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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. Wstęp

Prawie 20 lat temu poczyniono pierwsze obserwacje zjawi­
ska potranskrypcyjnego wyciszania genów w organizmach roślin 
(PTGS, ang. posttranscriptional gene silencing) (1,2) i grzybów (ang, 
quelling) (3). Wówczas te systemy, zabezpieczające przed inwa­
zją transpozonów i wirusów, uważano za specyficzne wyłącznie 
dla niższych organizmów. Termin „interferencja RNA” (RNAi, 
ang. RNA interference) został po raz pierwszy użyty przez Andrew 
Fire’a i Craiga Mello do opisu wyciszenia genów, wywołanego 
wbrew założeniom prowadzonego doświadczenia, po podaniu 
do organizmu nicienia Caernohabditis elegans (C. elegans) długich, 
dwuniciowych cząsteczek RNA (4). Fire i Mello zostali w 2006 r. 
wyróżnieni Nagrodą Nobla w dziedzinie medycyny, ponieważ jako
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pierwsi wskazali dwuniciowe cząsteczki RNA jako czynnik wywołujący wyciszanie 
homologicznego genu. Trzy lata po opublikowaniu tej przełomowej pracy, grupie 
badaczy kierowanej przez Thomasa Tuschla udało się zidentyfikować w ekstraktach 
komórek owadów wycinane z długich RNA cząsteczki efektorowe, tzw. krótkie in- 
terferujące RNA (siRNA, ang. short interfering RNA) (5,6). Odkrycie to otworzyło drogę 
do wyciszania genów w komórkach ssaków za pośrednictwem syntetycznych siRNA 
(7). Zastosowanie krótkich dupleksów RNA pozwala na pominięcie obrony przeciw- 
wirusowej, indukowanej przez cząsteczki dwuniciowego RNA dłuższe niż 30 par za­
sad (8). W miarę postępu badań nad interferencją RNA wykazano ścisły związek tego 
zjawiska z opisanym wcześniej PTGS. Także mechanizm działania tzw. mikroRNA 
(miRNA) ma szereg wspólnych elementów z RNAi (9). MikroRNA są cząsteczkami re­
gulatorowymi, kontrolującymi poziom ekspresji wielu genów. Od ich aktywności za­
leży przebieg tak istotnych procesów jak różnicowanie komórek, czy nowotworze- 
nie (10). W regulacji ekspresji genów na drodze RNAi, indukowanej za pomocą za­
równo siRNA jak i miRNA, uczestniczą enzymy należące do jednej rodziny białek - 
Argonautę (11,12). Istnieją liczne dowody świadczące także o udziale krótkich RNA 
w procesach kondensacji heterochromatyny (13). Dokładne poznanie tych nowo od­
krytych, ale starych ewolucyjnie mechanizmów być może otworzy w niedalekiej 
przyszłości możliwość ingerencji terapeutycznej w ekspresję genów z użyciem krót­
kich cząsteczek RNA. Już dziś siRNA są powszechnie stosowanymi narzędziami do 
badania funkcji genów, a jako potencjalne terapeutyki znajdują się w centrum zain­
teresowania koncernów farmaceutycznych. Przegląd ten ma na celu przybliżenie 
czytelnikowi stanu wiedzy na temat tej niezwykle dynamicznie rozwijającej się dzie­
dziny badań.

2. Mechanizm interferencji RNA

Uproszczony schemat mechanizmu interferencji RNA przedstawiono na rysun­
ku 1. W organizmach ssaków jednym z procesów kontroli ekspresji genów jest in­
terferencja RNA indukowana za pomocą mikroRNA (miRNA). Cząsteczki miRNA po­
wstają w wyniku hydrolizy kodowanych w genomie prekursorów długości kilkudzie­
sięciu nukleotydów, noszących nazwę pri-mikroRNA. W jądrze prekursory te są hy- 
drolizowane za pomocą nukleazy Drosha do pre-mikroRNA (o strukturze niedo­
skonałej spinki do włosów), a następnie eksportowane z jądra z udziałem eksporty- 
ny 5. W cytoplazmie pre-miRNA jest poddawane dalszej hydrolizie przez nukleazę 
Dicer. Białko to pośredniczy w tworzeniu kompleksu efektorowego RISC (ang. 
RNA-induced silencing complex). Wybór aktywnej nici miRNA, która zostaje włączona 
do RISC zależy od względnej trwałości termodynamicznej końców dupleksu - 
przejściowego produktu hydolizy katalizowanej przez Dicer (14). Wiodącą staje się 
ta nić, której koniec 5’jest słabiej zaangażowany w wiązania Watsona-Cricka z dru­
gą nicią w tym dupleksie (15). Po związaniu z białkami kompleksu RISC cząsteczka
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Rys. 1. Mechanizm interferencji RNA wywoływany za pomocą siRNA i miRNA. Cząsteczki miRNA 
(miR) są kodowane w genomie i transkrybowane do pri-miRNA. Prekursory te są hydrolizowane przez 
nukleazę Drosha do pre-miRNA, które są transportowane przez eksportynę 5 z Jądra do cytoplazmy. 
Cząsteczki długich dwuniciowych RNA (dsRNA) i pre-miRNA o strukturze spinki do włosów (trzon-pętla) 
są substratami dla rybonukleazy Dicer. W wyniku hydrolizy powstają krótkie dupleksy RNA (siRNA i miRNA) 
rozpoznawane przez kompleks białkowy RISC. Jeśli nić RNA włączona do RISC Jest w pełni komplemen­
tarna do docelowej cząsteczki mRNA następuje ujawnienie rybonukleazowej aktywności RISC i hydroli­
za mRNA. jeśli natomiast nić wiodąca nie Jest w pełni komplementarna, następuje wyciszenie genu po­
przez zahamowanie procesu translacji.

miRNA staje się sondą, służącą do rozpoznania sekwencji częściowo komplementar­
nej w obszarach 3’-UTR (ang. untranslated region) docelowego mRNA (16,17). 
Cząsteczki mRNA związane z aktywnym kompleksem RISC nie podlegają translacji 
- są kierowane do ciałek P, w których może nastąpić ich enzymatyczna degradacja 
lub tymczasowe wyłączenie z translacji (18).
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Spontaniczna degradacja

Wyciszenie genu
Rys. 2. Metody generowania dupleksów siRNA stosowanych do wyciszania ekspresji genów w ko­

mórkach ssaków. Cząsteczki siRNA lub shRNA mogą być otrzymywane chemicznie, enzymatycznie, lub 
generowane wewnątrzkomórkowo poprzez ekspresję kodujących Je wektorów. Cząsteczki shRNA, bę­
dące produktami ekspresji wektorów. Jak i te podawane z zewnątrz, są substratami dla rybonukleazy Di­
cer.

Cząsteczki długich dwuniciowych RNA indukują RNAi u niższych organizmów, 
Jak np. u C. elegans. W komórkach ssaków możliwe jest wywołanie RNAi za pomocą 
syntetycznych dupleksów siRNA lub hydrolizowanych przez nukleazę Dicer cząste­
czek RNA o strukturze typu spinki do włosów (shRNA, ang. short hairpin RNA) (rys. 2). 
Podczas tworzenia kompleksu RISC następuje hydroliza jednej z nici dupleksu siRNA. 
Druga nić, zwana antysensową lub wiodącą (ang. guide) służy do odnalezienia kom­
plementarnej sekwencji w obszarze kodującym docelowego mRNA. Hydroliza wią­
zania fosfodiestrowego w sekwencji mRNA następuje zawsze naprzeciwko wiązania 
pomiędzy 10 a 11 nukleotydem nici wiodącej, licząc od jej 5’-terminalnej grupy fos­
foranowej (6). Za aktywność nukleazową kompleksu RISC odpowiada białko Ago2 
z rodziny Argonoute (19-21). Cząsteczka mRNA, w której nastąpiła hydroliza jednego 
wiązania internukleotydowego pozbawiona jest ochrony w miejscu przecięcia, dla­
tego staje się celem nukleaz komórkowych i zostaje przez nie zdegradowana. Wy­
kazano, że raz utworzony, aktywny, nukleinowo-białkowy kompleks RISC^ nie roz- 
dysocjowuje po hydrolizie jednej cząsteczki mRNA, lecz katalizuje kolejne reakcje, 
co przyczynia się do wysokiej wydajności mechanizmu RNAi (22,23).

Dwoma etapami RNAi decydującymi o specyficzności wywołanego efektu wyci­
szenia jest wybór nici guide z dupleksu siRNA (lub pre-miRNA) oraz odnalezienie 
komplementarnej sekwencji w docelowym mRNA. Selekcji nici wiodącej dokonuje 
Dicer w kompleksie z dwoma białkami wiążącymi dwuniciowe motywy RNA, tzw. 
białkami dsRBP (ang. double stranded-RNA binding protein). Białka te wiążą bardziej 
trwały termodynamicznie koniec dupleksu siRNA (26). Białkami dsRBP w kompleksie
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Rys. 3. Schemat wiązania antysensowej (wiodącej) nici siRNA w kompleksie z białkami RISC do 
cząsteczki mRNA (na podstawie cytowanej pracy (10)). (a) Schematyczna struktura aktywnego komplek­
su RISC ze związaną cząsteczką nici wiodącej siRNA. Nić antysensowa siRNA tworzy kompleks z białkiem 
Ago2; 5’-terminalna grupa fosforanowa jest rozpoznawana przez domenę PIWI, zaś dwunukleotydowy 
koniec 3’jest wiązany przez domenę PAZ. (b) Rozpoznanie pomiędzy cząsteczką mRNA i końcem 5’ nici 
wiodącej następuje w tzw. regionie seed; ważna jest komplementarność 7 nukleotydów od 2 do 8. (c) Po 
utworzeniu w pełni komplementarnego dupleksu nici guide siRNA/mRNA ujawnia się nukleazowa aktyw­
ność kompleksu RISC i następuje hydroliza ściśle określonego wiązania fosfodiestrowego w mRNA, znaj­
dującego się naprzeciwko wiązania pomiędzy nukleozydami 10 i 11 nici antysensowej.

ludzkiego Dicera są białko TRBP (ang. human immunodeficiency virus transactivating re­
sponse (HIV-1 TAR) RNA-binding protein) (24) i białko PACT (ang. protein activator of pro­
tein kinase PKR) (25). Podobnie jak w przypadku miRNA, nicią wiodącą staje się ta, 
której 5’-koniec jest słabiej zaangażowany w wiązania Watsona-Cricka z komple­
mentarną nicią w dupleksie. Dla prawidłowego rozpoznania docelowej sekwencji 
w mRNA decydujące znaczenie ma jej komplementarność z siedmioma nukleotyda- 
mi w pozycjach 2-8 od 5’-końca nici wiodącej siRNA, w tzw. rejonie seed (27,28) (rys. 3).

3. Krótkie RNA jako potencjalne terapeutyki

jest wiele możliwych sposobów wykorzystania potencjału krótkich cząsteczek 
RNA w medycynie. Oczywistym celem dla terapii opartych na interferencji RNA są 
choroby, za których powstanie odpowiadają mutacje pojedynczego genu, jak np. fe- 
nyloketonuria, anemia sierpowata, hemofilia. Obecnie szeroko prowadzone są bada­
nia nad zastosowaniem siRNA specyficznych dla genów, stanowiących dobrze zdefi­
niowany cel w terapii chorób, których etiopatologia jest znana. Obszar tych badań 
jest bardzo szeroki i obejmuje wiele chorób wirusowych, nowotworowych, neurode- 
generacyjnych, a także metabolicznych. W kilku przypadkach pokazano możliwość 
allelospecyficznego wyciszania zmutowanego genu w systemie komórkowym (29). 
Powstało kilkadziesiąt firm biotechnologicznych pracujących nad rozwojem techniki 
RNAi, w większości korzystających z wcześniejszych doświadczeń w zakresie chemii 
kwasów nukleinowych. Trudno obecnie wskazać obszary medycyny, w których nie 
dąży się do zastosowania RNAi. Pomimo to, trwających badań klinicznych jest zaled­
wie kilka (tab.). Do najbardziej zaawansowanych należą terapie oparte na miejscowej 
aplikacji siRNA, które zostaną omówione w dalszej części tego przeglądu.
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Tabela

Prowadzone lub zapowiedziane badania kliniczne z zastosowaniem interferencji RNA

Schorzenie Etap Czynnik RNAi; nazwa Sposób podania Zaangażowane firmy

1 2 3 4 5

CHOROBY OCZU

badania klin. 
faza l/ll

siRNA na RTP80I; 
RTP80H-I4

iniekcja do gałki 
ocznej, 2’-0Me 

zmodyfikowane siRNA 
w liposomach 

(AtiiPLEX)

Silence Therapeutics/ 
Atugen AG/Quark 

Pharma/Pfizer

AMD
(starcze zwyrodnienie 

plamki)

badania klin. 
faza II

SiRNA na VEGFR; 
Sirna027/AGN211645

iniekcja do gaiki 
ocznej, zmodyfikowane 

chemicznie siRNA
w roztworze soli

Sirna/Merck/Allergan

badania klin. 
faza ll/lll

siRNA na VEGF; 
Cand5

iniekcja do gaiki 
ocznej, zmodyfikowane 

chemicznie siRNA
w roztworze soli

Acuity/Opko

INFEKCJE WIRUSOWE

HBV, HCV badania klin. faza 1 eiRNA
na 4 geny wirusa

wektory plazmidowe 
kodujące dwuniciowe 

RNA

Nucleonics

HCV przedkliniczny LNA-antimiR™ 
na miR122; 

SPC3649

„mixmery” LNA i DNA, 
dożylnie

Santaris
Pharma/Enzon

RSV (wirus zapalenia 
oskrzeli) 

wirus grypy

badania klin. faza 11 SiRNA w areozolu donosowo, 
opłaszczone 

liposomami (SNALP)

Alnylam, Protiva

wirus grypy przedkliniczny siRNA na konserwatywne 
sekwencje

inhalacja Nastech

CMV (2005) przedkliniczny miejscowo CytRx (2005)

H1V-1 badania klin. faza 1 shRNA lentiwirus kodujący 
także rybozym i TAR

Benitec/City of Hope

NOWOTWORY

guzy lite badania klin. faza 1 SiRNA na RRM2;

CALAA-01

dożylnie,
niezmodyfikowane siRNA 

w nanocząsteczkach

Calando

guzy lite 
(angiogeneza)

przedkliniczny 
(IND w 2008)

SiRNA
na VEGF i VEGFR;

ICS-283

dożylnie, siRNA 
opłaszczone 

nanocząsteczkami 
(Nonoplex™)

Intradigm

now'otwory
(angiogeneza)

przedkliniczny SiRNA zmodyfikowane 
chemicznie siRNA, 

dożylnie w liposomach 
(AtuPLEX)

Silence Therapeutics
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1 2 3 4 5

białaczka szpikowa 
ostra (AML), 

inne nowotw'ory, 
imniunostymulacja

przedkliniczny siRNA na białko łi siRNA w areozolu
w roztworze

z surfaktantami 
(RapidMist™)

Antigen Express/ 
Generex Biotech

glejaki mózgu badania kliniczne dsRNA iniekcja śródoperacyjna 
roztworu długiego 
dwuniciowego RNA

IChB PAN/AM Poznań

białaczka łiinfocytowa 
(CLL)

badania klin. faza I/H „RNA Antagonist” 
na Bcl2; 
SPC2996

„Gapmer” LNA i DNA, 
2h wlew dożylny

Santaris Pharma/
Enzon

NOWOTWORY

złośliwe guzy lite przedkliniczny „RNA Antagonist” 
na surwiwinę; 

SPC3042

„Gapmer” LNA i DNA, 
dożylnie

Santaris Pharma/
Enzon

różne nowotwory badania klin. faza 1/H „RNA Antagonist” 
na HlF-1; 
SPC2968

„Gapmer” LNA i DNA, 
dożylnie

Santaris Pharma/
Enzon

CHOROBY UKŁADU NERWOWEGO

ALS (stw'ardnienie przedkliniczny siRNA allelospecyficzne chemicznie CytRx

zanikowe boczne) na zmutowane SODl zmodyfikowane siRNA,
miejscowo u myszy

CFIOROBY METABOLICZNE

przedkliniczny 
u naczelnych

SiRNA na PCSK9 dożylnie, siRNA 
opłaszczone liposomami

Alnylam

hipercholesterolemia
przedkliniczny „RNA Antagonist” 

na apoBlOO
„Gapmer” LNA i DNA, 

dożylnie
Santaris Pharma/

Enzon

przedkliniczny L.NA-antimiR™ 
na miR122; 

SPC3649

„mixmery” LNA i DNA, 
dożylnie

Santaris Pharma/ 
Enzon

otyłość
i cukrzyca typu 2

przedkliniczny 
w myszach

SiRNA na RIP140 N/A CytRx

INNE CHOROBY

stany zapalne przedkliniczny SiRNA na TNE-alfa form ulać ja 
z peptydami, 

podawane dożylnie

Nastech

ostra niewydolność 
nerek (ARE, AKI)

badania klin. faza I SiRNA na p53; 
AKli-5

2’-()Me zmodyfikowane 
siRNA w liposomach 
(AtuPLEX), dożylnie

Silence Ther/.Atugen 
AG/Quark Pharma

autopourazowa utrata 
słuchu (AHL)

przedkliniczny 
(status IND)

siRNA na p53; 
AHLi-11

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

Atugen AG/Quark 
Pharma

przewlekła obstruacyjna 
choroba płuc (COPD)

przedkliniczny SiRNA na RTP801; 
CTPi-1

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

Atugen AG/Quark 
Pharma/Pfizer
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Zastosowanie w praktyce leków opartych na kwasach nukleinowych jest bardzo 
trudne, co dobrze ilustruje ponad dwudziestoletnia historia badań w obszarze stra­
tegii antysensowych. jedynie w dwóch przypadkach leki oligonukleotydowe docze­
kały się akceptacji przez PDA (ang. Food and Drug Administration). Są to: Vitravene® 
(oligonukleotyd antysensowy stosowany w terapii zakażeń wirusem cytomegalii 
u chorych na AIDS) i Macugen® (aptamer VEGF, (ang. vascular enothelial growth fac­
tor), stosowany w terapii zwyrodnienia plamki żółtej związanego z wiekiem (AMD, 
ang. age-related macular degeneration).

Jedną z przeszkód w terapeutycznym zastosowaniu siRNA jest ograniczony czas 
trwania efektu wyciszenia. Nadzieją na uniknięcie wiełokrotnego podawania dawek 
leku jest zastosowanie wektorów wirusowych, zapewniających stabilną ekspresję 
kaset kodujących shRNA (30,31). Do tej grupy należą wektory lentiwirusowe, które 
integrują do genomu gospodarza i w związku z tym ich stosowanie niesie ryzyko 
uaktywnienia onkogenów. Natomiast wektory oparte na adenowirusach lub AAV 
(ang. adeno-associated virus) są bezpieczniejsze pod tym względem ponieważ ulegają 
ekspresji episomalnej, przejściowej. Obydwa typy wektorów są zdolne do infekowa­
nia komórek zarówno dzielących się, jak i nie dzielących się (32,33). Najczęściej 
w celu zapewnienia wydajnej ekspresji krótkich RNA stosuje się promotory dla poli- 
merazy RNA typu 111 (U6 i HI), jednakże duża skuteczność tych promotorów może 
w niektórych przypadkach być niepożądana. Istnieje ryzyko wysycenia aparatu en­
zymatycznego RNAi, a co za tym idzie, zakłócenia naturalnych szlaków regulacji 
ekspresji genów za pośrednictwem miRNA (34). Dotychczas tylko jeden wektor len- 
tiwirusowy, kodujący shRNA razem z rybozymem i oligonukleotydem decoy, został 
zakwalifikowany przed PDA do 1 fazy badań klinicznych w terapii zakażenia H1V (35).

4. Właściwości farmakokinetyczne syntetycznych siRNA

Większość prowadzonych obecnie badań klinicznych (tab.) wykorzystuje synte­
tyczne siRNA. Cząsteczki te, ze względu na wielkość i polianionowy charakter, nie 
są zdolne do przenikania przez błony cytoplazmatyczne bez pomocy transporterów. 
Ponadto są łatwo hydrolizowane przez nukleazy komórkowe, broniące organizm 
przed obcym materiałem genetycznym. Trzecim ograniczeniem dła wdrożenia tech­
nologii siRNA do zastosowań praktycznych są obserwowane efekty uboczne. 
Źródłem tych niepożądanych efektów są niespecyficzne wyciszenia genów (tzw. 
off-target silencing) oraz indukcja wydziełania interferonu przez siRNA zawierające 
sekwencje immunostymulujące (z motywem CpG). Wprowadzanie modyfikacji che­
micznych do syntetycznych siRNA pozwala przezwyciężyć część z wymienionych 
trudności. Skutecznym zabezpieczeniem cząsteczek RNA przed hydrolizą nukleoli- 
tyczną są modyfikacje wiązania fosfodiestrowego atomem siarki lub borowodorem 
(36-38) oraz pozycji C2’ pierścienia rybozy np. grupami 2’-OMe oraz 2’-F. (39-42). 
Wzmożone przenikanie przez błony komórkowe jest osiągane przez koniugowanie
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siRNA Z grupami lipofilowymi (np. z grupą cholesterolową (43)). Łączenie siRNA 
z peptydami będącymi ligandami receptorów tkankowych (44,45) lub z przeciw­
ciałami dla tych receptorów (46) umożliwia transport tkankowospecyficzny. Dużym 
osiągnięciem, opublikowanym w „Naturę” w łipcu 2007 r., było opracowanie warun­
ków formulacji siRNA z peptydem, zapewniającym selektywny transport do neuro­
nów po podaniu dożylnym (47). Peptyd ten pochodzi z glikoproteiny otoczki wirusa 
wścieklizny, i umożliwia efektywne przekraczanie bariery krew-mózg.

Kolejnym wyzwaniem w technologii RNAi jest poznanie przyczyn powstawania 
obserwowanych efektów ubocznych i ograniczenie ich skutków. Niespecyficzność 
cząsteczek siRNA do pewnego stopnia może być ograniczona poprzez dobór se­
kwencji docelowych. Do tego celu mogą służyć stale uaktualniane algorytmy selek­
cji, dostępne w sieci Internet (48-51). jednakże nawet starannie zaprojektowane siRNA 
mogą powodować obniżenie lub podwyższenie poziomu ekspresji genów innych 
niż docelowy. Takie niespecyficzne efekty zostały zaobserwowane w szeregu badań 
z użyciem mikromacierzy DNA (52-57). W większości cytowanych doniesień zade­
monstrowano wyraźną zależność poziomu efektów ubocznych od stężenia użytych 
siRNA. Fakt ten daje nadzieję na przezwyciężenie problemu niespecyficznych wyci­
szeń poprzez udoskonalanie cząsteczek siRNA (np. na drodze modyfikacji chemicz­
nych) w taki sposób, aby osiągnąć wysoką skuteczność działania przy minimalnej 
dawce. Przyczyną zmian w poziomie ekspresji genów off-target może być częściowa 
komplementarność 5’-końca nici wiodącej siRNA (region seed) do innych niż docelo­
we mRNA. Istnieje także niebezpieczeństwo włączenia do aktywnego kompleksu 
białkowego RISC nici sensowej siRNA, (a zatem komplementarnej do nici zaprojek­
towanej jako wiodąca). W naszych badaniach zaproponowaliśmy oryginalne podejś­
cie do zwiększania termodynamicznej asymetryczności dupleksu poprzez wprowa­
dzanie naturalnych, zmodyfikowanych nukleozydów (2-tiourydyny s^U, pseudoury- 
dyny T' lub dihydrourydyny D) w terminalnych pozycjach obu nici siRNA. Wspomnia­
no już, że pożądane jest wprowadzenie zróżnicowania termodynamicznego w taki 
sposób, aby koniec 5’ nici wiodącej był mniej zaangażowany w wiązania Watso- 
na-Cricka. Założenie to można zrealizować przez umieszczenie jednostki D w pozy­
cji 19 nici sensowej („otwarcie” końca 5’ dupleksu) oraz wprowadzenie jednostek 
s^U i T' na 3’-końcu nici antysensowej lub 5’-końcu nici sensowej (zwiększenie ter­
modynamicznej trwałości tego końca dupleksu) (rys. 4) (58). W naszych badaniach 
wskazujemy, że zwiększenie zróżnicowania trwałości termodynamicznej końców 
dupleksów przez wprowadzenie pojedynczych zmodyfikowanych nukleozasad zwięk­
sza specyficzność i aktywność siRNA. Modyfikacje takie mogą znaleźć zastosowanie 
do zwiększenia aktywności ałlelospecyficznych siRNA. Selekcja nici wiodącej takie­
go dupleksu nie może być zaplanowana przez wybór odpowiedniej sekwencji zgod­
nie z algorytmem wyszukiwarki, gdyż siRNA musi być skierowane na obszar mRNA 
zawierający mutację punktową.
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O

s\l - 2-tiourydyna - pseudourydyna 

R - reszta p,D-rybozy 

5'

RISC

D - dihydrourydyna

RISC

Rys. 4. (a) Struktury zmodyfikowanych nukleozydów, wbudowanych do cząsteczek siRNA; (b) Sche­
mat wpfywu modyfikacji na parametry termodynamiczne końców dupleksu siRNA i wybór nici antysen- 
sowej do kompleksu RISC (58). Każda z nici symetrycznego siRNA może być rozpoznawana przez kom­
pleks RISC Jako nić wiodąca. Wprowadzenie s^U lub T na koniec 3’ dupleksu (zgodnie z polaryzacją nici 
guide) powoduje wzrost oddziaływań pomiędzy nićmi („zamknięcie dupleksu”), zaś obecność D na końcu 
5’ dupleksu obniża jego trwałość termodynamiczną („otwarcie dupleksu”). W ten sposób wzrasta termo­
dynamiczna asymetryczność siRNA i wybór nici wiodącej jest jednoznaczny.

5. siRNA w badaniach klinicznych

5.1. Choroby oczu

Obecnie najbardziej zaawansowane (II i III faza badań klinicznych) są testy czą­
steczek siRNA hamujących neowaskularyzację w terapii mokrej postaci AMD. Oma­
wiana jednostka chorobowa objawia się utratą wzroku u osób w podeszłym wieku, 
spowodowaną uszkodzeniem siatkówki (dokładnie plamki żółtej) przez nadmiernie 
przerastające i pękające naczynia krwionośne. Najpowszechniej stosowaną terapią 
AMD jest operacja z użyciem lasera - metoda bardzo inwazyjna i rzadko skut­
kująca trwałym zatrzymaniem procesu utraty wzroku. Dotychczas najlepsze rezulta­
ty uzyskano po zastosowaniu leków blokujących aktywność VEGF (np. wprowadzo­
nego do lecznictwa oligonukleotydu o strukturze aptameru o nazwie Macugen). Po­
dobną strategię przyjęto projektując siRNA do terapii AMD. W 2004 r. dwie konku­
rencyjne firmy ogłosiły początek badań klinicznych swoich siRNA. Cand5 z Acuity 
Pharmaceuticals (obecnie Opko), jest skierowane na mRNA białka VEGF. Natomiast 
celem dla 027sirna z Sima Therapeutics (przejętej przez Merck, współpracującej
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obecnie z Allergan) jest mRNA receptora tego białka VEGFR. Wstępne wyniki są na 
tyle obiecujące, że obydwa związki zostały wprowadzone do dalszych faz badań kli­
nicznych (odpowiednio 11 i 111).

Kolejną firmą, która ogłosiła zakończenie wstępnych badań 1 fazy i rozpoczęcie 
11 fazy badań klinicznych dla swojego siRNA w terapii AMD jest Atugen AG (we 
współpracy z firmami Silence Therapeutics, Quark Pharma i Pfizer). Podejście tera­
peutyczne w tym przypadku różni się od omówionego. Dupleksy siRNA skierowane 
są na gen RTP801, odkryty przez naukowców związanych z Quark Biotech (59). Gen 
ten ulega nadekspresji w warunkach niedotlenienia, stresu oksydacyjnego i niedo­
krwienia. Takie warunki pojawiają się w komórkach siatkówki podczas mikrowyle- 
wów w mokrej postaci AMD. Wstępne wyniki terapii, polegającej na iniekcji do 
ciałka szklistego roztworu siRNA RTP801i-14, jak się wydaje, są bardziej obiecujące 
niż terapie skierowane na VEGF. Według komunikatu prezentowanego podczas 
„Keystone Symposium” w lutym 2007 r. badaną cząsteczką jest siRNA o tzw. tępych 
końcach, zawierające jednostki 2’-OMe w pozycjach naprzemiennych (co drugi nu- 
kleotyd). Miejscowe podawanie tego leku bezpośrednio do gałki ocznej pozwala na 
ograniczenie jego degradacji w płynach ogólnoustrojowych i zwiększa szansę na 
wprowadzenie tych siRNA na rynek farmaceutyczny. Lokalne podawanie leków do 
gałki ocznej wykorzystano już wcześniej w przypadku wspomnianych leków oligo- 
nukleotydowych, Vitravene i Macugen.

W trakcie redagowania tego przeglądu w „Naturę” z kwietnia 2008 (452: 591-7) 
ukazała się publikacja, w której w wątpliwość poddano sekwencyjniespecyficzny 
mechanizm działania Sima 027, prowadzący do wyciszenia genu VEGFR1. Sugeruje 
się raczej immunostymulujące działanie tego siRNA zachodzące poprzez aktywację 
receptora toll-like typu 3(TLR3).

5.2. Infekcje wirusowe

Geny wirusów są atrakcyjnym celem w strategiach antysensowych, chociaż 
i w tym przypadku możliwość praktycznego zastosowania technologii RNAi zależy 
od sposobu dostarczenia aktywnych cząsteczek do komórek. Stosunkowo łatwe do 
wdrożenia są terapie stosujące aplikację miejscową, np. skierowane na geny wiru­
sów wywołujących zapalenie oskrzeli RSV (ang. Respiratory Syncytial Virus). Badania 
takie, prowadzone przez firmę Alnylam, dotyczą siRNA o symbolu ALN-RSV01 skie­
rowanego na mRNA białka nukleokapsydu (N) wirusa RSV. Lek podawany jest w po­
staci aerozolu aplikowanego do nosa lub inhalowanego do dolnych dróg oddecho­
wych. Po potwierdzeniu braku toksyczności tak przygotowanego preparatu (dwulet­
nie badania kliniczne 1 fazy, prowadzone równolegle w Europie i w Stanach Zjedno­
czonych), jesienią 2007 r. rozpoczęto badania kliniczne 11 fazy. W badaniach tych 
biorą udział zdrowi ochotnicy, poddawani kontrolowanemu zakażeniu RSV i następ­
nie leczeni preparatem ALN-RSV01. Alnylam prowadzi również badania na etapie
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przedklinicznym nad terapią skojarzonego zakażenia RSV i wirusem grypy (60). Pod­
jęto także próby konstrukcji siRNA specyficznych dla najbardziej zjadliwych szcze­
pów wirusa grypy, takich jak np. H5N1.

Trwają intensywne badania nad opracowaniem terapii RNAi przeciwko dwóm 
najgroźniejszym, a wciąż niepokonanym wirusom: H1V-1 i HBV (ang. hepatitis B virus). 
W przypadku zakażeń tymi wirusami droga do sukcesu jest jednak trudniejsza ze 
względu na konieczność aplikacji ogólnoustrojowej. W obszarze badań przedkli- 
nicznych udało się wywołać wyciszenie praktycznie wszystkich genów wirusa H1V-1 
(61). jednakże dopiero jeden (wspomniany już) wektor lentiwirusowy, kodujący ka­
setę shRNA, skierowaną na konserwatywną sekwencję mRNA genu tat/rev wirusa 
H1V-1 został dopuszczony przez PDA do badań na pacjentach. W terapii tej zakłada 
się transfekcję ex vivo leukocytów CD34-P pobranych od chorego i ponowne ich 
wprowadzenie do organizmu pacjenta (tab.). Wektor ten, wytworzony w firmie Be- 
nitec, ma istotną zaletę, gdyż koduje jednocześnie kilka sekwencji aktywnych, 
oprócz shRNA, także rybozym typu hammerhead i oligonukleotyd decoy białka Tat 
(tzw. sekwencję TAR). Inhibitory te skierowane są na trzy różne cele, co ma zapobie­
gać szybkiemu „uodpornianiu się” 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 przykład podejścia, w którym jako do­
celowe wybiera się geny gospodarza, kodujące białka biorące udział w procesach 
wnikania lub replikacji wirusów. Gen CCR5 jest obiecującym celem, ponieważ udo­
wodniono, że delecja 32 nukleotydów w jego sekwencji powoduje odporność na in­
fekcję H1V-1 (63).

Badania nad opracowaniem terapii przeciwko wirusowemu zapaleniu wątroby 
typu B są na etapie przedklinicznym. Niedawno doniesiono o skutecznym zahamo­
waniu infekcji HBV u myszy po podaniu siRNA opłaszczonych nanocząsteczkami lipi­
dowymi (64) (tab.). Do dupleksów tych wprowadzono modyfikacje chemiczne, za­
pewniające stabilność RNA w surowicy i ograniczające skutki uboczne działania siRNA 
(aktywację odpowiedzi interferonowej) (64). Interesujące są również badania, 
w których wykazano, że wektory AAV kodujące 49 różnych shRNA, skierowanych na 
6 genów wirusowych, wywołują skuteczne zahamowanie infekcji HBV u młodych 
myszy (do 5 miesięcy) (34). Jednakże jednocześnie zaobserwowano bardzo poważne 
skutki uboczne zastosowanej terapii, łącznie ze śmiercią zwierząt w przypadku 
podania 23 z 49 testowanych konstruktów. Efekt ten zależał zarówno od sekwencji 
shRNA, jak i stosowanych dawek wektora. Przyczyny takiego wyniku autorzy upa­
trują w zbyt długiej i wysokiej ekspresji shRNA, która spowodowała nasycenie syste­
mu RNAi i zakłócenie naturalnych szlaków mikroRNA w wątrobach myszy. Jest to 
istotna wskazówka dla projektowania nowych terapii z wykorzystaniem technologii 
RNAi, opartych na ekspresji wysoko wydajnych wektorów wirusowych.
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5.3. Choroby nowotworowe

W wielu ośrodkach naukowych prowadzone są intensywne badania zarówno nad 
identyfikacją dobrych celów terapeutycznych (65), jak i nad zastosowaniem technik 
RNAi w terapii nowotworów (66). Odnotowano przykłady zmniejszenia wielkości 
guza w mysich modelach różnych nowotworów po podaniu siRNA bezpośrednio do 
zmienionej tkanki. Stosunkowo nieliczne są przykłady uzyskania podobnego efektu 
po aplikacji ogólnoustrojowej. Jednym z pierwszych jest zastosowanie nanocząste- 
czek zawierających cyklodekstryny i znacznik transferynowy, zapewniający specy­
ficzny transport siRNA do komórek nowotworowych w modelu in vivo (67). Ta sama 
firma, Calando Pharmaceuticals, ogłosiła w maju 2007 r. planowane rozpoczęcie 
I fazy badań klinicznych nad siRNA, oznaczonym symbolem CALAA-01, skierowanym 
na podjednostkę M2 reduktazy rybonukleinowej (68). Lek podano dożylnie maka­
kom jawajskim, należącym do naczelnych (69) i za pomocą obrazowania in vivo zba­
dano lokalizację nanocząsteczek cyklodekstrynowych oraz nanocząsteczek zawie­
rających dodatkowo na powierzchni znacznik transferynowy (70). Nie stwierdzono 
istotnych różnic w lokalizacji obu tych nośników, natomiast wykazano, że siRNA za­
wierające znacznik transferynowy wykazują aktywność wyższą o około 50%. Praw­
dopodobną przyczyną zwiększonego potencjału tak przygotowanych siRNA jest 
skuteczniejsze ich wnikanie do komórek rakowych.

Głównym konkurentem Calando w poszukiwaniu leków RNAi w zakresie onkolo­
gii jest Silence Therapeutics (firma brytyjska znana wcześniej pod nazwą SR Phar­
ma), która współpracuje z firmą Atugen. Firma ta zapowiedziała wprowadzenie do 
badań klinicznych cząsteczek siRNA podawanych w liposomach projektowanych dla 
ograniczenia angiogenezy, (71). Inną firmą liczącą się w wyścigu o przeciwnowo- 
tworowe siRNA jest Intradigm. Firma ta dysponuje technologią zapewniającą ko- 
mórkowospecyflczny transport siRNA (72) i pracuje nad zahamowaniem ekspresji 
genów białka VEGF i jego receptora, w celu ograniczenia procesu angiogenezy.

Interesujące podejście do terapii przeciwnowotworowej (z zastosowaniem ory­
ginalnej techniki formulacji leków w formie areozoli) prezentuje konsorcjum zło­
żone z firmy Antigen Express i Generex. Badacze pracujący w pierwszej z tych firm 
zidentyfikowali siRNA zdolne do wyciszenia ekspresji białka li, odpowiedzialnego 
za „powstrzymywanie” komórek MHC klasy 11 od prezentacji własnych antygenów 
przez komórki nowotworowe. Obniżenie aktywności białka li umożliwia rozwinię­
cie odpowiedzi immunologicznej skierowanej przeciwko komórkom guza (73). Po 
obiecujących wynikach badań na mysich modelach różnych nowotworów firmy za­
powiedziały szybkie rozpoczęcie badań klinicznych w Chinach.

Warte odnotowania są pionierskie badania prowadzone w Polsce przez zespół 
prof Barciszewskiego we współpracy z Kłiniką Neurochirurgii i Neurotraumatologii 
Akademii Medycznej w Poznaniu nad zastosowaniem RNAi w terapii guzów mózgu 
(74). Do badań kwalifikowani są pacjenci ze zdiagnozowanymi nowotworami mózgu 
- glejakami wielopostaciowymi. W tych przypadkach średnie przeżycie po opera­
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cyjnym usunięciu guza wynosi 8-10 miesięcy, natomiast tych pacjentów, u których 
wystąpi wznowa - 8 tygodni. Zespół prof. Barciszewskiego stosuje iniekcję roz­
tworu dwuniciowego RNA o długości 164 par zasad, homologicznego do genu tena- 
scyny C. Gen docelowy ulega ekspresji głównie w trakcie rozwoju, natomiast 
w zróżnicowanych tkankach, tylko w tych z reakcją zapalną na infekcję oraz w no- 
wotworzeniu. W przypadku glejaków poziom ekspresji tenascyny C dobrze koreluje 
ze stopniem rozwoju guza. Iniekcje z roztworu RNA o objętości 200 pL podawano 
po operacji usunięcia guza w nacieki, których nie można usunąć chirurgicznie. 
Wstępne wyniki badań są bardzo obiecujące - nie zaobserwowano nawrotu nowo­
tworu w miejscach podania RNA (także w przypadkach, gdy w rejonach odległych od 
miejsca iniekcji guz narastał ponownie) (74). Opublikowane wyniki mają charakter 
wstępny, a badania nad dopracowaniem metody trwają, jest to jedyna jak dotąd 
praca, w której pokazano zastosowanie interferencji RNA w terapii guzów mózgu 
u ludzi.

5.4. Choroby metaboliczne

Alnylam ogłosił bardzo obiecujące wyniki badań przedklinicznych z siRNA skie­
rowanym na gen PCSK9 (ALN-PCSOl) na makakach jawajskich, u których we krwi 
uzyskano obniżenie poziomu cholesterolu LDL o 30-40%. Zespół już wcześniej od­
notował sukcesy na polu wyciszania innego genu związanego z metabolizmem cho­
lesterolu - apolipoproteiny B w modelu mysim za pomocą dostarczanych dożylnie, 
siRNA modyfikowanych chemicznie i opłaszczonych liposomami (75). Planowane 
jest wprowadzenie siRNA skierowanego na gen PCSK9 do badań klinicznych w tera­
pii hipercholesterolemii.

Otyłość i cukrzyca typu 2 są chorobami społecznymi o coraz większym zasięgu 
na świecie. Uzasadnione jest zatem, jak się wydaje, zainteresowanie firmy CytRx 
cząsteczkami siRNA, skierowanymi na gen RIP140. Gen ten został zidentyfikowany 
jako odpowiedzialny za otyłość u myszy będących na diecie wysokokalorycznej (76).

5.5. Choroby układu nerwowego

Żadna z firm farmaceutycznych, jak dotychczas, nie ogłosiła rozpoczęcia badań 
klinicznych w obszarze schorzeń centralnego układu nerwowego. Przyczyną trudno­
ści w opracowaniu skutecznej terapii opartej na siRNA jest transport tak dużych 
związków przez barierę krew-mózg. W licznych badaniach, przeprowadzonych na 
zwierzętach, potwierdzono skuteczność technik RNAi w wyciszaniu genów w neuro­
nach, jednak opierały się one głównie na dostarczeniu miejscowym, aktywnych 
cząsteczek (iniekcja bezpośrednio do mózgu). W najbliższym czasie można się spo­
dziewać przełomu w rozwoju metod specyficznego transportu siRNA, zwłaszcza po
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ukazaniu się cytowanej już wcześniej pracy (46), dotyczącej zastosowania formulacji 
w RNA z peptydem pochodzenia wirusowego.

jednym z potencjalnie obiecujących celów terapeutycznych dla zastosowań RNAi 
jest gen SOD/, którego mutacja punktowa wywołuje stwardnienie zanikowe bocz­
ne. Badania w modelu mysim nad allelospecyficznym siRNA, aplikowanym miejsco­
wo prowadzi zespół związany z firmą CytRx (77) (tab.). Wiele ośrodków jest zaanga­
żowanych w badania w obszarze chorób neurodegeneracyjnych. Nasze laborato­
rium ma udział w opracowaniu potencjalnej terapii choroby Alzheimera (AD), opar­
tej na hipotezie kaskady amyloidowej. Zgodnie z tą hipotezą przyczyną degradacji 
neuronów, prowadzącej do demencji, jest powstawanie w przestrzeniach między­
komórkowych płytek złożonych głównie z peptydu zwanego beta-amyloidem 
(AB42). Potencjalnymi celami terapeutycznymi są zatem białka uczestniczące w jego 
sekrecji - m.in. beta-sekretaza (białko BACEl) (78-81).

6. Perspektywy wykorzystania mikroRNA w terapii

w miarę poznawania funkcji różnych miRNA odkryto, że zaburzenia w poziomie 
ich ekspresji są związane z rozwojem niektórych chorób. Rozważając terapie wyko­
rzystujące tę wiedzę można przyjąć dwie strategie: eliminowanie cząsteczek miRNA, 
które ulegają nadekspresji w stanach patologicznych („anty-miRNA”) lub dodawanie 
dodatkowych kopii tych miRNA, których niedobór powoduje zaburzenia w komór­
ce. Przykładem firmy rozwijającej badania w kierunku wyciszania miRNA, które ule­
ga nadekspresji w komórkach nieprawidłowo funkcjonującej wątroby (miR-122 re­
gulujące około 100 genów zaangażowanych w metabolizm cholesterolu) jest Santa- 
ris Pharma. Firma ta zapowiada zastosowanie podejścia „anty-miR-122” w terapii za­
każenia HCV oraz w hipercholesterolemii. Badane przez tę firmę cząsteczki to ana­
logi oligonukleotydów złożone z jednostek DNA i LNA. Oligonukleotydy stabilizo­
wane rozmaitymi modyfikacjami chemicznymi mają za zadanie blokowanie aktyw­
ności miRNA na zasadzie komplementarności (bez aktywacji RNazy H) (82). Innym 
rozważanym podejściem do obniżenia ilości niepożądanego mikroRNA w komórce 
jest blokowanie pri-miRNA za pomocą oligonukleotydu TFO (ang. triplex forming oli- 
gonucleotide). Strategia taka jest obiecująca, zwłaszcza w przypadku policistrono- 
wych pri-miRNA, takich jak np. miR-17-92, ulegających nadekspresji w kilku nowo­
tworach. Jedno takie pri-miRNA staje się źródłem całej rodziny efektorowych czą­
steczek miRNA, regulujących ekspresję jednego genu.

Drugie z wymienionych podejść terapeutycznych (zwiększenie ilości konkretne­
go miRNA w komórce) może znaleźć zastosowanie w leczeniu kilku rodzajów nowo­
tworów, jednak jest trudniejsze do osiągnięcia. Dostarczenie jednoniciowych oligo­
nukleotydów, mających uzupełnić poziom brakującego miRNA jest trudniejsze niż 
podanie dupleksów siRNA, ze względu na ich niską trwałość chemiczną i enzyma­
tyczną. Bardziej prawdopodobne, jak się wydaje, jest wykorzystanie do tego celu
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wektorów kodujących cząsteczki prekursorowe pre-miRNA. W tym przypadku istot­
ne jest zachowanie odpowiedniego poziomu ekspresji takiego transgenu, ze wzglę­
du na wspomniane ryzyko zaburzenia działających poprawnie szlaków miRNA po­
przez wysycenie komponentów białkowych mechanizmu RNAi. Największe znacze­
nie limitujące ma prawdopodobnie eksportyna 5, odpowiedzialna za transport 
pre-miRNA z jądra do cytoplazmy (82). Obecnie manipulowanie poziomami natural­
nie występujących miRNA pozostaje raczej w sferze śmiałych projektów. Poza ogra­
niczeniami wspólnymi z technologią siRNA także obecny stan wiedzy limituje wybór 
celów i możliwość przewidzenia efektów ubocznych, jedna cząsteczka miRNA bie­
rze z jednej strony udział w regulacji ekspresji kilku genów, a z drugiej jeden gen 
może być regulowany przez różne miRNA. Zmiana ilości konkretnego miRNA może 
doprowadzić zatem do trudnej do przewidzenia, złożonej odpowiedzi komórki lub 
efekt może być niezauważalny w fenotypie, bo zostanie zrekompensowany aktyw­
nością innych miRNA (82).

7. Podsumowanie

Interferencja RNA to niewątpliwie jedno z najważniejszych odkryć ostatnich lat, 
które otworzyło wiele możliwości zastosowań w medycynie. Rzeczywisty postęp spo­
wodowany tym odkryciem będziemy mogli ocenić już w ciągu kilku najbliższych lat, 
w czasie których spodziewana jest rejestracja pierwszych leków opartych na technolo­
gii RNAi. Liczba nowych terapii prawdopodobnie będzie się sukcesywnie zwiększać, 
w miarę poznawania naturalnych funkcji krótkich RNA w naszych organizmach i ich 
roli w powstawaniu różnych stanów patologicznych. Obiecujące są wstępne wyniki ba­
dań klinicznych po miejscowym zastosowaniu siRNA, jednak dopóki pierwsze czą­
steczki nie przejdą pomyślnie 111 fazy badań klinicznych zainteresowania firm farma­
ceutycznych tą technologią będą ograniczone. Podstawowym problemem, ograni­
czającym praktyczne zastosowania terapii opartych na RNAi, pozostaje opracowanie 
skutecznych sposobów specyficznego transportu aktywnych cząsteczek do tkanek. 
Zastosowanie nanocząsteczek opłaszczonych Ugandami dla receptorów powierzch­
niowych, specyficznych dla danego typu komórek, do tej pory budzi największe na­
dzieje na podawanie cząsteczek siRNA ogólnoustrojowo. Innym zagadnieniem do roz­
wiązania jest przedłużenie czasu trwania efektu wyciszenia. Opracowanie bezpiecz­
nych wektorów zapewniających stabilną ekspresję siRNA umożliwiłoby uniknięcie czę­
stego podawania leku i zmniejszyłoby ryzyko wzbudzenia odpowiedzi immunologicz­
nej organizmu. Obydwa wymienione wyzwania są podejmowane przez wiele zespo­
łów badawczych zarówno zajmujących się chemią kwasów nukleinowych, jak i chemią 
polimerów, mogących tworzyć nanocząsteczki. Także w obszarze konstrukcji wekto­
rów możliwych do zastosowania w terapii genowej daje się zauważyć duże ożywienie 
i postępy w testowaniu nowych metod wywoływania ekspresji shRNA w komórkach 
ssaków, jedną z bardziej oryginalnych innowacji w tej dziedzinie jest tzw. „baktofek-
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cja” (83). Polega ona na dostarczeniu plazmidów, kodujących wyciszające cząsteczki 
do organizmu ssaka razem z pożywieniem zawierającym niepatologiczne bakterie. Mi­
kroorganizmy wraz z plazmidami wchłaniane są przez komórki nabłonka jelit (np. 
£. coli) (84) lub samodzielnie wnikają do wnętrza komórek (np. L monocytogenes) (85). 
Bakterie są następnie niszczone z użyciem odpowiedniego antybiotyku, a uwolnione 
setki plazmidów ulegają ekspresji. Skuteczność takiego podejścia pokazano w my­
szach, których jelita zostały w wyniku opisanej terapii uwolnione od groźnych polipów 
(nieleczone polipy uzłośliwiają się do nowotworów) (84).

Po przezwyciężeniu wspomnianych problemów możliwości zastosowań terapeu­
tycznych RNAi będą ograniczone wyłącznie wiedzą na temat genetycznych przyczyn 
chorób.

Praca powstała 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/I/2007 
pt. Modulacja aktywności wyciszającej krótkich interferujqcych RNA (siRNA) za pomocą modyfikacji chemicz­
nych finansowanego ze środków MNiSzW na naukę w latach 2008-2010. jedna z autorek (Katarzyna Ku­
biak (Sipa)) otrzymywała w 2007 r. stypendium L'Oreal Polska dla Kobiet i Nauki przy wsparciu Polskie­
go Komitetu ds. UNESCO.
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