objetosci 200 uL podawano
po operacji usuniecia guza w nacieki, ktorych nie mozna usuna¢ chirurgicznie.
Wstepne wyniki badan sg bardzo obiecujgce — nie zaobserwowano nawrotu nowo-
tworu w miejscach podania RNA (takze w przypadkach, gdy w rejonach odlegtych od
miejsca iniekcji guz narastal ponownie) (74). Opublikowane wyniki majg charakter
wstepny, a badania nad dopracowaniem metody trwaja. Jest to jedyna jak dotad
praca, w ktoérej pokazano zastosowanie interferencji RNA w terapii guzéw moézgu
u ludzi.

5.4. Choroby metaboliczne

Alnylam oglosit bardzo obiecujace wyniki badan przedklinicznych z siRNA skie-
rowanym na gen PCSK9 (ALN-PCSO1) na makakach jawajskich, u ktérych we krwi
uzyskano obnizenie poziomu cholesterolu LDL o 30-40%. Zespé6t juz wczes$niej od-
notowal sukcesy na polu wyciszania innego genu zwigzanego z metabolizmem cho-
lesterolu — apolipoproteiny B w modelu mysim za pomoca dostarczanych dozylnie,
siRNA modyfikowanych chemicznie i optaszczonych liposomami (75). Planowane
jest wprowadzenie siRNA skierowanego na gen PCSK9 do badan klinicznych w tera-
pii hipercholesterolemii.

Otytosc¢ i cukrzyca typu 2 sg chorobami spotecznymi o coraz wiekszym zasiegu
na $wiecie. Uzasadnione jest zatem, jak sie wydaje, zainteresowanie firmy CytRx
czasteczkami siRNA, skierowanymi na gen RIP140. Gen ten zostat zidentyfikowany
jako odpowiedzialny za otylo$¢ u myszy bedacych na diecie wysokokalorycznej (76).

5.5. Choroby uktadu nerwowego

Zadna z firm farmaceutycznych, jak dotychczas, nie oglosita rozpoczecia badan
klinicznych w obszarze schorzen centralnego ukladu nerwowego. Przyczyna trudno-
Sci w opracowaniu skutecznej terapii opartej na siRNA jest transport tak duzych
zwigzkoéw przez bariere krew-mo6zg. W licznych badaniach, przeprowadzonych na
zwierzetach, potwierdzono skutecznos$¢ technik RNAi w wyciszaniu genéw w neuro-
nach, jednak opieraly sie one gtéwnie na dostarczeniu miejscowym, aktywnych
czasteczek (iniekcja bezposrednio do mézgu). W najblizszym czasie mozna sie spo-
dziewa¢ przelomu w rozwoju metod specyficznego transportu siRNA, zwtaszcza po
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ukazaniu sie cytowanej juz wczes$niej pracy (46), dotyczacej zastosowania formulacji
w RNA z peptydem pochodzenia wirusowego.

Jednym z potencjalnie obiecujacych celow terapeutycznych dla zastosowan RNAi
jest gen SOD1, ktérego mutacja punktowa wywotuje stwardnienie zanikowe bocz-
ne. Badania w modelu mysim nad allelospecyficznym siRNA, aplikowanym miejsco-
wo prowadzi zesp6t zwiazany z firmg CytRx (77) (tab.). Wiele osrodkow jest zaanga-
zowanych w badania w obszarze choréb neurodegeneracyjnych. Nasze laborato-
rium ma udzial w opracowaniu potencjalnej terapii choroby Alzheimera (AD), opar-
tej na hipotezie kaskady amyloidowej. Zgodnie z tg hipoteza przyczyna degradacji
neuronéw, prowadzgcej do demencji, jest powstawanie w przestrzeniach miedzy-
komorkowych plytek zlozonych giéwnie z peptydu zwanego beta-amyloidem
(AB42). Potencjalnymi celami terapeutycznymi sg zatem biatka uczestniczgce w jego
sekrecji — m.in. beta-sekretaza (bialko BACE1) (78-81).

6. Perspektywy wykorzystania mikroRNA w terapii

W miare poznawania funkgcji r6znych miRNA odkryto, ze zaburzenia w poziomie
ich ekspresji s3 zwigzane z rozwojem niektorych choréb. Rozwazajac terapie wyko-
rzystujace te wiedze mozna przyjac¢ dwie strategie: eliminowanie czgsteczek miRNA,
ktére ulegajg nadekspresji w stanach patologicznych (,,anty-miRNA”) lub dodawanie
dodatkowych kopii tych miRNA, ktérych niedob6r powoduje zaburzenia w komér-
ce. Przyktadem firmy rozwijajacej badania w kierunku wyciszania miRNA, ktére ule-
ga nadekspresji w komorkach nieprawidtowo funkcjonujgcej watroby (miR-122 re-
gulujgce okoto 100 genéw zaangazowanych w metabolizm cholesterolu) jest Santa-
ris Pharma. Firma ta zapowiada zastosowanie podejscia ,,anty-miR-122” w terapii za-
kazenia HCV oraz w hipercholesterolemii. Badane przez te firme czasteczki to ana-
logi oligonukleotydéw ztozone z jednostek DNA i LNA. Oligonukleotydy stabilizo-
wane rozmaitymi modyfikacjami chemicznymi majg za zadanie blokowanie aktyw-
nosci miRNA na zasadzie komplementarnosci (bez aktywacji RNazy H) (82). Innym
rozwazanym podejsciem do obnizenia ilo$ci niepozadanego mikroRNA w komoérce
jest blokowanie pri-miRNA za pomoca oligonukleotydu TFO (ang. triplex forming oli-
gonucleotide). Strategia taka jest obiecujaca, zwtaszcza w przypadku policistrono-
wych pri-miRNA, takich jak np. miR-17-92, ulegajgcych nadekspresji w kilku nowo-
tworach. Jedno takie pri-miRNA staje sie zrédiem calej rodziny efektorowych cza-
steczek miRNA, regulujacych ekspresje jednego genu.

Drugie z wymienionych podejs¢ terapeutycznych (zwiekszenie ilosci konkretne-
go miRNA w komoérce) moze znalez¢ zastosowanie w leczeniu kilku rodzajéow nowo-
tworow, jednak jest trudniejsze do osiagniecia. Dostarczenie jednoniciowych oligo-
nukleotydow, majacych uzupetni¢ poziom brakujacego miRNA jest trudniejsze niz
podanie dupleksow siRNA, ze wzgledu na ich niska trwato$¢ chemiczng i enzyma-
tyczng. Bardziej prawdopodobne, jak sie wydaje, jest wykorzystanie do tego celu
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wektorow kodujacych czasteczki prekursorowe pre-miRNA. W tym przypadku istot-
ne jest zachowanie odpowiedniego poziomu ekspresji takiego transgenu, ze wzgle-
du na wspomniane ryzyko zaburzenia dziatajgcych poprawnie szlakéw miRNA po-
przez wysycenie komponentow biatkowych mechanizmu RNAi. Najwieksze znacze-
nie limitujgce ma prawdopodobnie eksportyna 5, odpowiedzialna za transport
pre-miRNA z jadra do cytoplazmy (82). Obecnie manipulowanie poziomami natural-
nie wystepujacych miRNA pozostaje raczej w sferze Smialych projektéw. Poza ogra-
niczeniami wspélnymi z technologia siRNA takze obecny stan wiedzy limituje wybor
celow i mozliwos¢ przewidzenia efektéw ubocznych. Jedna czgsteczka miRNA bie-
rze z jednej strony udzial w regulacji ekspresji kilku genéw, a z drugiej jeden gen
moze by¢ regulowany przez r6zne miRNA. Zmiana iloSci konkretnego miRNA moze
doprowadzi¢ zatem do trudnej do przewidzenia, zfozonej odpowiedzi komorki lub
efekt moze by¢ niezauwazalny w fenotypie, bo zostanie zrekompensowany aktyw-
noscig innych miRNA (82).

7. Podsumowanie

Interferencja RNA to niewatpliwie jedno z najwazniejszych odkry¢ ostatnich lat,
ktore otworzylo wiele mozliwos$ci zastosowan w medycynie. Rzeczywisty postep spo-
wodowany tym odkryciem bedziemy mogli oceni¢ juz w ciggu kilku najblizszych lat,
w czasie ktérych spodziewana jest rejestracja pierwszych lekéw opartych na technolo-
gii RNAI. Liczba nowych terapii prawdopodobnie bedzie sie sukcesywnie zwiekszac,
w miare poznawania naturalnych funkgcji krotkich RNA w naszych organizmach i ich
roli w powstawaniu r6znych stanéw patologicznych. Obiecujgce sa wstepne wyniki ba-
dan klinicznych po miejscowym zastosowaniu siRNA, jednak dopoki pierwsze cza-
steczki nie przejdg pomyslnie Il fazy badan klinicznych zainteresowania firm farma-
ceutycznych tg technologia beda ograniczone. Podstawowym problemem, ograni-
czajagcym praktyczne zastosowania terapii opartych na RNAi, pozostaje opracowanie
skutecznych sposobéw specyficznego transportu aktywnych czasteczek do tkanek.
Zastosowanie nanoczasteczek optaszczonych ligandami dla receptoréw powierzch-
niowych, specyficznych dla danego typu komorek, do tej pory budzi najwieksze na-
dzieje na podawanie czgsteczek siRNA ogélnoustrojowo. Innym zagadnieniem do roz-
wigzania jest przediuzenie czasu trwania efektu wyciszenia. Opracowanie bezpiecz-
nych wektoréw zapewniajgcych stabilng ekspresje siRNA umozliwitoby unikniecie cze-
stego podawania leku i zmniejszytoby ryzyko wzbudzenia odpowiedzi immunologicz-
nej organizmu. Obydwa wymienione wyzwania sg podejmowane przez wiele zespo-
tow badawczych zarowno zajmujacych sie chemig kwasow nukleinowych, jak i chemia
polimerow, mogacych tworzy¢ nanoczgsteczki. Takze w obszarze konstrukcji wekto-
réw mozliwych do zastosowania w terapii genowej daje sie zauwazy¢ duze ozywienie
i postepy w testowaniu nowych metod wywolywania ekspresji shRNA w komorkach
ssakow. Jedna z bardziej oryginalnych innowacji w tej dziedzinie jest tzw. ,baktofek-
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cja” (83). Polega ona na dostarczeniu plazmidéw, kodujacych wyciszajace czasteczki
do organizmu ssaka razem z pozywieniem zawierajacym niepatologiczne bakterie. Mi-
kroorganizmy wraz z plazmidami wchtaniane sg przez komorki nabtonka jelit (np.
E. coli) (84) lub samodzielnie wnikajg do wnetrza komoérek (np. L. monocytogenes) (85).
Bakterie sg nastepnie niszczone z uzyciem odpowiedniego antybiotyku, a uwolnione
setki plazmidow ulegaja ekspresji. Skutecznos¢ takiego podejscia pokazano w my-
szach, ktorych jelita zostaly w wyniku opisanej terapii uwolnione od groznych polipow
(nieleczone polipy uztosliwiaja sie do nowotworow) (84).

Po przezwyciezeniu wspomnianych probleméw mozliwo$ci zastosowan terapeu-
tycznych RNAi bedg ograniczone wylgcznie wiedzg na temat genetycznych przyczyn
choréb.

Praca powstata w wyniku realizacji projektu CRP/POL04-01 pt. Beta-site APP cleaving enzyme (BACE) as
therapeutic target for prevention of Alzheimer’s disease finansowanego przez ICGEB i projektu PBZ-MNiSW-07/1/2007
pt. Modulacja aktywnosci wyciszajqcej krotkich interferujgcych RNA (siRNA) za pomocq modyfikacji chemicz-
nych finansowanego ze srodkéw MNiSzW na nauke w latach 2008-2010. Jedna z autorek (Katarzyna Ku-
biak (Sipa)) otrzymywata w 2007 r. stypendium L’Oreal Polska dla Kobiet i Nauki przy wsparciu Polskie-
go Komitetu ds. UNESCO.
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