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RNA interference-based therapeutics in anticancer therapy
Summary

RNA interference (RNAI) is a phenomenon of sequence-specific gene silenc-
ing and its discovery led to wide applications. Short interfering RNA (siRNA),
which induces RNAI, has been experimentally introduced as a cancer therapy
and is expected to be developed as a nucleic acid-based medicine. Potential suc-
cess of siRNA cancer therapies depends on selection of appropriate gene tar-
gets and candidate targets include genes associated with cell proliferation, me-
tastasis, angiogenesis, and drug resistance. In vivo systemic delivery of
siRNA-based therapeutics to tumour tissues is challenging and the major limita-
tions of siRNA therapeutic use are its degradation by serum nucleases, poor cel-
lular uptake and rapid renal clearance following systemic administration. Sev-
eral siRNA-based therapeutics are already in clinical trials. Further development
of anti-cancer therapeutic siRNAs depends on development of nanocarriers,
nuclease-resistant chemically modified siRNAs and variety of synthetic or natu-
ral lipids and polymers to systemically deliver siRNA. Here, we review potential
approaches for delivery of RNAi based therapeutic in cancer therapy, results of
current studies and clinical trials which demonstrate that the use of targeted
siRNA offers promising strategies for cancer therapies.

Key words;
RNA interference, cancer therapy, siRNA.


mailto:bozenakk@nencki.gov.pl

Wykorzystanie interferencji RNA do opracowywania nowych terapii przeciwnowotworowych

1. Wprowadzenie

Kiedy w 1998 r. ukazata sie w ,Nature” publikacja Andrew Fire’a i wsp. (1), za-
den z nich nie przypuszczat zapewne, ze opisane przez nich zjawisko interferencji
RNA jest uniwersalne i doprowadzi do powstania niezwykle skutecznych narzedzi
do modulowania ekspresji genéw in vitro i in vivo. W latach osiemdziesigtych
i dziewiecdziesigtych ubiegtego wieku bardzo popularne byto wykorzystanie anty-
sensowych RNA do modulowania ekspresji gendw i powszechnie uwazano, ze jest
to wynikiem dziatania prostego mechanizmu wynikajgcego z hybrydyzacji miedzy
wprowadzonym antysensowym RNA i endogennym mRNA, prowadzgcego do de-
gradacji przez RNazy, blokowania obrébki transkryptu lub blokowania translacji
mRNA. Fire’a i wsp. wprowadzajgc jedno- lub dwuniciowe (ds) antysensowe RNA
do komérek nicienia Caenorhabciitis elegans pokazali, ze dsRNA byto bardziej efek-
tywne niz jednoniciowe RNA w blokowaniu transkrypcji genéw (1). Wielka intuicja
autoréw polegta jednakze nie tylko na stwierdzeniu, ze kilka czgsteczek dwunicio-
wego RNA na komérke wystarczy, aby specyficznie interferowa¢ z ekspresjg ge-
noéw. Autorzy zaproponowali, ze u podioza procesu musi istnie¢ mechanizm kata-
lityczny lub odpowiadajacy za zwielokrotnienie zjawiska wyciszania ekspresji ge-
noéw. Stusznosci ich tezy dowiedziono wkrétce w badaniach innych zespotéw do-
kumentujacych wystepowanie zjawiska interferencji RNA i obecnosci 25 nt RNA
komplementarnych zaréwno do mRNA jak i antysensowego RNA w komorkach ros-
lin (2) i 21-23 nt RNA komplementarnych do mRNA w komoérkach owadow
Drosophila melanogaster (3-6), komoérkach ssaczych (7) i roslinnych (8).

Zjawisko i mechanizm molekularny interferencji RNA byly przedmiotem licznych
badan i publikacji. Wysoka wydajnos¢ i specyficzno$¢ wyciszania poprzez mecha-
nizm interferencji zaleznej od RNA (RNAI) przyspieszyly rozwdj badan tego zjawiska
i doprowadzity do dobrego poznania mechanizméw komérkowych lezacych u pod-
staw tego procesu (8). Pierwsze wyniki dotyczace ,maszynerii komorkowej” odpo-
wiedzialnej za zjawisko RNAi pochodzity z badan nad organizmem modelowym
Drosophila melanogaster i wskazywaly, ze RNAI jest inicjowane przez diugie fragmen-
ty dwuniciowego RNA (dsRNA), ktére ulega pofragmentowaniu przez enzym zwany
Dicer. Dicer ma dwie domeny o aktywnosci RNazy !ll oraz domeny: wigzgcg dwuni-
ciowe RNA, helikazowg oraz PAZ - odpowiedzialng za interakcje z innymi bial-
kami. Dicer degraduje diugie fragmenty dwuniciowego RNA do krétkich, 21-nukle-
otydoA*ych fragmentow zawierajgcych 19 sparowanych nukleotydéw i 2 wolne nu-
kleot>dy na koricach 3’. Powstate 21-nukleotydowe, dwuniciowe RNA nazywane sg
siRNA (ang. short interfering RNA) (9,10).

Dvmniciowe siRNA asocjujg z kompleksem biatek zwanym RISC (ang. RNA-Indu-
ceci Sihncing Complex), ktéry jest duzym kompleksem (160 kDa) o ztozonej aktywno-
sci erzymatycznej wykazujgcym aktywnosc¢ helikazy oraz endo- i egzonukleazy.
Centrum katalityczne kompleksu stanowig biatka Argonaute (Ago) zawierajace do-
meny: PAZ (ang. Piwi/Argonaute/Zwille) rozpoznajgcg 3’koniec RNA i PIWI (ang. P-ele-
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ment Induced Wimpy Testis) o aktywnosci endonukleolitycznej (10). Biatka TRBP (ang.
TAR RNA Binding Protein) i PACT (ang. Protein Activator of Protein Kinase PKR) utatwiaja
przekazanie siRNA do kompleksu biatka Ago2 i RISC (11-13).

W obrebie kompleksu RISC siRNA jest rozwijane, RISC wigze preferencyjnie nic¢
wiodaca (ang. guide strand), a ni¢ towarzyszgca (ang. passenger strand) jest degrado-
wana przez nukleazy. Zwigzany z kompleksem RISC, jednoniciowy, antysensowy
RNA rozpoznaje komplementarne sekwencje w mRNA, hybrydyzuje z nim, co umoz-
liwia degradacje rozpoznanego RNA przez endonukleazy wchodzace w skiad RISC.
Ciecie dupleksow mRNA/siRNA nastepuje pomiedzy nukleotydem 10 i 11 od korica
5' nici antysensowej, a w dalszej degradacji uczestniczg egzonukleazy. Zjawisko to
prowadzi do transkrypcyjnego wyciszenia ekspresji genéw docelowych.

W komdrkach eukariotycznych procesy RNAi zaangazowane sg takze w obréb-
ke i dojrzewanie mikro RNA. mikro RNA to jednoniciowe czgsteczki RNA o diugo-
Sci ok. 21-23 nukleotyddw nalezace do grupy niekodujgcych kwaséw rybonuklei-
nowych tzw. ncRNA (ang. non-coding RNA) (14). Podobnie jak normalne geny miRNA
sq kodowane przez genom komoérki. Obecnie u czlowieka znanych jest >800 miRNA,
a kodujace je geny stanowiag >3% wszystkich genéw. Pierwotne transkrypty miRNA
zawierajg ztozone struktury drugorzedowe zwane (ang. hairpin czyli ,szpilki do
wilosow?”) i sg przecinane do prekursorowych miRNA o dtug. 70 pz przez jadrowa
nukleaze Il Drosha (u zwierzat) lub DCLI (u roslin). Pre-miRNA sg transportowane
do cytoplazmy przez biatko Eksportyna-5 (Exp5) i procesowane do dojrzatego
miRNA o dlugosci od 18 do 24 nukleotydéw przez Dicer (8,15). W odréznieniu od
siRNA, miRNA nie wykazujg 100% identycznosci sekwencji do docelowego mRNA.
Jesdli dwuniciowy RNA ma sekwencje nie dopasowang perfekcyjnie (w przypadku
miRNA) wykorzystywany jest mechanizm obejmujacy rozplecenie dupleksu przez
helikaze. Powstaje wtedy dojrzalty miRNA aktywujacy RISC. W przeciwienistwie do
siRNAs i roslinnych miRNA, ktére indukuja ciecie docelowego, specyficznego
mRNA, wiekszos¢ miRNA zwierzat nie ma perfekcyjnej homologii z docelowym
mRNA i hamuje translacje poprzez mechanizm zalezny od RISC i rozpoznawania
cap mRNA. Zjawisko to wystepuje w cytoplazmie w ciatkach P (ang. processing bo-
dies), ktére zawieraja mRNA nie ulegajgce translacji i sg miejscem jego degradaciji
(16).

W komoérkach ssakdw oprdcz transkrypcyjnego wyciszenia ekspresji genéw wy-
stepuje takze zjawisko potranskrypcyjnego wyciszenia ekspresji genéw. Kompleksy
siRNA-Ago2 wraz z TRBP2 (DNA metyltransferaza) i metyltransferaza histonéw EZH2
(z rodziny Polycomb) sg rekrutowane do promotordw gendw docelowych siRNA.
Przeprowadzaja metylacje DNA de novo lub metylacje lizyny 9 i 27 histonu H3, co po-
woduje trwate modyfikacje chromatyny (17,18).
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2. Jak zaplanowac¢ dobre si/shRNA?

2.1. Zasady projektowania si/shRNA

Najbardziej powszechnym zastosowaniem RNAI jest specyficzne wyciszenie eks-
presji wybranego genu. Jednakze projektowanie siRNA nie jest proste tym bardziej,
ze struktura przestrzenna i ufatdowanie docelowego mRNA lub jego oddziatywania
z innymi biatkami moga ogranicza¢ dostep i wigzanie kompleksu RISC do mRNA. Re-
komendowane i powszechnie stosowane sg zasady projektowania siRNA opracowa-
ne przez grupe Thomasa Tuschla (http://www.rockefeller.edu/labheads/tuschl/sir-
na.html) (19). Zasady projektowania si/shRNA z uwzglednieniem regut Tuschla sg
stosunkowo proste:

- Zaczyna sie od sekwencji AUG kodonu start i wyszukuje sekwencje AA i 19
sgsiadujacych nukleotydow jako potencjalne miejsce rozpoznawane przez siRNA.

- Wybiera sie 3-4 sekwencje docelowe najlepiej znajdujgce sie w réznych cze-
Sciach mRNA, bo nie wiadomo, ktére okaza sie najbardziej wrazliwe na degradacie.

- Zawartos¢ G/C nie powinna przekroczy¢ —30-50%.

- Przeszukuje sie wybrane bazy gendéw pod katem podobieristwa z wybrang se-
kwencjg i odrzuca wszystkie sekwencje o znaczgcej homologii z innymi genami.

- Nalezy unika¢ sekwencji 5-GUCCUUCAA-3' i 5- UGUGU-3’, poniewaz te moty-
wy majg silne dziatanie immunostymulujgce i indukuja odpowiedz interferonowa.

- shRNA syntetyzowane z zintegrowanego wektora tentiwirusowego nie wy-
wotuje efektu ubocznego tak jak egzogenne siRNA, gdyz nie wchodzi do endoso-
mow.

- Nie mozna dopusci¢ do wysycenia endogennego mechanizmu wyciszajgcego
(np. hamowanie Eksportyny 5 i eksportu endogennego miRNA jest toksyczne dia ko-
mdrek). Dlatego lepszy jest stabszy promotor HI niz silniejszy U6.

Istnieje kilka ogdIinodostepnych serwiséw internetowych w instytucjach akade-
mickich lub komercyjnych, ktére oferuja narzedzia do projektowania siRNA (URL:
http://katahdin.cshl.org:9331/RNAi/html/rnai.html, Cold Spring Harbor Laborato-
ries; http://hydral.wistar.upenn.edu/Projects/siRNA/siRNAindex.htm, Wistar Insti-
tute; http://jura.wi.niit.edu/siRNAext, Whitehead Institute; http://www.ambion.com/
techlib/misc/siRNA_finder.html, Ambion; http://design.dharmacon.com/ Dharmacon;
https://rnaidesigner.invitrogen.com/rnaiexpress/ Invitrogen).

jednakze nalezy zaznaczy¢, ze postugiwanie sie teoretycznymi kryteriami pro-
jektowania efektywnie dziatajgcych siRNA nie zapewnia ich efektywnego dziatania
(20). Szereg bardzo efektywnie dziatajgcych siRNA tylko czesciowo spetnia kryteria
zasad projektowania siRNA i odwrotnie, teoretycznie optymalne czagsteczki siRNA
mogg wykazywac sie ograniczong efektywnoscig wyciszania. Zatem optymalny wy-
bor czasteczki siRNA wymaga doswiadczalnego poréwnania efektywnosci wycisza-
nia przez kilka zaprojektowanych czasteczek-kandydatow.
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Wkrétce skonstruowano wektory zawierajgce kasety DNA umozliwiajgce two-
rzenie w komoérce krétkich RNA o strukturze spinki do wtoséw (shRNA, ang. short
hairpins) lub transkrypcje przez polimeraze !l 21-nukleotydowych nici sensowej
i antysensowej tworzacych w komoérce dwuniciowe RNA. Minimalny wektor do eks-
presji shRNA zawiera promotor dla polimerazy 111, po ktérym nastepuje 19 nukleoty-
déw odpowiadajacych sekwencji docelowej, linker o dtugosci 4-10, 19-nukleoty-
dowag sekwencje antysensowg zakorniczong 4-6 urydynami oraz adaptory do klono-
wania do plazmidu. System moze tez zawiera¢ dwa promotory umozliwiajgce tran-
skrypcje 2 oddzielnych nici RNA. W celu lepszej modulacji procesu wyciszania stosu-
je sie promotory indukowalne (np. tetracykling) lub system indukowalnej ekspres;ji
Cre-loxP.

Podobnie jak w przypadku siRNA, plazmidy kodujgce shRNA nie przechodzg
tatwo przez blony komoérkowe i wymagajg stosowania substancji utatwiajgcych
przenikanie do komérek. Dlatego tez stosowane sg wektory wirusowe, najczesciej
adenowirusowe lub pochodne AAV (ang. Adeno-Associated Virus). Coraz czesciej do
wprowadzania do komoérek DNA stosuje sie wektory retrowirusowe, ktére pozwa-
lajg na trwate zmiany ekspresji, gdyz integruja sie chromosomalnym DNA gospoda-
rza. Wektory te bazujg na wirusie biataczki (MLV, ang. Murine Lukemia Vrus) lub lenti-
wirusach (np. HIV, FIV lub EIAV) i majg te przewage, ze infekujg takze komoérki nie
dzielgce sie.

2.2. Mechanizmy nieswoistego dziatania siRNA

W przypadku projektowania si/shRNA nalezy zwraca¢ szczegélng uwage na ryzy-
ko wystgpienia efektow niespecyficznych w komérkach. Efekty te moga polegac¢ na:
degradaciji innych genéw niz docelowy (ang. ojf-target ejfects), wspomnianej toksycz-
noéci w przypadku wysycenia endogennych szlakéw RNAIi, zwlaszcza eksportyny 5
oraz indukcji odpowiedzi interferonowej. Dwuniciowe RNA dluzsze zaréwno niz
30 pz, jak tez zwykle uzywane 21-nukleotydowe, aktywujg kinaze R (PKR) i indukujg
odpowiedz interferonowa (21). Tepo zakoriczone siRNAs sa lepsze od tych majacych
na koncach wolne nukleotydy (np. siRNA transkrybowane przez Pol T7). jednonicio-
we konce siRNA moga by¢ wykrywane przez helikaze kodowang przez gen RIG-1
(ang. Retinoic Acid Gene 1) (22), ktdra uczestniczy w procesach rozpoznawania obce-
go, zwykle wirusowego RNA i inicjowaniu odpowiedzi przeciwwirusowej. Synte-
tyczne siRNA, ktére wchodzg do endosoméw, moga aktywowac receptory TLR (ang.
Toll Like Receptors), gtdéwnie TLR7 and TLR8 (23,24). Uzycie plazmidéw kodujacych
shRNA pozwala oming¢ i wykluczy¢ aktywacje receptoréw TLR. Takze modyfikacje
nukleotyddw, np. zastgpienie urydyn odpowiednikami zmodyfikowanymi w pozycji
2' (2’-0-metyl urydynami) znosi rozpoznawanie siRNA przez TLR7/8 i nie dopuszcza
do stymulacji komérek uktadu odpornosciowego, co jest szczegolnie istotne w do-
Swiadczeniach in vivo.
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3. Wykorzystanie zjawiska RNAi do specyficznego wyciszania ekspres;ji
gendéw in Vvivo

Spektakularne osiggniecia w modulacji ekspresji genéw z wykorzystaniem siRNA
przyczynity sie do szybkiego ich zastosowania w badaniach in vivo. W 2002 r.
McCaffrey i wsp. opublikowali pierwsze wyniki pokazujgce wyciszenie ekspres;ji
genu za pomocg siRNA i shRNA in vivo (25). Plazmid zawierajgcy gen kodujacy lucyfe-
raze byt wstrzykniety dozylnie razem ze zsyntetyzowanymi chemicznie siRNA lub
plazmidem kodujacym shRNA do myszy. Aktywnos¢ lucyferazy w watrobie zmierzo-
no za pomocg obrazowania catego ciata. Stwierdzono 80% redukcje ekspresji lucyfe-
razy w watrobie myszy otrzymujgcych siRNA/shRNA skierowane przeciwko lucyfera-
zie (25). W 2003 r. po raz pierwszy zastosowano siRNA jako czynnik potencjalnie te-
rapeutyczny w mysim modelu zapalenia watroby (26). Zapalenie watroby wywotywa-
no poprzez wstrzykniecie konkanawaliny A lub przeciwciata aktywujgcego receptor
Fas. Podanie do zyly ogonowej siRNA wyciszajgcego ekspresje Fas znosito toksyczny
efekt czynnikdw uszkadzajgcych watrobe. Myszy po podaniu przeciwciata aktywu-
jacego Fas umieraty po 3 dniach, natomiast 80% myszy nastrzyknietych siRNA prze-
ciwko Fas przezywato 10 dni (26).

Metody stabilizacji SiRNA

SiRNA lub

zmodyfikowane

SIRNA Metody podawania SIRNA/ShRNA

SiRNA

optaszczone ) )

“pldam' iniekcja podskérna I;#gg;;i‘g;::ﬁﬁrek
. . dom|?én|owa, przez siRNA/shRNA

SiRNA zwigzane z domoézgowa

cholesterolem

. . _doguzowa iniekcja
SiRNA zwigzane SiIRNA/SshRNA

Z aptamerem
inhalacja

SiRNA optaszczon
nanoczasteczkami

siRNA zwigzane
z przeciwciatami

Rys. 1. Metody zwiekszania efektywnosci dziatania siRNA oraz sposoby ich dostarczania do organizmu.
Metody zwiekszania efektywnosci dziatania siRNA za (27), zmodyfikowane.
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Podawane do krwiobiegu lub dootrzewnowo siRNA, podobnie jak antysensowe
oligonukleotydy, akumulujg sie w watrobie, Sledzionie i nerkach, natomiast ich ste-
zenie w innych tkankach jest niskie. Ponadto w surowicy krwi jednoniciowe RNA
jest degradowane przez nukleazy w ciggu sekund, a siRNA w czasie minut. Na
przyktad niezmodyfikowane siRNA podawane dozylnie szczurom za pomocg pomp
cisnieniowych ma okres poéttrwania 6 min (27). Poprawe efektywnosci wyciszenia
mozna uzyskac¢ poprzez modyfikacje chemiczne czasteczek siRNA, zwiekszajgce ich
stabilnos¢ i zdolno$¢ przenikania przez btony komérkowe, i inne bariery tkankowe
(rys. 1) (28,29). Zwigzanie siRNA lub plazmidowego DNA z czasteczkami cholestero-
lu zwieksza ich transport do komdrek zalezny od receptoréw lipoprotein oraz sta-
bilno§¢ w surowicy poprzez zwigzanie z albumina. Optaszczenie plazmidowego
DNA kationowymi nosnikami (PEG) zwigzanymi z liposomami i przeciwcialem umoz-
liwito uzyskanie 90% wyciszenia ekspresji EGER w mézgu po podaniu dozylnym
w mysim modelu guza mézgu (28,29).

4. Opracowanie nowych terapii przeciwnowotworowych z wykorzystaniem
interferencji RNA

Komorki nowotworowe wykazujg liczne i réznorodne zaburzenia genetyczne
i epigenetyczne. Pomimo wielkiej réznorodnosci i ztozonosci zaburzen, wzrost
i proliferacja komérek nowotworowych jest czesto modyfikowana przez inaktywa-
cje pojedynczego onkogenu. jest to zwigzane z przestawieniem sie metabolizmu
komorki nowotworowej na dominujgcy szlak przekaznictwa zaburzony przez biatko
onkogenne. Zjawisko to nosi nazwe ,uzaleznienia od onkogenu” (ang. Oncogene
Addiction) (30). Potwierdzeniem istnienia tego zjawiska jest wzrastajgca liczba wyni-
kéw badan wykazujgcych wysoka aktywnos$¢ terapeutyczng przeciwciat lub inhibito-
row farmakologicznych wytaczajacych funkcje poszczegélnych biatek onkogennych.
Wsréd spektakularnych przykladéw mozna wymieni¢: trastuzumab (Herceptyna) ha-
mujacy receptorowg kinaze HER-2/NEU u pacjentek z rakiem piersi, imatinib bloku-
jacy kinaze tyrozynowg Bcr-abl w chronicznych biataczkach oraz gefitinib i erlotinib,
blokujace receptor naskérkowego czynnika wzrostu EGER w drobnokomaérkowym
raku ptuc, raku trzustki i glejakach (30). Choroby nowotworowe staly sie polem
dziatania terapii bazujgcych na wykorzystaniu siRNA ze wzgledu na mozliwo$¢ wyci-
szenia ekspresji onkogenéw lub innych genéw podstawowych dla progresji nowo-
tworu.
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Tabela 1
Wyniki badan nad wykorzystaniem RNAi w terapii przeciwnowotworowej in vivo
. . Sposéb Model badan . » Docelowe .
Gen docelowy Rodzaj RNAi ) , Specyficznos¢ i Literatura
dostarczenia (nowotwor) komorki
| 2 3 4 5 6 7
STAT3 SiRNA nagie siRNA czerniak, olionukleotyd komorki TLR9 + (31)
jelita grubego CpG (IDG, IDZ)
shRNA elektroporacja prostaty NSD (IDG) NSD (32)
shRNA atenuowane prostaty NSD (IDZ) NSD (33)
S. typhimurium
shRNA elektroporacja prostaty NSD (IDG) NSD (34)
SIRNA neutralne liposo- jajnika NSD (IDZ) NSD (35)
my
shRNA elektroporacja watrobowo- NSD (IDG) NSD (36)
-komérkowy
SiRNA kationowy czerniak NSD (IDG) NSD (37)
polimer PEI
zmodyfikowany StA
cMyc SiIRNA protamina czerniak biatko EIO3 komérki gpl60-I- (38)
(IDG, IDZ)
EWS-FLII SiRNA polikation na ba- migsak Ewinga  transferyna komorki transfe- (42)
zie cyklodekstryny ryna-F
RhoA SIRNA PIHCA piersi NSD (ID2) NSD (43)
ANT2 ShRNA kationowy piersi NSD (IDG) NSD (44)
nosnik lipidowy
Bel2 SIRNA kationowy czerniak, ptuc 3p-siRNA (IDZ)  komorki Rig--t- (45)
polimer PEI
SiRNA aptamer prostaty aptamer (IDG) komorki PSMA-F (46)
BCLXL shRNA liposomy jamy NSD (IDG) NSD (47,48)
nosowo-gardtowej
PLKI SiRNA aptamer prostaty aptamer (IDG) komorki PSMA-I- (46)
Bcl2L12 shRNA stabilna linia - glejak BI) BI) (49)
retrowiriis
X1AP shRNA elektroporacja piersi NSD (IDG) NSD (50)
shRNA adenowiriis jelita grubego NSD (IDG) NSD (51)
shRNA stabilna linia —  trzustki Bl) Bl) (52)
adenowiriis
shRNA adenowiriis watrobowo- NSD (IDG) NSD (53)
komorkowy
MDM2 SiIRNA protamina czerniak biatko F105 komorki gpl60-I- (38)
(IDG, IDZ)
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2 4 5 6 7
FAK ShRNA neutralne liposo- rak jajnika NSD (IDO, IDZ)  NsSD (68)
my
shRNA kationowe rak prostaty, NSD (IDG) NSD (69)
liposomy rak piersi
0) SiRNA/ przejéciowa rak prostaty, BD BD (70)
-a shRNA transfekcja, rak piersi
kationowe
liposomy
shRNA zmodyfikowany  czerniak NSD (IDG) NSD (71)
polimer PEI
MDRI shRNA nagie DNA rak szyjki macicy NSD (IDG) NSD (72)
° shRNA stabilna linia -  rak pracia BD BD (73)
9 kationowe
s liposomy
[o]
shRNA stabilna linia - rak watrobowoko- BD BD (74)
-C kationowe mérkowy
liposomy
UPAR shRNA nagie DNA rak piersi NSD (IDG) NSD (75)
SIRNA nagie DNA rak jamy ustnej NSD (IDG) NSD (76)
(oscc)
MMP-9 shRNA nagie DNA rak piersi NSD (IDG) NSD (75)
o SiRNA kationowe rak zotadka NSD (IDG) NSD 77)
b',% liposomy
s Her-2 SIiRNA kationowe rak glowy i szyi ~ NSD/folacyna komorki (63)
liposomy, (IDG) folacyna+
PEG-ylowane
kationowe
liposomy
HPV E6 SiRNA nagie DNA rak szyjki macicy NSD (IDG) NSD (78)
gc SiRNA atelokolagen rak szyjki macicy NSD (IDG) NSD (79)
S hPV E7 SiRNA nagie DNA rak szyjki macicy NSD (IDG) NSD (78)
[
° SiRNA atelokolagen rak szyjki macicy NSD (IDG) NSD (79)
3
EBV LMP-l  shRNA stabilne rak nosogardta BD BD (80)
linie -rMV-2
NSD - niespecyficzne dostarczenie; Bl) — brak dostarczenia; IDG - iniekcja doguzowa; IDO - iniekcja dootrzewna;

rA/W-2 (ang. Recombinant Adeno-Associated Virus Type 2 Vector), Sta — kwas stearynowy (ang. Stearic Acid): PEl -
polietyienoimina, PEG - polietylenoglikol; DOPE - fosfatydyloetanoloaniina; PIIIC — poliizoheksylocyjanoakryi; SWNT
(ang. Single-Walled Carbon Nanotubes).

W tabeli | przedstawiono zestawienie wynikéw badan, w ktdrych wykorzystano
zjawisko interferencji RNA w celu zahamowania wzrostu i rozwoju nowotworow in
vivo. Pomimo trudnosci zwigzanych ze specyficznym i efektywnym dostarczaniem
kwasow nukleinowych do komérek nowotworowych in vivo, pojawia sie wiele prac
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wykazujgcych skutecznos$¢ tego podejscia w potencjalnej terapii przeciwnowotwo-
rowej. Narzedzie RNAi we wspomnianych badaniach stuzy do wyciszania ekspresji
onkogenow, ktorych nadmierny poziom sprzyja progresji nowotworéw. Szczegol-
nie istotne jest, jak sie wydaje, wyciszanie ekspres;ji tych bialek onkogennych, dla
ktdrych brak jest obecnie specyficznych inhibitoréw, co uniemozliwia wykorzysta-
nie ich, jako celow klasycznej terapii przeciwnowotworowej. Przyktadem takiego
podejscia jest wyciszanie onkogennych czynnikéw transkrypcyjnych np. STAT3
(31-37), cMyc (38), dla ktorych nie istniejg zadne farmakologiczne inhibitory, bedace
choéby na etapie badan klinicznych.

Innym ciekawym podejSciem jest zahamowanie aktywnos$ci aktualnie dobrze
znanych w terapii przeciwnowotworowej onkogenéw np. komplekséw biatka mTOR
(ang. Mammalian Target of Rapamycin) (39), dla ktérych klasyczne inhibitory nie zaw-
sze sg skuteczne. Biatko mTOR wystepuje w dwdch kompleksach: jako kompleks
MTORCI, w ktérym jednym ze sktadnikéw jest biatko Raptor oraz jako mTORC2 za-
wierajacy biatko Rictor. Pat Gulhati i wsp. (39) wykazali, ze uzycie shRNA do wyci-
szenia biatka Rictor i zahamowania aktywnosci kompleksu mTORC2 hamuje zywot-
no$¢ komérek raka jelita grubego niewrazliwych na rapamycyne (znanego leku ha-
mujgacego posrednio aktywno$¢ kompleksu mTORCI). Autorzy wykazali, ze wycisze-
nie aktywnosci kompleksu mTORC2 w komoérkach raka jelita grubego, zar6éwno
wrazliwych jak i niewrazliwych na rapamycyne, ma znaczacy wptyw na wielkosé
guza w eksperymentach in vivo. W komdrkach wrazliwych na rapamycyne wielko$é
guza z okoto —9500 mm” (komorki z ekspresjg kontrolnego shRNA) zmniejszyta sie
do 750 - 1250 mm” (shRNA przeciwko mTORCI-Raptor lub/oraz mTORC2-Rictor)
po 25 dniach od implantacji. W komérkach niewrazliwych na rapamycyne wielkos¢
guza, w ktorym ulegato ekspresji kontrolne shRNA wynosita 690 mm”. Zastosowa-
nie shRNA wyciszajgcego ekspresje biatka Rictor (mMTORC2) lub jednoczesne zaha-
mowanie aktywnosci mTORCI i mTORC2 doprowadzito natomiast do dramatyczne-
go zmniejszenia wielkosci guza do 10-135 mm”. Doswiadczenia stworzyly podstawy
do wykorzystania interferencji RNA w celu zahamowania aktywnosci kompleksow
biatka mTOR.

jednym z gtéwnych probleméw skutecznego wykorzystania RNAi w doswiadcze-
niach in vivo jest brak wysokiej specyficznosci i wydajnosci dostarczenia siRNA do
komorek docelowych. Dlatego rézne grupy wykorzystujg coraz nowsze systemy
specyficznych i efektywnych nosnikow siRNA lub plazmidéw kodujacych shRNA.
Przyktadem dobrze ilustrujgcym optymalizacje sposobéw dostarczania siRNA sg wy-
niki badan nad wyciszeniem biatka STAT3 w zwierzecym modelu raka prostaty
(32-34). Wykorzystano tu dwa sposoby dostarczania plazmidéw kodujgcych shRNA
wyciszajgce ekspresje czynnika transkrypcyjnego STAT3: elektroporacje (32,34)
oraz pozbawiony aktywnosci szczep 5. typhimurium jako nosnik (33). W dwéch
pierwszych pracach po doguzowym dostarczeniu siRNA wyciszajgcego ekspresje
biatka STAT3 odnotowano 3-5-krotne zmniejszenie objetosci guza w poréwnaniu
do myszy traktowanych kontrolnym siRNA. W opisanych pracach nie zastosowano
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nosnika plazmidowego, ani czagsteczki kierujgcej go do komoérek nowotworu.
W jednej z prac zastosowano jednak dodatkowo efekt synergii wyciszenia rowno-
czes$nie dwoch onkogendw: STAT3 i GRIM-19 (34). W tym wariancie doswiadczal-
nym objetos¢ guza zmalata ponad 10-krotnie w poréwnaniu do wariantu wyciszenia
poszczegolnych onkogendéw (STAT3 i GRIM-19) osobno. Takie podejscie wskazuje
na uzytecznos$¢ wyciszania jednoczesnie wiekszej liczby onkogenéw lub stosowania
terapii tgczonej, gdzie siRNA stanowi jeden ze skfadnikéw Srodka terapeutycznego.
Podobne podejscie synergii zostato wykorzystane przez Ling Zhang i wsp. (33), kt6-
rzy wykorzystali atenuowany szczep S. typhimurium jako nosnik plazmidu kodu-
jacego shRNA, wyciszajgcego ekspresje biatka STAT3 w zwierzecym modelu raka
prostaty. Pozbawione zjadliwosci bakterie S. typhimurium same wykazujg dziatanie
przeciwnowotworowe oraz maja zdolno$¢ do preferencyjnej, 1000 razy czestszej
infekcji komdrek nowotworowych w poréwnaniu do komérek prawidtowych, jak
rowniez infekujg tkanke nowotworu réwnomiernie (40,41). Dodatkowe wykorzysta-
nie S. typhimurium, jako nosnika DNA kodujgcego shRNA wyciszajgcego ekspresje
onkogendw czyni go atrakcyjnym, efektywnym i do pewnego stopnia specyficznym
wektorem komaorek nowotworowych. Proby wykorzystania tego narzedzia do trans-
fekcji komérek raka prostaty in vivo doprowadzity do 12-krotnego zmniejszenia ob-
jetosci nowotworu (z 2458,51 mm” w myszach kontrolnych do 216,42 mm” w my-
szach traktowanych dozylnie S. typhimurium_shRUASTAT3). Dodatkowo u myszy
transfekowanych S. typhimurium kodujacym shRNA wyciszajgcym STAT3 doszio do
84% spadku liczby przerzutow. Co wiecej, u co trzeciej tak traktowanej myszy zostat
odnotowany catkowity zanik tkanki nowotworowej. Podsumowujgc, wykorzystanie
specyficznego i wydajnego systemu dostarczania shRNA, ktéry dodatkowo wykorzy-
stuje efekt synergistyczny pobudzajac odpowiedz odpornosciowa, skutkuje najlep-
szym wynikiem terapeutycznym.

Wiele komdrek nowotworowych, wigczajac w to komorki glejaka, wydziela cyto-
kine transformujacy czynnik wzrostowy - TGPp (ang. Transforming Growth Factor P).
W komérkach ludzkich glejakéw podwyzszony poziom ekspresji TGPp jest skorelo-
wany z poziomem ztosliwosci nowotworu, a TGPp modyfikuje podscielisko guza,
wspiera wzrost nowotworu bezposrednio albo posrednio przez hamowanie odpo-
wiedzi ukladu odpornosciowego, stymulacje produkcji czynnikbw angiogennych,
regulacje migracji i inwazyjnosci. W grupie kierowanej przez Bozene Kaminskag
w Pracowni Regulacji Transkrypcji w Instytucie Biologii Doswiadczalnej PAN, aby
wyciszy¢ przekaznictwo przez TGpp w komdrkach ludzkiego glejaka, skonstruowa-
no plazmidy, ktére kodowaty 4 r6zne shRNA i mogly specyficznie hamowaé ekspresje
receptora TGpp typu Il (TpRII) (67). jako kontrole wykorzystano plazmid kodujgcy
shRNA bez znaczacej homologii z genami szczura i czlowieka. Zaprojektowane shRNA
roznity sie wydajnoscig wyciszania ekspresji genu, ale wszystkie obnizaty ekspresje
mRNA TpRIl o 40-70%, redukowaly poziom biatka T|3R11 oraz blokowaly zalezng od
tego receptora Sciezke sygnatowg w transfekowanych komarkach (rys. 2). Wycisze-
nie ekspresji T(3R1l w komérkach ludzkiego glejaka hamowato inwazyjnos¢ induko-
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Rys. 2. Ocena dziatania zaprojektowanych shRNA transkrybowanych z plazmidu na ekspresje recep-
tora TGF typu 1l (TpRII).

A. Schemat zaprojektowanych nukleotydéw i plazmidu wyj$ciowego pSilencer; B. Lokalizacja se-
kwencji rozpoznawanych przez zaprojektowane shRNA w obrebie drtigorzedowej struktury mRNA
ipRII; C. Ocena dziatania shRNA kodowanych przez plazmidy na poziomie mRNA (C), ekspres;ji biatka (D)
oraz Sciezki sygnatowej Smad zaleznej od aktywacji receptora (E); zmodyfikowane wedtug rozprawy
doktorskiej Aleksandry Wesotowskiej.
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wang przez cytokine w badaniach in vitro. W badaniach nad regulacjg migracji i in-
wazyjnosci komorek glejaka w modelu zwierzecym wykorzystano stabilnie modyfi-
kowane linie glejaka, w ktérych za pomoca zaprojektowanych shRNA, trwale wyci-
szono ekspresje receptora TGF-pi typu Il. Stwierdzono, ze linie niezdolne do odpo-
wiedzi na egzogenny TGF-pi po wszczepieniu do zwierzat tworzg dwukrotnie
mniejsze guzy (67). Plazmidy kodujace shRNA wyciszajgce receptor TGF-pi moga
by¢ zatem nowym narzedziem do terapii genowej. Wytworzone plazmidy sg obec-
nie testowane w zwierzecym modelu zaleznego od TGF-p zwitOknienia ptuc.

Nietypowe, bo nie poprzedzone badaniami na hodowanych in vitro komérkach
czy zwierzetach, jest zastosowanie dwuniciowego RNA przeciwko tenascynie w te-
rapii guzéw moézgu u ludzi (81,82). Mimo ze opisane w pracach dwuniciowe
ATN-RNA nie spetnia regut, autorzy opisujg jego dziatanie terapeutyczne oparte na
mechanizmie RNAI. Glejaki sa najczestszymi pierwotnymi guzami mozgu, a ich naj-
bardziej ztosliwa forma jest glejak wielopostaciowy (GBM, ang. Glioblastoma Multi-
forme). Nalezg one do najtrudniejszych do leczenia nhowotworéw. We wzmiankowa-
nych badaniach podawano dwuniciowe RNA o sekwencji homologicznej do mRNA
tenascyny C, syntetyzowane enzymatycznie przez polimerazy T3 i T7, i przeksztal-
cane w dwuniciowe 164-nukleotydowe RNA (ATN-RNA). Wprowadzenie ATN-RNA do
komorek glejakach wyizolowanych z guza i hodowanych in vitro juz po 24 godz.
w 80% obnizatlo poziom mRNA tenascyny C. Biorac pod uwage, ze komorki glejaka
wyizolowane z guzow stabo sie transfekuja (od kilku do kilkunastu procent), a efek-
ty wyciszenia sg zwykle widoczne po 48-72 godz., uzyskane takiego wyniku po 24
godzinach jest malo wiarygodne. Autorzy przeprowadzili srédoperacyjne podania
dwuniciowego ATN-RNA do guzéw o wysokim stopniu ztosliwosci (11l i IV) u 10 cho-
rych po chirurgicznym usunieciu masy guza. Po 10 tygodniach oceniano wielkos¢
guzow za pomocg tomografii komputerowej i wykazano, ze wznowa wysoko ztosli-
wego glejaka po podaniu ATN-RNA byta zahamowana (81). W kolejnym badaniu licz-
ba traktowanych pacjentow zostata zwiekszona do 46 i stwierdzono przedtuzenie
okresu przezycia o 3,5 tyg. w poréwnaniu z grupa chorych poddanych tylko brachy-
terapii (82). Ze wzgledu na brak grupy kontrolnej, analizy statystycznej oraz brak
przekonujacych wynikéw z badan na komérkach, ocena wynikéw badan jest niemoz-
liwa. Biorac pod uwage, ze 164-nukleotydowe ATN-RNA jest dos¢ diugie i posiada
wolne konce jako efekt syntezy enzymatycznej, najbardziej prawdopodobne jest to,
ze ma ono dzialanie immunomodulujgce i moze indukowa¢ odpowiedz interfero-
nowa, zatem nie mozna stwierdzi¢, ze chodzi tu o dziatlanie oparte na mechanizmie
RNAI.

Pomimo licznych i spektakularnych sukceséw specyficznego wyciszenia genéw
w komorkach nowotworowych in vitro i in vivo, identyfikacja efektywnie dziatajgcych
siRNA/shRNA i wykorzystanie optymalnych sposobdéw dostarczania siRNA lub DNA
plazmidowego pozostaje duzym wyzwaniem.
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5. Badania przedkliniczne i kliniczne czynnikéw terapeutycznych
wykorzystujacych proces RNAI

Technologia RNAI skupita uwage przemystu farmaceutycznego jako alternatywa
dla konwencjonalnych zwigzkéw chemicznych uzywanych jako czynniki terapeu-
tyczne. Podstawowym powodem jest niewatpliwie tatwos¢ projektowania specyficz-
nych siRNA i wysoka specyficznosé dziatania czgsteczek siRNA, lecz réwnie istot-
nym, jak sie wydaje, jest relatywnie kroétki czas rozwoju produktu leczniczego
(17-28 miesiecy) w poréwnaniu z tradycyjnymi, niskoczasteczkowymi zwigzkami
(42-66 miesiecy), a takze rekombinowanymi biatkami czy przeciwciatami (27-50 mie-
siecy). Pierwsze wyniki badan przedklinicznych z wykorzystaniem syntetycznych
czasteczek RNA zostaty opublikowane przez Bitko i wsp. w roku 2005 na tamach
.Nature Medicine” (83). Badania te dotyczyly wptywu siRNA na dwa wirusowe pato-
geny uktadu oddechowego: wirus RSV (ang. Respiratory Syncytial Virus) oraz PIV (ang.
Parainfluenza Virus) wywotlujace wysoka $miertelnoscia. Na podstawie wynikéw ba-
dan przedklinicznych sugerowano, ze lokalne podawanie siRNA, zwlaszcza w okoli-
cy nabtonka drog oddechowych, moze by¢ bardziej skuteczne niz systemowe. Bitko
i wsp. (83) podawali syntetyzowane chemicznie siRNA przeciwko wirusom RSV i PIV
do wnetrza nosa zwierzat zakazonych wirusami, co w 99% zahamowalo replikacje
wirusow i w konsekwencji ochronito przed uszkodzeniem ptuc. Nie stwierdzono
efektéw ubocznych i indukcji odpowiedzi interferonowej. Wyniki tych badan zaini-
cjowaly wkrotce serie badan klinicznych z wykorzystaniem technologii RNAI. juz p6t
roku pozniej firma Sima Therapeutics (Boulder, CO, USA) zaprezentowata wyniki ba-
dan klinicznych z wykorzystaniem produktu opartego na tej technologii.

Najbardziej zaawansowane programy kliniczne dotyczg obecnie zwigzanego
z wiekiem zwyrodnienia plamki z6#ej. Choroby oczu zwrdécity uwage badaczy gtow-
nie z powodu relatywnie niskiego poziomu rybonukleaz - enzymoéw degraduja-
cych czasteczki RNA, w Srodowisku oka. Umozliwiato to podawanie lekow opartych
na technologii RNAi w niezmienionej postaci wprost do miejsca, w ktérym lek ma
dziata€. Bezsprzeczng korzyscig w tym podejsciu jest eliminacja wszelkich kwestii
zwigzanych z dostarczaniem czasteczek do organizmu i ich stabilnoscia. To z kolei
sprawia, ze czasteczki siRNA czy shRNA moga sta¢ sie w bardzo krétkim czasie po-
wszechnie wykorzystywanymi produktami leczniczymi stosowanymi w terapii cho-
réb oczu.

108 PRACE PRZEGLADOWE



Wykorzystanie interferencji RNA do opracowywania nowych terapii przeciwnowotworowych

Tabela 2

Przeglad produktéw wykorzystujacych technologie RNAi obecnie testowanych w badaniach klinicznych

Firma

Acuity Pharmaceuticals
/Opko Health Inc.

Acuity Pharmaceuticals
/Opko Health Inc.

Aegera Therapeutics

Allergan/Merck

Alnylam Pharmaceuticals

Benitec

Calando Pharmaceuticals

Merck/Sirna Therapeutics

Nucleonics

Quark Pharmaceuticals
IPfizer

Quark Pharmaceuticals
IPfizer

Quark Pharmaceuticals

Santaris Pharmaceuticals

Senetec PLC

TransUerm Inc.

Silence Therapeutics AG
Tekmira Pharmaceuticals
Corporation

CombiMatrix

CombiMatrix

Merck & Co Inc.
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Produkt

2

Bevasiranib

Bevasiranib

\EG35156

AGN211745

ALN-RSVOI

sidrzT

CALM-01

Sirna-027

NUC BIOO

RTP-801i-14

RTP-801i-14

AKIi-5
SPC3649

ATN-RNA
TDIOI

Atu027

PRO-020401

Sirna-034

94-114 2010

Gen docelowy

VEGF

VEGF

XIAP

receptor VEGF

biatko nukleokap-
sydu wirusa RSV

Tat/rev, CCR5,
TAR (3 shRNA)

rediiktaza
rybonukleotydowa

Pre-gen./pre-C,
Pre-Sl, Pre-S2/S,
X (4 shRNA)

RTP-801

RTP-801

P53

keratyna 6a z mu-
tacjg N171K

kinaza biatkowa
N3

ApoB

Sposéb
Choroba .
dostarczania
4 5
zwyrodnienie plamki  érédocznie
z06ftej
cukrzycowy obrzek domiejscowo

plamki zottej

limfocytarna biataczka obwodowo
przewlekta, limfoma

limfocytéw B

zwyrodnienie plamki  $rédocznie

z06ttej

RSV donosowo
lub wziewnie

HIV/A1DS wektor
lentiwirusowy

guzy lite obwodowo

zwyrodnienie plamki

z06ltej

zapalenie watroby obwodowo

typu B

zwyrodnienie plamki  $r6docznie
z06ktej

cukrzycowy obrzek domiejscowo
plamki zottej

ostra niewydolno$¢ nerek obwodowo

wirusowe zapalenie
watroby typu C

glejak wielopostaciowy

wrodzone zgrubienie  $rédskérnie
paznokci

guzy lite infuzyjnie

hipercholesterolemia  infuzyjnie

wirusowe zapalenie
watroby typu C

HIV/AIDS

wirusowe zapalenie

watroby typu C

Status

faza 1

faza 1l zakoriczone

faza I/H

faza Il

faza Il zakoriczone

faza |

faza |

faza 11

faza |

faza I/l

faza Il

faza |

faza !

faza |

faza 1 b

faza |

faza |

faza przedkliniczna

faza przedkliniczna

faza przedkliniczna
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1 2 3 4 5 6
Nastech genom wirusa grypa faza przedkliniczna

grypy
Protiva genom wirusowy  zapalenie watroby typu faza przedkliniczna
B i C, wirus Ebola,
wirus Marbuga

Tacere Therapeutics TT-033 3 obszary genomu  zapalenie watroby faza przedkliniczna
wirusa HCV typu C

W tabeli 2 zestawiono informacje o prowadzonych aktualnie badaniach Klinicz-
nych wykorzystujgcych siRNA lub shRNA. Dane pochodzg ze strony internetowej cli-
nicaltrials.gov, doniesienn prasowych umieszczonych w internecie oraz stron firm,
ktore przeprowadzaly te badania.

Wsrod chordb zakaznych najdalej posuniete prace zwigzane sg z eliminacjg wi-
rusa RSV wywotujgcego infekcje zaréwno goérnych jak i dolnych drég oddechowych.
Pomyslinie zakonczone w lipcu 2009 r. badania kliniczne 1l fazy przeprowadzone
przez firme Alnylam Pharmaceuticals obejmowaty grupe dorostych pacjentow po
przeszczepie ptuca, u ktérych w naturalny sposéb dochodzito do zakazenia tym wi-
rusem. Badany produkt podawany byt donosowo, co w duzej mierze redukowato
problemy wystepujgce przy podawaniu tego typu czasteczek obwodowo.

Ciekawe podejscie do problemu eliminacji wiruséw H1V i HBV wywotujacych od-
powiednio: AIDS i wirusowe zapalenie watroby typu B, zaprezentowaly firmy Beni-
tec oraz Nucleonics. W przeciwienstwie do wiekszosci produktéw skierowanych
przeciwko jednemu tylko genowi, umiescity one w wektorach, odpowiednio lentiwi-
rusowym i plazmidowym, od 3 do 4 sekwencji shRNA skierowanych przeciwko r6z-
nym genom w genomie wirusow H1V i HBV. Mimo ze poziom wyciszenia genow pra-
wie nigdy nie jest catkowity, jednoczesna degradacja transkryptow kilku gendéw
podstawowych dla namnazania sie¢ wirusow moze okaza¢ sie zaskakujgco dobrg
strategig i by¢ wykorzystana w leczeniu pacjentdéw zakazonych tymi wirusami.

Technologia RNAI, jak sie wydaje, posiada ogromny potencjat do rozwoju pro-
duktéw leczniczych o wysokiej specyficznosci dziatania. Niemniej jednak pozostaje
kilka kwestii do rozwigzania zanim bedziemy mogli mysle¢ o tej technologii jako
substytucie obecnie stosowanych terapii. Podstawowym problemem sg trudnosci
w dostarczaniu czgsteczek siRNA do miejsc ich dziatania przy podawaniu ich bezpo-
Srednio do krwiobiegu, a co za tym idzie klopoty z ich stabilnoscig w tym Srodowi-
sku. Badania nad stabilnoscig siRNA i ich aktywnos$cig prowadzone sg od wielu lat,
co uwidacznia skale podnoszonego problemu (84,85). Inng nie w petni wyjasniona
kwestia pozostaje problem ograniczenia niespecyficznego wptywu siRNA/SshRNA na
ekspresje genodw innych niz docelowe (ang. ojf-target ejfects), poza wczesniej opisy-
wang indukcjg odpowiedzi interferonowej (86). Na podstawie wynikow badan Sca-
cheri i wsp. (87) wykazano zmiany ekspresji p53 oraz p21'M" przez niektore
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z 10 siRNA wyciszajgcych ekspresje MENI (ang. Multiple Endocrine Neoplasia, type ).
Autorzy sugerowali, ze siRNA moga wywotywac niespecyficzny, ale zalezny od se-
kwencji wplyw dziatajgc na nieznane cete komérkowe. Autorzy spekulowali, ze cze-
Sciowa komplementarnos¢ sekwencji siRNA do gendéw innych niz docelowe moze
wptywac na transtacje, w sposéb podobny do wywotywanego przez miRNA (87). Te
dwie kwestie, jak sie wydaje, sg gtdbwnymi przeszkodami na drodze opracowywania
terapii opartych na technologii RNAI.
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