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Summary

RNA interference (RNAI) is a powerful biological process for a sequence-spe-
cific silencing of a gene expression in diverse eukaryotic cells. Discovery of this
phenomena had tremendous significance for functional genomics and develop-
ment of novel gene-specific therapies. The future success of RNAi technology
relies on identifying appropriate chemical modifications to improve stability,
potency and in vivo cellular delivery of the effector moieties, siRNAs. The pre-
sented review attempts to describe some of the biological challenges associ-
ated with using synthetic siRNAs to effect RNAi and summarizes the role of the
chemical tools in the application of RNAi technology.
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1. Wstep

Ponad dekade temu, w 1998 r., amerykanscy uczeni A. Fire
i C. Mello zaobserwowali, ze podanie do organizmu nicienia
Caenorhabditis elegans dwuniciowego RNA {dsRNA, ang. double-
stranded RNA) o sekwencji homologicznej do badanego genu po-
woduje wyciszenie ekspresji tego genu. Zaobserwowane zjawis-
ko nazwali interferencjg RNA (RNAI, ang. RNA interference) (1). Od
tej chwili rozpoczeta sie ,era” technologii opartych o RNAI, prze-
tom w badaniach nad funkcjg genéw i poszukiwarn efektywnych
terapii majacych na celu wyciszenie genéw zasocjowanych
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z patogeneza chordb. W ciggu kilku pierwszych lat po odkryciu zdefiniowano me-
chanizm procesu, zidentyfikowano biatka, ktére w nim uczestnicza, a takze rozpo-
znano rzeczywiste czasteczki efektorowe procesu RNAI, jakimi sg mate interferujgce
RNA (ang. smoli interfering RNA), a wsrdd nich krotkie dupleksy RNA (siRNA, ang.
short interfering RNA) czy mikro RNA (miRNA) (2-4). Nastapit gwattowny rozwdj tech-
nologii dotyczacych projektowania, wytwarzania i modyfikacji duplekséw siRNA
majacych na celu udoskonalenie ich wlasciwosci biologicznych i farmakokinetycz-
nych. Obecnie szczegélne nadzieje budzg mozliwosci wykorzystania technologii
RNAIi w terapii. Technologia ta moze znalez¢ zastosowanie we wszystkich terapiach,
w ktoérych dazy sie do zmniejszenia ilosci biatka zaangazowanego w proces choro-
bowy, m.in. w chorobach metabolicznych, nowotworowych, neurodegeneracyjnych,
genetycznych czy wywotanych wirusami. Od kilku lat trwajg badania kliniczne nad
zastosowaniem siRNA jako leku. Najbardziej zaawansowane sg proby wdrozenia siRNA
do leczenia zwyrodnienia plamki zottej zwigzanego z wiekiem (AMD, ang. Age Rela-
ted Macular Degeneration,). Choroba ta jest jedng z najczestszych przyczyn nieodwra-
calnej Slepoty wsréd os6b starszych. W 1l i il fazie badan klinicznych znajdujg sie
odpowiednio, dwie potencjalnie lecznicze czgsteczki siRNA: Sirna-027, hamujgca
ekspresje genu receptora typu ! dla czynnika wzrostu komérek srdédbtonka (VEGFRL,
ang. Vascular Endotherial Growth Factor Receptor ) oraz CandS skierowana na mRNA
czynnika wzrostu komorek srédbtonka, VEGF. Inne preparaty oparte na technologii
RNAI sg na r6znych etapach badan klinicznych, np. ALN-RSV01 dupleks siRNA skiero-
wany na gen kodujgcy biatko nukleokapsydu wirusa RSV (ang. Respiratory Syncytial
Virus) iest w Il fazie badan klinicznych, AKI-i5 (dupleks specyficzny wobec transkryp-
tu kodujgcego biatko p53, w ostrej niewydolnosci nerek) jest w | fazie badan klinicz-
nych itd. (5,6). O ile miejscowe sposoby podania siRNA, np. w postaci aerozolu do
oskrzeli czy iniekcji do oka sg fatwe i skuteczne w uzyciu, to leczenie systemowe
lub zwigzane z konkretnymi narzadami napotyka na powazne problemy.

Z wielu mozliwosci zastosowan, réwniez do badan podstawowych in vitro, wynika
potrzeba ciggtego polepszania wlasciwosci dupleksow siRNA. Wprowadzanie mody-
fikacji chemicznych do nici siRNA stwarza mozliwos¢ polepszenia aktywnosci, specy-
ficznosci, obnizenia immunogennosci, stabilnosci w obecnosci nukleaz i wydtuzenia
czasu pottrwania czasteczek efektorowych w organizmie. Szczegdlnie dwa ostatnie
parametry sg istotne z punktu widzenia badan in vivo, gdzie czas poéttrwania niemo-
dyfikowanych siRNA liczy sie w minutach i powinien byé znacznie wydtuzony dla
osiggniecia efektu biologicznego. Wprowadzanie modyfikacji chemicznych do nici
siRNA stwarza réwniez mozliwos¢ rozszerzenia informacji, w jaki sposob modyfika-
cje umieszczone w danej pozycji dupleksu sg istotne z punktu widzenia oddziatywa-
nia z biatkami, biorgcymi udziat w mechanizmie interferencji RNA. Cho¢ wiele pro-
bleméw, zwiazanych z projektowaniem oraz wybiérczym dostarczaniem siRNA do
konkretnych komorek, tkanek badZz narzadow, pozostaje nadal nierozwigzanych,
prace trwajq i istnieje realna szansa, ze juz niedtugo klasa catkiem nowych zwigzkow
o strukturze oligonukleotydéw znajdzie swoje miejsce na rynku farmaceutycznym.
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2. Mechanizm interferencji RNA i biatka, ktére w nim uczestniczg

Ogodlnie przyjety mechanizm interferencji RNA jest nastepujacy: dwuniciowy
RNA, powstaty endogennie lub wprowadzony do komoérki, jest rozpoznawany przez
rybonukleaze Dicer i poddawany obrobce, w konsekwencji czego powstajg
21-23-nukleotydowe (nt) dupleksy RNA (siRNA) (2). Biatka Dicer i TRBP (ang. Humai
Immunodeficiency Virus, Type !, Trons-Activating Response RNA-Binding Protein) wigzg
siRNA i wprowadzajg do kompleksu efektorowego RISC (ang. RNA-Induced Silencing
Complex), ktérego gtownym sktadnikiem katalitycznym jest biatko Ago2 (3,4,7-9].
Jedna z nici siRNA jest rozpoznawana jako ni¢ aktywna, opisywana w jezyku angiel-
skim jako ni¢ guide, wiodaca RISC do docelowej sekwencji mRNA, druga z nici jest
hydrolizowana i usuwana z kompleksu (10,11). Ni¢ aktywna zwigzana z biatkiem
Ago2 hybrydyzuje z docelowym mRNA, a Ago2 hydrolizuje Scisle okreslone wigzanie
fosfodiestrowe w mRNA. Miejsce hydrolizy mRNA znajduje sie naprzeciw wigzania
internukleotydowego pomiedzy dziesigtym i jedenastym nukleotydem nici antysen-
sowej.

Tuschl i wsp. jako pierwsi udowodnili, ze sekwencyjno-specyficzne wyciszanie
ekspresji wybranego genu moze odbywac sie poprzez bezposrednie wprowadzenie
do komorki syntetycznych siRNA (12). Odkrycie to miatlo ogromne znaczenie dla
eksperymentéw prowadzonych w komaérkach ssaczych, w ktérych dtugi dsRNA indu-
kuje niepozadang odpowiedz immunologiczng. Najczesciej stosowany syntetyczny
siRNA zawiera 21-nt ni¢ sensowg (S) o sekwencji homologicznej do fragmentu wy-
branego genu oraz komplementarng do niej 21-nt ni¢ antysensowa (AS). Obie nici
tworza dupleks o dtugosci 19-par zasad (pz), na kazdym koncu 3’ dupleksu wyste-
puja po dwa niesparowane nukleotydy (rys. IA). W przeciwienstwie do naturalnych
duplekséw generowanych wewnatrzkomaérkowo, syntetyczne siRNA posiadajg na
koncach 5' obu nici grupe hydroksylowa (5’-OH) i, aby mogty by¢ wigczone do kom-
pleksu RISC i wzig¢ udziat w procesie RNAi, musza zosta¢ w tej pozycji ufosforylo-
wane. W komadrkach ludzkich za ten proces odpowiedzialny jest, ostatnio ziden:yfi-
kowany, enzym o nazwie kinaza Clpl (13). Wspomniany wczes$niej enzym Dicer jest
wyspecjalizowang rybonukleaza, ktéra inicjuje mechanizm RNAiI poprzez rozpozna-
nie i hydrolize dsRNA do krotkich produktéw siRNA. Nukleaza Dicer jest tez ocpo-
wiedzialna za generowanie innych malych interferujgcych RNA, np. mikro RNA (miRNA)
z prekursorowego miRNA (pre-miRNA) i jest gtéwnym sktadnikiem kompleksu RLC
(ang. RISC Loading Complex), odgrywajgcego zasadniczg role w rozpoznaniu aktyw-
nej nici i wigczaniu jej do kompleksu RISC (10). Biatko TRBP petni wazng funkcje
w stabilizacji wigzania Dicer do siRNA, posredniczy w przekazaniu siRNA z Dicer do
Ago2 oraz uczestniczy w selekcji aktywnej nici siRNA. Wczesniejsze doniesienia
z eksperymentéw prowadzonych w Drosophila melanogaster pozwolity na stworzenie
modelu selekcji nici siRNA w komdrkach owadzich (14). Biatko R2D2, homolog ludz-
kiego TRBP, wigze sie¢ z termodynamicznie bardziej stabilnym koricem dupleksu siRNA,
podczas gdy Dicer-2, owadzi homolog ludzkiego Dicer, wigze sie do korica siRNA
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mniej stabilnego. Domena PAZ Dicer-2 wigze koniec 3' nici sensowej, natomiast ni¢
antysensowa jest rozpoznawana jako ni¢ aktywna i zostaje wlgczona do Ago2.
Ostatnio Gredell i wsp. udowodnili, ze w warunkach in vitro, ludzkie biatko TRBP
moze wigzac sie do siRNA i rozrdzni¢ termodynamicznie zréznicowane konce du-
pleksu (15). Biatka z rodziny Argonaute sg podstawowymi regulatorami ekspresji
genow w procesach wyciszania, w ktorych uczestniczg mate regulatorowe RNA. Ar-
gonaute wigzag sie z matymi czgsteczkami RNA tworzgc enzymatycznie aktywne
kompleksy RISC. Niektoére z nich posiadajg aktywnos$¢ endonukleolityczng i hydroli-
zujg docelowe mRNA, inne jej nie posiadajg, regulujac ekspresje genu przez inne
mechanizmy, szczegodlnie poprzez inhibicje translacji mRNA (16,17). Biatka Ago sta-
nowigce podrodzine Argonaute asocjujg gtéwnie z miRNA i z siRNA. Zrozumienie
natury oddziatlywan pomiedzy aktywng nicig dupleksu RNA i biatkiem Ago2 powinno
doprowadzi¢ do identyfikacji optymalnych konfiguracji struktury siRNA.

3. Ogdlne zasady dotyczace projektowania czasteczek siRNA

Efektywnos$¢ wyciszania ekspresji gendéw poprzez mechanizm RNAi zalezy od
zrozumienia i zastosowania parametrow, ktére majg wpltyw na specyficznosé¢ i funk-
cjonalnos¢ dupleksow siRNA. Sekwencje docelowa definiuje sie jako miejsce w ge-
nie, na ktére moze by¢ skierowana czasteczka siRNA, aby efektywnie wyciszy¢ eks-
presje genu. Obecnie przyjmuje sie, ze sekwencje docelowe mogg znalez¢ sie w se-
kwencjach 5 i 3'UTR (miejsca, ktére nie ulegaja translacji), w sekwencji kodujgcej
genu, rozpoczynajac od 70-100 nt (liczac od kodonu START translacji), w miejscach,
w ktorych liczba nukleotydéw G-I-C zawiera sie w granicach 30-70%. Uznaje sie, ze
sekwencje docelowe dla czasteczek siRNA nie powinny by¢ potozone zbyt blisko ko-
donu START, poniewaz ten rejon genu jest zwykle zasocjowany z réznorodnymi
czynnikami biatkowymi i jest mato dostepny dla maszynerii RNAi (6,18).

3.1. Wybdr sekwencji dupleksu siRNA

Projektowanie siRNA obejmuje przede wszystkim wybér odpowiedniej sekwen-
cji dupleksu, zdolnej do selektywnego wyciszenia ekspresji docelowego genu. Wa-
runkiem specyficznosci dziatania dupleksu siRNA jest aby jego sekwencja byta uni-
katowa, tzn. homologiczna tylko do jednego wybranego genu, ktéry mamy zamiar
wyciszy¢. Nawet czesciowa homologia do sekwencji innych genéw moze by¢ przy-
czyna niezamierzonego, niespecyficznego ich wyciszenia. Dochodzi wéwczas do
efektéw niepozadanych, tzw. ojf-target effects (19). W przyktadowej analizie aktyw-
nosci siRNA z podwdjng mutacjg w stosunku do sekwencji genu docelowego wyka-
zano, ze taki dupleks wcigz moze efektywnie wycisza¢ ekspresje docelowego mRNA
(efektywnos$¢ wyciszania >50%) (20). Niespecyficzne wyciszanie innych genéw wyni-
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ka stad, ze siRNA, poprzez czesciowg hybrydyzacje z przypadkowym transkrptem,
wchodzi na droge mikro RNA. Hamowanie ekspresji w mechanizmie miRNA [olega
na czesciowej komplementarnosci tzw. rejonu seed (nukleotydy w pozycji 1-8 od
konca 5 nici aktywnej) do docelowej czasteczki mRNA i odbywa sie czescbj po-
przez represje translacji niz przez hydrolize mRNA (21,22). Podczas projektcwania
sekwencji siRNA nalezy zwréci¢ szczegllng uwage na rejon seed i unika¢ kcmple-
mentarnosci tej sekwencji do gendw innych niz docelowy. W przypadku gdy n¢ sen-
sowa dupleksu siRNA jest w przewadze wigczana do kompleksu RISC, podobra ana-
liza powinna by¢ przeprowadzona dla tej nici.

Drugim czynnikiem majacym wptyw na efekt wyciszenia jest dostepnos¢ viybra-
nej sekwencji docetowej w transkrypcie dla biatek uczestniczacych w RNAI, w ;zcze-
gomnosci dla kompleksu RISC. W tym przypadku uzyteczna moze by¢ analiza struk-
tury drugorzedowej pozadanego genu (23-25). W domenach publicznych zmjduje
sie wiele darmowych lub komercyjnie dostepnych programoéw pozwalajgcych la za-
planowanie miejsc docelowych w sekwencji mRNA (np. siDESIGN Center, DEQOR,
BLOCK-IT RNAi Designer, siRNA Finder, siDirect, itd.) (26-34). Adresy stron imerne-
towych, gdzie mozna znalez¢ te i inne programy dla projektowania sekwencji SiRNA
podane sg w tabeli. Typowo, projektuje sie kilka, np. trzy do pieciu, duplekséw siRNA
skierowanych na dany gen, w celu identyfikacji najbardziej aktywnych czasteczek,
nie wywotujgcych niepozadanego efektu wyciszania ekspresji innych genéw.
Przydatnym algorytmem umozliwiajgcym sprawdzenie czy wybrane przez nas se-
kwencje nie sa homologiczne do innych genéw jest program BLAST
http://blast.ncbi.nim.nih.gov/.

Tlbela
Programy do projektowania sekwencji siRNA, dostepne on-line
Nazwa Adres Firma Literatura
1 2 3

SiDESIGN Center http://www.clharmacon.com/designcenter/designcenterpage.aspx  Dharnucon/ (26)
(Dharmacon, Inc.)

DEQOR http://ciuster-l.mpi-cbg.de/Deqor/deqor.html 26)
siRNA at Whitehead http://jiira.wi.mit.edu/bioc/siRNAext/ 27)
(Whitehead Institute

for Biomedical Research)

BLOCK-IiT RNAi Designer https://rnaidesigner.invitrogen.com/rnaiexpress/ Invtrogen
(Invitrogen)

siRNA Target Finder https://lwww.genscript.com/ssl-bin/app/rnai GereScript
(Genescript)

siRNA Finder http://www.ambion.com/techlib/misc/siRNA_finder.html Anbion
TROD: T7 RNAi Oligo Designer http://www.unige.ch/sciences/biologie/bicel/websoft/RNAi.html 28)

DSIR http://biodev.extra.cea.fr’DSIR/DSIR.html 29)
siDirect http://genomics.jp/sidirect/index.php/type = fc 30)
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1 2 3

siRNA Target Designer http://www.proniega.com/siRNADesigner/program/ Promega
HuSiDa http://itb.biologie.hu-berlin.de/~nebtiltis/sira/ (32)
BIOPREDSsI http://www.biopredsi.org (32)
siRecords http://sirecords.biolead.org/ (33)
siVirus http://sivirus.rnai.jp/ (34)

3.2. Immunostymulacja wywotana siRNA

Aktywacja odpowiedzi immunologicznej przez krotkie interferujgce RNA, opisa-
na w kilku pracach przegladowych (35,36), jest skomplikowanym procesem. Gene-
ralnie wiadomo, ze czasteczka RNA po dotarciu do cytoplazmy jest rozpoznawana
przez trzy typy immunoreceptoréw: TLR (ang. Toll-Like Receptors), szczegolnie TLR3,
TLR7, TLR8; przez kinaze biatkowg zalezng od RNA (PKR, ang. Double-Strand RNA De-
pendent Protein Kinase) oraz przez helikazy RIG-1 i MDA5. Aktywacja receptorow
wywotuje odpowiedz komérkowg prowadzaca do uwolnienia prozapalnych cytokin
i zmiany poziomu ekspresji okreslonych genéw (36). Typ odpowiedzi komérkowej
zalezy od rodzaju czynnika, jaki ja wywotuje, dlugosci i sekwencji dsRNA, metody
dostarczania dupleksu do komorki, jak réwniez typu komérek. Mechanizm odpo-
wiedzi immunologicznej spowodowanej przez siRNA o danej sekwencji nie jest
jeszcze w petni zrozumiany. Zidentyfikowano pewne motywy w sekwencji dzia-
tajace immunostymulujgco, szczegoélnie 5-UGUGU-3' (37), 5-GUGGUUCAA-3' (38). ja-
kiekolwiek sekwencje RNA bogate w U moga by¢ rozpoznane przez TLR7 (39), obec-
nos¢ 5'-trifosforanu lub ,tepych” konicéw dupleksu prowadzi do aktywacji RIG-1
(40). Dupleksy o dtugosci nici 23-30-pz moga indukowa¢ odpowiedz interferonowa
zaleznie od typu komorki (41). W projektowaniu siRNA nalezy zatem uwzglednic te
informacje i unika¢: 1) sekwencji bogatych w U, 2) w zaleznosci od typu komorek,
jakie uzywamy w eksperymentach nalezy stosowac¢ optymalne metody transfekcji,
np. metoda elektroporacji jest uwazana za nie indukujaca odpowiedzi immunolo-
gicznej w poréwnaniu do transfekcji za posrednictwem nosnikéw liposomowych,
podobnie metoda dostarczania siRNA za posrednictwem specyficznych przeciwciat
(42), 3) zastosowanie modyfikacji chemicznych typu 2'-deoksy-, 2’-0-Me, 2'-fluoro-,
itd. pozwala na redukcje immunostymulacji bez obnizenia aktywnosci siRNA. Uzycie
naturalnych modyfikowanych nukleozydow, takich jak pseudourydyna czy 5-metylo-
cytydyna moze zmniejszy¢ prawdopodobienstwo rozpoznania RNA jako nieswoiste-
go, 4) unikanie duplekséw z ,tepymi” koncami, ktére aktywujg RIG-1, 5) usuwanie
trifosforanéw z konica 5, np. gdy siRNA sg uzyskiwane w wyniku transkrypcji
in vitro.
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3.3. Selektywny wybor nici antysensowej jako nici aktywnej w kompleksie
RISC

Obie nici dupleksu siRNA moga stuzy¢ jako nici aktywne dla RISC, ale tylko kom-
pleksy z nicig antysensowg, komplementarng do docelowego mRNA sg efektywne
i moga indukowac specyficzny proces wyciszania danego genu (43). Mechanizm se-
lekcji nici aktywnej i jej inkorporacji do RISC jest od wielu lat intensywnie badany.
Schwarz i wsp. udowodnili, ze termodynamiczna stabilno$¢ koricéw dupleksu siRNA
jest podstawowym parametrem wplywajgcym na wybor nici sensowej lub antysen-
sowej i wigczenia jednej z nici do kompleksu RISC (44-46). Opracowano szereg za-
sad projektowania siRNA, pozwalajgcych na zachowanie termodynamicznej asyme-
trii koncéw i utatwienie hydrolizy docelowego mRNA. Jest to m. in. wysoka zawar-
tos¢ par CC na koncu 5' (zgodnie z polarnosciag nici sensowej), niska stabilnos¢ kon-
ca 3’ dupleksu (AU w pozycji 1-7) w celu promowania wyboru nici antysensowej jako
nici aktywnej, U w pozycji 10 w nici sensowej w celu utatwienia hydrolizy docelowe-
go mRNA przez RISC i utatwienia oddysocjowania kompleksu od mRNA (47-50).

Modyfikacje chemiczne mogg wptywacé na aktywnos$¢ siRNA poprzez zmiane ter-
modynamicznej asymetrii koncOw oraz na catkowitg stabilnos¢ termiczng dupleksu.

A.

3'-koricowe dwa nukleotydy dupleks 19-pz 3’-koricowe dwa nukleotydy
ni¢ sensowa n
modyfikacje odyfikacje
chemiczne L rcrheﬁﬁyczne
stabilizujace 1 +  destabilizujace
dupleks ' dupleks

ni¢ antysensowa

rejon ,seed”, nt 2-$
modyfikacje chemiczne w pozycji 2
redulujg efekt off target

miejsce hydrolizy docelowego mRNA:
pomiedzy nt 10 11

fosforylacja nukleotydu 5'-koricowego

zasada heterocykliczna

0
aT
H e
OH piersciert cukrowy
O:p_o* wigzanie internukleotydowe
|
0.

Rys. 1. A. Struktura dupleksu siRNA, B. miejsca w nukleotydzie odpowiednie do wprowadzania mo-
dyfikacji chemicznych.
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jak roéwniez poprzez wzmocnienie lub ostabienie oddziatywan z komponentami
biatkowymi maszynerii RNAi. Modyfikacje chemiczne przedstawione m in. na rysun-
kach 3, 4 i 5, moga zaréwno stabilizowaé¢ (np. 2’-0-Me, kombinacja 2'-0-Me/2'-flu-
oro-, ANA, LNA lub destabilizowa¢ dupleks (np. DNA, 2-0-AEM, UNA, itd.) (51,52).
W cytowanych powyzej pracach najbardziej znaczace polepszenie wtasciwosci wyci-
szajgcych siRNA uzyskano poprzez podwyzszenie termodynamicznej asymetrii kon-
cow dupleksu i stworzenie warunkéw dla preferencyjnej inkorporacji nici antysen-
sowej do kompleksu RISC. Wprowadzenie modyfikacji w wielu miejscach obu nici,
prowadzacych do podwyzszenia catkowitej stabilnosci termodynamicznej dupleksu,
obnizato aktywnos¢ siRNA.

Innym waznym czynnikiem wplywajacym na selektywny wybor nici aktywnej
przez RISC jest struktura koncow 3' dupleksu. Udowodniono, ze asymetryczne kon-
ce dupleksu, tzn. dwa niesparowane nukleotydy na koncu 3' nici antysensowej oraz
brak niesparowanych nukleotyddéw na koricu 3’ nici sensowej (ten koniec zakorczo-
ny jest na ,tepo”) pomaga w inkorporacji nici antysensowej do RISC, a tym samym
polepsza whasciwosci wyciszajagce dupleksu (53). Efekt ten wystepuje nawet wow-
czas, gdy konce dupleksu nie sg termodynamicznie zréznicowane lub gdy termody-
namiczna asymetria koricow dupleksu nie sprzyja wyborowi nici antysensowej jako
nici aktywne;j.

klasyczne siRNA, 21/21, po dwa nukleotydy na 3' koncach nici

SiRNA 21/21 z tzw. ,,tepymi koricami”
siRNA 19/21 i 21/19 z asymetrycznymi korncami 3'

SiRNA 25/27, substraty dla Dicer

sisiRNA (ang. smali internally segmented interfering RNA), ni¢ sensowa
dupleksu jest podzielona na dwa fragmenty 9/12

aiRNA (ang. asymmetric interfering RNA), asymetryczne siRNA

shRNA (ang. short hairpin RNA)

cykliczne siRNA (ang. dumbbell siRNA)

Rys. 2. Przyklady modyfikacji strukturalnych siRNA.
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3.4. Wybor struktury dupleksu siRNA

Klasyczny siRNA sktada sie z dwéch 21-nt komplementarnych nici RNA two-
rzacych dupleks antyrownolegly. Na koncu 3’ kazdej z nici wystepujg po dwa niespa-
rowane nukleotydy (rys. 1) (54). Dupleksy te nasladujg naturalne produkty hydrolizy
dlugiego dwuniciowego RNA przez rybonukleaze Dicer, pojawiajgce sie w natural-
nym szlaku komoérkowym (55-58). W wyniku badann majacych na celu polepszenie
wlasciwosci siRNA zaproponowano wiecej struktur, ktdre moga przybiera¢ czas-
teczki efektorowe RNAI (rys. 2). Najwczesniejsze badania dotyczyly zmiany dtugosci
nici i struktury koricéw, w tym liczby niesparowanych nukleotydéw na koncach 3'
i 5 (59). Dlugos¢ duplekséw siRNA moze by¢ zmienna, jednak nie powinna przekra-
cza¢ 30-pz, dluzsze dupleksy indukujg niespecyficzng odpowiedz interferonowg
prowadzacg do Smierci komorki (60). Dupleksy zawierajace nici diuzsze niz 21-nt sg
substratami dla Dicer, co wedtug niektérych badaczy zwieksza ich potencjat w pro-
cesie wyciszania ekspresji gendw oraz stabilnos¢ wobec nukleaz. Podwyzszona ak-
tywnos¢ jest prawdopodobnie wynikiem bezposredniego przeniesienia produktu
Dicer do kompleksu RISC (61-63).

Jest wiele przyktadéw wykorzystania tzw. duplekséw asymetrycznych, zawie-
rajgcych ni¢ sensowa i antysensowa réznej dtugosci. | tak Sun i wsp. zaproponowali
SiRNA z nicig sensowg (S) o dtugosci 15-nt i antysensowg (AS) o diugosci 21-nt,
Chung i wsp. zbadali aktywnos¢ konstruktéw 16-nt (S) -- 19-nt (AS), za$ Sano i wsp.
podali przyktady zastosowania siRNA o dtugosci 15 do 19-nt (S) -- 21-nt (AS) (53,64,
65). Asymetryczne siRNA w duzo mniejszym stopniu niz klasyczne dupleksy wy-
wotujg niepozadane efekty zwigzane z wyciszaniem ekspresji genéw innych niz do-
celowy. Wigze sie to ze specyficznym wyborem nici antysensowej jako nici aktywnej
i jej inkorporacji do kompleksu RISC; druga ni¢ ze wzgledu na swa diugos¢ nie bie-
rze udziatu w procesie RNAI. Jak juz wspomniano w poprzednim rozdziale dla wybo-
ru prawidtowej nici do kompleksu RISC znaczenie ma réwniez struktura koncéw 3’
siRNA zbudowane w ten spos6b, ze jedynie ni¢ antysensowg ma na koncu 3' dwa
niesparowane nukleotydy powoduje, ze witasnie ta ni¢ jest kierowana do RISC, co
znacznie poprawia wydajnos¢ siRNA (53). Funkcjonalne siRNA moga by¢ ztozone
z trzech nici: ni¢ sensowa jest podzielona na dwie czesci 9 i 12-nt, za$ ni¢ antysen-
sowa pozostaje niezmieniona. Sg to sisiRNA smali internally segmented interfering RNA
zaproponowane przez Bramsena i wsp. (66). Innym przykladem r6znorodnosci
strukturalnej siRNA sg dupleksy ztozone tylko z jednej nici tworzacej strukture typu
hairpin lub zupetnie nietypowe, zaproponowane przez Abe i wsp. cykliczne siRNA,
tzw. dumbbell siRNA (67,68). Cykliczne siRNA zawierajg czes¢ dwuniciowg o diugosci
21-25-pz zakoriczona dwiema 9-nt petlami. Czasteczki te sa rozpoznawane przez ry-
bonukleaze Dicer, ktéra hydrolizuje je wytwarzajac typowe dupleksy siRNA. Dodat-
kowo dumbbell siRNA charakteryzuja sie podwyzszong stabilnoscig termodynamicz-
ng. Temperatura topnienia (Tm, ang. melting temperature) dupleksu dumbell jest ok.
20°C wyzsza od temperatury topnienia klasycznego siRNA.
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4. Modyfikacje chemiczne siRNA

Chociaz wybér sekwencji i struktury dupleksu siRNA jest najbardziej istotny
w projektowaniu aktywnych czasteczek siRNA to wprowadzenie modyfikacji che-
micznych moze znacznie zmieni¢ wiasciwosci siRNA, w tym:

- polepszy¢ wtasciwosci termodynamiczne dupleksu,

- podwyzszy¢ stabilnos¢ dupleksu wobec nukleaz i tym samym wydtuzy¢ okres
poéttrwania w osoczu,

- zredukowac efekty uboczne jakie mogg wywotywac siRNA, takie jak niespecy-
ficznos¢ w wyciszaniu okreslonego genu czy aktywacje immunoreceptorow,

- polepszy¢ transport dokomoérkowy, w tym réwniez specyficzno$¢ dostarcza-
nia siRNA do okreslonych typow komorek.

Podwyzszenie potencjatu siRNA przez jego modyfikacje prowadzi do obnizenia
dawki, jaka jest potrzebna do skutecznego wyciszenia ekspresji wybranego genu.

X. A.
Yoy Voyll Yoyn Voy
o OH o F o O. o o
=1 7\ Pa
“~ 2-OH “~"2-F -~ 2-OMe ~ 2-MOE 'OCHj
—i
2'-deoxv
O- n B O B

\VAV/

o~o 0 OH o NH
“H- A-TIO *0~ UMA 7
LNA * jynnnn
0
ENA

Rys. 3. Wybrane przyktady modyfikacji chemicznych wprowadzonych do pierscienia rybozy.

Uzyte symbole oznaczajg kolejno: 2’-OH niemodyfikowane RNA; 2°F: 2’-fluoro-RNA; 2'-0-Me:
2’-0-metylo-RNA; 2’-MOE: 2’-0-(2-metoksyetylo)-RNA; 2’-0-allil: 2’-0-allilo-RNA; 2’-DNP: 2’-0-(2,4-dintrofe-
nylo)-RNA; 2’-FANA: 2’-deoksy-2’-fluoro-p-D-arabino-RNA; 2'-deoksy: DNA; LNA: cykliczny kwas nukleino-
wy; 4'-tio: 4’-tio-RNA; UNA: acykliczny kwas nukleinowy; 2’-amino: 2’-amino-RNA; ENA: kwas nukleinowy
mostkowany etylenem.
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Dzieki temu minimalizuje sie wymienione efekty uboczne. Pierwszym zadaniem
w optymalizacji siRNA poprzez wprowadzanie modyfikacji chemicznych jest identyfi-
kacja typu i pozycji specyficznych zmian, jakie mogg by¢ wprowadzone bez utraty
aktywnosci RNAI. Modyfikacje chemiczne moga by¢ wprowadzone do pierscienia cu-
krowego, szczegblnie w pozycje 2' rybozy, do nukleozasad, jak réwniez do wigzania
internukleotydowego (rys. IB). Przyklady modyfikacji chemicznych wprowadzonych
w wymienionych miejscach sg przedstawione na rysunkach 3, 4 i 5.

4.1. Modyfikacja pierscienia cukrowego

Pierscien cukrowy nukleozydu, szczegdlnie wegiel C2’jest najbardziej ,atrakcyj-
nym” miejscem do wprowadzania modyfikacji chemicznych (rys. 3). Chiu i Rana
w swoich pierwszych pracach na temat modyfikowanych chemicznie siRNA pokazali,
ze grupa 2'-OH w pierscieniu rybozy nie jest konieczna dla zachowania aktywnosci
siRNA. W samym dupleksie rOéwniez moga wystapi¢ zaburzenia struktury typu A,
charakterystycznej dla RNA, bez wplywu na jego aktywnos¢. Perfekcyjna struktura
typu A musi byé jednak zachowana pomiedzy nicig aktywng a docelowym mRNA
(69,70). Z warunku tego wynikajg wnioski, ze modyfikacje chemiczne, nawet te za-
burzajgce strukture dupleksu, moga by¢ bezpiecznie wprowadzane do nici senso-
wej, natomiast modyfikacje w nici antysensowej nie powinny zmienia¢ konformacji
pierscienia cukrowego i zaburza¢ lokalnej struktury pomiedzy nicig aktywng i mRNA.
Z badan Chiu i Rany wynika réwniez, ze maszyneria biatkowa RNAi nie wymaga
obecnosci grupy 2'-OH dla rozpoznania siRNA i katalitycznej aktywnosci kompleksu
RISC (69,70).

Modyfikacje w pozycji C2" 2’-deoxy- (DNA) jest najprostszg modyfikacjg stoso-
wang w siRNA najczesciej na niesparowanych koncach 3’, wprowadzong od po-
czatku badan nad syntetycznymi siRNA (54). Modyfikacja zabezpiecza dupleks przed
szybka degradacjg przez nukleazy nie obnizajgc rownoczes$nie aktywnosci. Ograni-
czona liczba modyfikacji DNA jest tolerowana rowniez w czesci dwuniciowej siRNA
(59,71,72). Dupleksy zbudowane z nici antysensowej modyfikowanej jednostkami
DNA (puryny) i 2’F-RNA (pirymidyny) sg funkcjonalnie aktywne (70). Ui-Tei i wsp. ba-
dali efekt systematycznego wprowadzania jednostek DNA do obu nici siRNA i stwier-
dzili, ze rejon w poblizu kohAca 5' nici antysensowej (rejon seed) mogt by¢ catkowicie
zastgpiony przez DNA bez utraty aktywnosci siRNA. Wprowadzenie jednostek DNA
do pozostatej czesci nici antysensowej (na 2/3 diugosci od korca 3’) prowadzito do
catkowitej utraty aktywnosci (72). Modyfikacja nici sensowej jednostkami DNA
w poblizu konca 3' nie zaburza aktywnosci siRNA, jednoczesnie zabezpiecza przed
indukowaniem efektéw ubocznych. Eksperymenty Ui-Tei wskazuja na oddziatywa-
nia modyfikowanego siRNA z biatkami TRBP, PACT i Ago2. Biatka rozpoznajgce kon-
ce dupleksu (TRBP i PACT) nie sg zdolne do wigzania sie z dwuniciowym DNA, biatko
Ago2 rozpoznaje i wigze sie z rejonem seed z modyfikacjg DNA, natomiast nie jest
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zdolne do hydrolizy docelowego mRNA gdy ni¢ aktywna jest modyfikowana jednost-
kami DNA w poblizu miejsca hydrolizy.

Druga z najbardziej popularnych i dobrze tolerowanych w siRNA modyfikacji to
2’-0-Me. Obecnos¢ jednostek 2’-0-Me powoduje wzrost sity wigzania nici RNA, pod-
wyzsza stabilno$¢ nukleolitycza RNA. Przy ograniczonej liczbie modyfikacji (<8) ob-
serwuje sie podwyzszenie efektywnosci duplekséw w poréwnaniu do czgsteczek
niemodyfikowanych. Jednak wprowadzenie wigkszej liczby modyfikowanych jedno-
stek powoduje znaczne obnizenie az do catkowitej utraty aktywnosci siRNA gdy
modyfikacjg sg objete catkowicie obie nici dupleksu (59,70,74,75). Opisane sg jed-
nak pewne wyjatki, gdy modyfikacja nici sensowej nie doprowadzita do inhibicji ak-
tywnosci siRNA (76,77). Pozycyjnie specyficzna 2’-0-metylacja (w pozycji 2 AS) pro-
wadzi do redukcji niespecyficznego wyciszania ekspresji genéw innych niz docelo-
wy (19). Robbins i wsp. wnioskowali, ze 2’-0-Me-RNA dziala jako potencjalny anta-
gonista immunostymulujacego RNA w aktywacji TLR7, ktéry jest w stanie zahamo-
wacé produkcje prozapalnych cytokin (INFa i IL-6) (78).

Bramsen i wsp. (53) opisali przeglad 21 modyfikacji chemicznych, ws$réd nich
rowniez modyfikacje pozycji 2’-pierscienia rybozy: 2’-fluoro-, (2'F); 2'-0-Me; DNA,
2’-0-aminoetoksymetylo-, (2’-0-AEM); 2’-0-aminopropoksymetylo-, (2’-0-APM);
2’-0-aminoetylo-, (2'-0-EA); 2’-0-aminopropylo-, (2'-0-AP); 2'-0-(2-cyjano)etylo-,
(2'-0-CE); 2’-guanidynoetylo-, (2’-GE); 2'-0-metoksyetylo-, (2’-0-MOE); 2’-0-2,4-dini-
trofenylo-, (2’-0-DNP); UNA; LNA z pochodnymi, itd. Autorzy zidentyfikowali az 134
dupleksy (na 2160 badanych), ktére charakteryzowaly sie wyzszg aktywnoscig niz
siRNA niemodyflkowane. Wiekszos¢ z aktywnych duplekséw byta modyfikowana tyl-
ko w niewielkim stopniu; modyfikacja catych nici siRNA czesto powodowata obnize-
nie lub zablokowanie aktywnosci RNAi. Modyfikacje nici sensowej byly generalnie
akceptowane, natomiast ni¢ antysensowa wykazywata ograniczong i pozycyjno-za-
lezng tolerancje na modyfikacje. Podwyzszenie aktywnosci uzyskiwano przede
wszystkim przez modulowanie termodynamicznej asymetrii koncéw dupleksu
i uprzywilejowang inkorporacje nici antysensowej do RISC. Zmiany sity wigzania nici
na obu koncach dupleksu powinny by¢ wprowadzone raczej przez destabilizacje
konca 3' nici sensowej niz przez stabilizacje konca 5' tej nici. Ni¢ antysensowa nie
powinna zawiera¢ silnie stabilizujgcych/destabilizujgcych duzych, w sensie zawady
przestrzennej, modyfikaciji.

Ciekawe wilasciwosci przedstawia modyfikacja grupa 2,4-dinitrofenylowa
(2’-0-DNP). Cho¢ jest to duza grupa to jednak siRNA z 70% podstawieniem na C2
w obu niciach przedstawialy lepsze wlasciwosci wyciszajgce, wyzsza site wigzania
nici i wyzsza stabilnos¢ wobec nukleaz (79,80). Ponadto dupleksy wnikaty do komo-
rek bez udzialu czynnikéw transfekcyjnych i wykazywaly niskg cytotoksycznosgé.

Funkcjonalne siRNA moga posiada¢ réwniez atom fluoru w pozycji 2' pierscienia
cukrowego, jedng z najlepiej poznanych, wszechstronng modyfikacjg jest 2’-F-RNA
(kwas 2’-deoksy-2’-fluoro-rybonukleinowy). Elektroujemne grupy w pozycji 2' piers-
cienia cukrowego silnie stabilizujg konformacje C3'-endo, a tym samym strukture
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typu A dupleksu RNA (81). Grupa 2’F-jest dobrze tolerowana w siRNA zaréwno w ni-
ci sensowej, jak i antysensowej (70,74,82). Nawet petne podstawienie nukleozydéw
w obu niciach nie znosi aktywno$ci siRNA (83). Dupleksy wykazujg sie réwniez
znaczna stabilnoscig nukleolityczng oraz silnym powinowactwem do komplemen-
tarnej nici (84,85). Zmiana potozenia atomu fluoru do pozycji ara prowadzi do po-
chodnej 2’-F-ANA (kwas 2’-deoksy-2’-fluoro-arabinonukleinowy). Modyfikacja zosta-
ta pierwotnie zaprojektowana, aby nasladowa¢ DNA, dlatego zaskakujgcym byt fakt
bardzo dobrej tolerancji takich jednostek w siRNA. Modyfikacja jest akceptowana
W nici sensowej, nawet w petni podstawionej, jak réwniez w nici antysensowej, cze-
Sciowo podstawionej (86,87). Podobnie jak 2'-F-RNA, 2'-F-ANA powoduje wzrost sity
wigzania pomiedzy komplementarnymi ni¢mi siRNA, jak rowniez podwyzszenie sta-
bilnosci na degradacje nukleolityczng oraz na Srodowisko kwasnie (88). Sierant
i wsp. opisali zastosowanie innej pochodnej fluorowej RNA, gemcytabiny, (2’,2’-di-
fluoro-2’-deoksycytydyny) wprowadzonej do nici antysensowej dupleksu siRNA (89).
Pojedyncze podstawienie cytydyny przez gemcytabine, w pozycjach 1,2,4,5,8 lub 10
nie miato wptywu na wiasciwosci fizykochemiczne duplekséw, natomiast wyraznie
zmieniata sie aktywnosc¢ dupleksow w zaleznosci od miejsca potozenia modyfikowa-
nej jednostki.

Modyfikacja 4'S-RNA, gdzie atom tlenu w pozycji 4' pierscienia rybozy jest za-
stapiony atomem siarki, jest dobrze tolerowana w poblizu koncéw siRNA (90,91).
Whbudowanie modyfikacji do nici antysensowej, szczegdlnie w centrum, czy na kon-
cu 5’, powoduje znaczne obnizenie aktywnosci. Modyfikacja 4'S moze by¢ bezpiecz-
nie wprowadzona do nici sensowej (nawet po cztery modyfikacje na koncu 3' i 5
nici sensowej) i na koncu 3' nici antysensowej (91). Kombinacja modyfikacji 4'S-RNA
i 2'-0-Me, 2’-0-MOE Iub 4’'S-2'-F-ANA jest mozliwa na koncach obu nici (87,90).

UNA, acykliczny kwas nukleinowy (ang. Unlocked Nucleic Acid), stanowi nowg kla-
se modyfikacji pierscienia cukrowego, w ktérym usunieto wigzanie pomiedzy ato-
mami wegla C2' i C3'(2’,3' seco nukleozydy). Zmiana struktury cukru powoduje
wzrost elastycznosci czgsteczki, co z kolei powoduje obnizenie stabilnosci duplek-
su siRNA. Modyfikacja UNA wptywa na aktywno$¢ siRNA w sposéb pozycyjno-zalez-
ny. Wiaczenie UNA w pozycje 3, 6, 12 i 18 nici antysensowej nie zmienia aktywno$ci
siRNA. Modyfikacja w pozycjach 1-3, 9-12 oraz w 14 i 16 obniza efektywnos¢ wyci-
szajaca dupleksu (92). Szczegodlnie wrazliwa jest pozycja | w nici antysensowej.
Wprowadzenie w to miejsce UNA powoduje, ze kinaza Clpl nie jest w stanie ufosfo-
rylowaé konca 5°. Chemiczna fosforylacja korica 5' nici antysensowej znosi ten pro-
blem. Dupleksy RNA zawierajagce modyfikacje UNA charakteryzujg sie bardzo zni-
koma cytotoksycznosciag (92).

LNA, cykliczny kwas nukleinowy (ang. Locked Nucleic Aacid), 2’-0,4’-C-metyleno-
-bicyklonukleozydy, zawierajg mostek metylenowy pomiedzy atomem tlenu w pozy-
cji C2' i atomem wegla w pozycji C4' pierscienia rybozy. Mostek ten wymusza kon-
formacje pierscienia cukrowego C3'-endo. Na podstawie badan NMR wskazuje sie, ze
oligonukleotydy zawierajgce modyfikacje LNA przyjmujg strukture helisy typu A, cha-
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rakterystyczng dla RNA (93,94). Oligonukleotydy z modyfikacjg LNA charakteryzujg
sie bardzo silnym powinowactwem do komplementarnej nici DNA lub RNA, co prze-
jawia sie wzrostem temperatury topnienia o 2-8°C /modyfikacje w poréwnaniu do
oligonukleotydéw niemodyfikowanych. Wykazuje sie réwniez bardzo wysokg odpor-
no$¢ na degradacje w systemach biologicznych (95,96). Braasch i wsp. jako pierwsi
wprowadzili modyfikacje LNA do duplekséw siRNA i zaobserwowali wzrost stabilno-
éci duplekséw i brak wptywu modyfikacji na aktywnos$¢ wyciszajaca (74). Racjonalne
umiejscowienie modyfikacji LNA prowadzi do uzyskania funkcjonalnie aktywnych du-
plekséw. Najczesciej modyfikowane sg konce nici sensowej oraz koniec 3' nici anty-
sensowej (97,98). Tolerowana jest réwniez minimalna modyfikacja w nici antysenso-
wej w obrebie struktury dwuniciowej (74,99). Bramsen i wsp. zaproponowali trojni-
ciowy SiRNA (sisiRNA), w ktdrym ni¢ sensowa jest podzielona na dwie czesci (66).
W sisiRNA tylko ni¢ antysensowa jest funkcjonalna. Modyfikacja LNA wprowadzona
do nici sensowej pozwala na stabilizacje catego uktadu. Modyfikacja LNA jest przy-
ktadem wiekszej rodziny analogéw nukleozydowych, tzw. bicyklicznych kwaséw nu-
kleinowych, BNA. Inng modyfikacjg z tej rodziny jest ENA (ang. Ethylene-Bridge Nucleic
Acid) testowany na koncach 3' siRNA ostabiat dziatanie inhibitorowe dupleksow (100).
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Rys. 4. Wybrane przyktady modyfikacji chemicznych wigzania internukleotydowego.
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Ittig i wsp. badali aktywnos¢ biologiczng duplekséw siRNA niosgcych modyfikacje tri-
cyklo-DNA (tc-DNA) w réznych pozycjach nici sensowej i antysensowej (73). Obec-
nos¢ jednostek tc-DNA podnosi stabilnosé termodynamiczng dupleksu (Tm wzrasta
0 2-4°C/modyfikacje), wzrasta réwniez odpornosc siRNA na trawienie nukleolityczne.
Badania CD i modelowanie molekularne wskazujg na silng preferencje takich siRNA
do tworzenia duplekséw o strukturze typu A. Wprowadzenie jednostek tc-DNA na
konce 3 obu nici, jak réwniez w innych miejscach w nici sensowej nie obnizato ak-
tywnosci dupleksu. Modyfikacja w nici antysensowej znosita aktywnos$¢ siRNA. Zaobser-
wowano jednak, ze wprowadzenie tc-DNA w centralnej czesci nici sensowej, jak i ni-
ci antysensowej (pozycja 10) czterokrotnie podwyzszato aktywnos¢ siRNA w porow-
naniu do duplekséw niemodyfikowanych.

4.2. Modyfikacja wigzania internukleotydowego

Najprostszym podejsciem majgcym na celu podniesienie stabilnosci nukleoli-
tycznej oligonukleotydow jest modyfikacja wigzania internukleotydowego w tancu-
chu DNA lub RNA. Modyfikacja zwykle polega na zastgpieniu niemostkowego atomu
tlenu przez atom siarki (tiofosforany, PS), grupe borowodorowag BH3 (boranofosfora-
ny, BP), aminowg (amidofosforany) lub metylowag (metylofosforany), itd.

Tiofosforany (PS), jedna z najbardziej popularnych modyfikacji w strategii anty-
sensowej, moze by¢ réwniez wykorzystywana w interferencji RNA (70,74,75,101).
Modyfikacja wigzania fosforanowego poprzez zamiane niemostkowego atomu tlenu
na atom siarki w znacznym stopniu podnosi stabilno$¢ oligonukleotydu i zabezpie-
cza przed szybka degradacjg nukleolityczna (102,103). Rowniez dupleksy RNA
z wiazaniami tiofosforanowymi sa mniej wrazliwe na degradacje, znacznie wydtuza
sie ich okres pottrwania w osoczu (70,104). Obecnos¢ siarki w wigzaniu internukle-
otydowym wplywa jednak na niespecyficzne wigzanie sie z biatkami komérkowymi,
to oddziatywanie uwaza sie za gtébwng przyczyne réznorodnych efektéw niepozada-
nych (105). Doniesienia na temat aktywnosci tiofosforanowych siRNA sg dos¢ roz-
biezne, aktywnos¢ duplekséw zalezy od ilosci modyfikacji i miejsca ich wprowadze-
nia (106). Wedtug doswiadczen Chiu i Rana modyfikacja wszystkich wigzan internu-
kleotydowych w nici sensowej lub/i antysensowej obniza o 40-60% aktywnos$¢ siRNA
(70). Braasch i wsp. nie obserwowali znacznych spadkéw aktywnosci siRNA z mody-
fikacjami tiofosforanowymi wprowadzonymi na konicach 5' i 3' obu nici dupleksu,
nawet przy wzroscie ilosci modyfikacji do siedmiu na kazdym z koncoéw. Znaczny
spadek aktywnosci (—20%) zostatl odnotowany dopiero, wOwczas gdy wszystkie
wigzania internukleotydowe w obu niciach dupleksu zostaty zmodyfikowane (74).
Harborth i wsp badali efekt obecnosci wigzan tiofosforanowych wprowadzonych
w réznym stopniu do obu nici siRNA (konce dupleksu, co drugie wigzanie w jednej
lub obu niciach dupleksu) i zanotowali jedynie kilkuprocentowy spadek aktywnosci
(3-5%) (82). Pewne obserwacje moga jednak wskazywac, ze wigzania tiofosforanowe
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nie sa akceptowane w centralnej czesci dupleksu, szczegélnie w nici sensowej
W miejscu jej przeciecia podczas selekcji nici aktywnej do kompleksu RISC (107).
Obserwowano réwniez pewng cytotoksycznosé, wywotang siRNA z duzg iloscig wig-
zan tiofosforanowych (101). Na koniec warto roéwniez wspomnie¢ o doswiadcze-
niach Georga Sczakiela i wsp. dotyczacych spontanicznego transportu siRNA do ko-
moérek bez udzialu jakiegokotwiek czynnika transfekcyjnego (tzw. nagich SiRNA,
ang. naked siRNA), transportu stymutowanego jedynie obecnoscig otigonukleotydéw
tiofosforanowych (108). jednoniciowe oligodeoksyrybonukleotydy tiofosforanowe
promujg wewnatrzkomaérkowa akumulacje siRNA w réznych typach komorek. Szcze-
gotowy mechanizm tego procesu nie zostat jeszcze rozpoznany. Prawdopodobnie
tiofosforanowe oligonukleotydy DNA wigzg sie z hipotetycznym receptorem na po-
wierzchni komorki prowadzac do jego aktywacji. Zachodzi wéwczas przeniesienie
siRNA (w strukturach zwanych kaweolami) do tzw. przestrzeni okotojgdrowej, a na-
stepnie uwolnienie ich do cytoplazmy (109). Oligonukleotydy tiofosforanowe sty-
mulujace ten proces nie wchodza do wnetrza komorki.

Ditiofosforany (PS2) to modyfikowane kwasy nukleinowe, w ktérych obydwa
niemostkowe atomy tlenu wigzania fosforanowego sg wymienione na atomy siarki.
Tak modyfikowane jednostki PS2 nadaja oligonukleotydom unikatowe wlasciwosci:
wysokg odporno$¢ na nukteazy, achiratno$¢ na atomie fosforu, dobre wiasciwosci
farmakokinetyczne. Oligonukleotydy RNA zawierajgce wigzania PS2 zostaly ostatnio
zsyntetyzowane w taboratorium Xianbin Yanga (110). Wykazano, ze czgsteczki siRNA
zawierajgce wigzania PS2 sg rozpoznawane przez biatka uczestniczace w RNAI i ak-
tywnie uczestnicza w wyciszaniu ekspresji docetowych genéw. W zateznosci od
miejsca wprowadzenia modyfikacji aktywnos$¢ duptekséw zmienia sig, jest jednak
czesto porownywalna lub wyzsza niz dla niemodyfikowanych czasteczek (111).
Z powodu podwyzszonej hydrofobowosci modyfikowanej czgsteczki, spowodowa-
nej obecnoscig dwoéch atoméw siarki, mozliwy jest tatwiejszy transport dokomaorko-
wy, modyfikowane siRNA sg rowniez bardziej odporne na trawienie nukileazami.

Boranofosforany (BP), sg unikatowg i wartg zainteresowania klasg modyfikowa-
nych analogéw otigonukleotydéw, po raz pierwszy opisang przez Barbare Ramsay
Shaw i wsp. w 1990 r. (112). Modyfikacja BP jest dobrze tolerowana w siRNA, moze
znajdowaé sie w réznych miejscach, zarbwno w nici sensowej jak i antysensowe;j.
Dupleksy wykazuja wysoka aktywnos¢ wyciszania docelowego genu, réwng lub wyz-
sza w poréwnaniu do niemodyfikowanych czasteczek lub z modyfikacjg tiofosfora-
nowg (113). Jedynym wyjatkiem jest centralna czes¢ nici antysensowej. jezeli mody-
fikacja BP zostanie wprowadzona do trzech centralnie potozonych wigzan internu-
kleotydowych aktywnos¢ siRNA znacznie sie obniza. Oligonukleotyd z wigzaniami
boranofosforanowymi jest ok. 300x bardziej odporny na degradacje nukleolityczng
niz oligonukleotyd z wigzaniami niemodyfikowanymi. Dupleksy siRNA nawet z duzg
zawartoscig wigzan BP (76%) nie wykazujg cytotoksycznosci w stosunku do komoé-
rek, w przeciwienstwie do tiofosforanéw, gdzie cytotoksycznos¢ pojawiata sie przy
55% zawartosci tej modyfikacji (75,101). Dystrybucja tadunku ujemnego w borano-
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fosforanach jest inna niz w fosforanach czy tiofosforanach, stad wynikaja zmiany
w polarnosci i hydrofobowosci czasteczki RNA, zmienione wtasciwosci hydratacyj-
ne, inne oddziatywanie z jonami metali i biatkami (114,115). Przyczyny wzrostu
efektywnosci boranofosforanowych siRNA upatruje sie w wyzszej stabilnosci nukle-
olitycznej, wydluzonym czasie poitrwania i wynikajacej z tego konsekwencji, ze
efekt wyciszenia uzyskuje sie przy duzo nizszym stezeniu siRNA.

Peptydowe kwasy nukleinowe (PNA) sg analogami oligonukieotydéw DNA lub
RNA, gdzie szkielet fosforanowo-cukrowy zostat zastgpiony poliamidem, w ktérym
poszczegoblne podjednostki sg potaczone ze soba wigzaniami peptydowymi. Podsta-
wowag rdznicg pomiedzy PNA i kwasami nukleinowymi jest brak tadunku ujemnego
w szkielecie czasteczki (normalnie wynikajacego z obecnosci wigzania fosfodiestro-
wego). PNA wykazuje zdolnos¢ do tworzenia stabilnych struktur dwuniciowych,
opartych na parowaniu zasad nukleinowych, moze wigza¢ sie z druga czasteczka
PNA lub tworzy¢ heterodupleksy PNA:DNA lub PNA:RNA. Znane sg rowniez czgstecz-
ki chimeryczne tworzone przez liniowe potgczenie kwasu nukleinowego do N lub C
korica PNA. W przeciwieristwie do chimerycznych struktur DNA-PNA nie ma wielu
przyktadéw zastosowania chimer RNA-PNA, w szczegdllnosci w procesie RNAI. Po-
tenza i wsp. proébowali polaczy¢ zalety dwdch technologii: PNA i RNAI proponujgc
chimeryczne czasteczki siRNA, w ktérych dwie niesparowane tymidyny na koncu 3'
jednej lub obu nici zastgpiono dimerem PNA, tt(Gly) (116). Autorzy udowodnili, ze
zaproponowana modyfikacja jest kompatybilna z mechanizmem RNAi. Modyfikacja
wprowadzona na koniec 3' nici sensowej spowodowata niewielki wzrost aktywnosci
w stosunku do docelowego genu. Wprowadzenie modyfikacji do obu nici siRNA
spowodowato znaczny wzrost stabilnosci dupleksu wobec nukleaz. Wszystkie wa-
rianty siRNA, w tym réwniez czgsteczki niemodyfikowane mialy te same wtasciwosci
termodynamiczne i strukture typu A, charakterystyczng dla dsRNA. Oznacza to, ze
PNA wprowadzony na konce 3' siRNA (zamiast typowych niesparowanych dwoch
reszt tymidyny) nie destabilizuje dupleksu i nie zakiéca jego struktury.

Morfolinowe pochodne kwasoéw nukleinowych zostaly wprowadzone juz pod
koniec lat osiemdziesigtych XX w. (117,118). Sa to zwigzki, w ktorych pieciocztono-
wy pierécien rybozy zostat zastapiony szesciocztonowym pierscieniem morfolino-
wym. Dodatkowo, ujemnie natadowane wigzanie fosfodiestrowe, wystepujgce w na-
turalnych kwasach nukleinowych, zastgpione zostato niejonowym wigzaniem ami-
dofosforanowym. Konsekwencjg zmian strukturalnych sg pewne korzystne cechy,
jakimi charakteryzujg sie te zwigzki: 1) sg catkowicie stabilne w systemach biolo-
gicznych, 2) wykazuja wysokie powinowactwo do komplementarnych RNA, duzo
wyzsze niz oligonukleotydy niemodyfikowane, 3) sg doskonale rozpuszczalne
w roztworach wodnych w przeciwienstwie do innych zwigzkéw niejonowych, 4) ze
wzgledu na swojg nature nie oddziatujg z biatkami, z czym wigze sie brak efektow
ubocznych, 5) brak fadunku umozliwia wydajny transport dokomdérkowy poprzez
mechanizm nietoksycznej endocytozy (119). Zhang i wsp. przeprowadzili synteze
siRNA zawierajacych morfolinowe pochodne urydyny i zbadali ich wkasciwosci (120).
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Rys. 5. Wybrane przyktady modyfikacji chemicznych zasad heterocyklicznych.

Uzyte symbole oznaczajg kolejno: 5-BrU: 5-bromourydyna; 5-1U: 5-jodourydyna; 2,6-DAP: 2,6-diami-
nopuryna; pU: 5-propynylotirydyna; ""U: 5-metylourydyna; "'C: 5-metylocytydyna; s"U: 2-tiourydyna; D: di-
hydrourydyna; Y: pseudourydyna; rF: 2,4-difluorotolueno rybonukleozyd.

Modyfikacje byty wprowadzone w réznych pozycjach nici sensowej i antysensowej
dupleksu. Wiekszos¢ duplekséw wykazywata aktywnos¢ poréwnywalng z siRNA nie-
modyfikowanym, z wyjatkiem tych, ktére mialy modyfikacje w nici antysensowej
w pozycjach 1,7 i 10. Te dupleksy byly catkowicie nieaktywne. Najbardziej efektyw-
ne i stabilne w osoczu okazaty sie czgsteczki siRNA z jednostkami morfolinowymi
wprowadzonymi na koncach 3' obu nici.

4.3. Modyfikacja zasad heterocyklicznych

Niewiele jest przyktadéw wprowadzania modyfikacji chemicznych w zasadach he-
terocyklicznych, niektdre z nich przedstawione sg na rysunku 5. W jednym z pierw-
szych przyktadéw zastosowania modyfikowanych nukleozasad Parrish i wsp. zbadali
wplyw podstawienia 4-tio- (4-SU), 5-bromo- (5-BrU), 5-jodo- (5-1U) i 5-(3-aniinoalli-
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lo)-urydyny w miejsce urydyny oraz inozyny w miejsce guanozyny w nici sersowej
lub antysensowej siRNA skierowanego na geny unc-22A i unc-54A (71). ZaobserA™owa-
no pewne réznice w stopniu wyciszenia docelowych gendéw w zaleznosci od r)dzaju
modyfikacji i miejsca jej wprowadzenia. Wprowadzenie 4-tio-urydyny, 5-brono-ury-
dyny i inozyny nie zmienialo aktywnos$ci siRNA bez wzgledu na to, ktéra ni¢ cuplek-
su byta modyfikowana, jednostki 5-jodo-urydyny czy 5-(3-aminoallilo)-urydynywpro-
wadzone do nici antysensowej powaznie obnizaty aktywno$¢ siRNA, modyfikacja nici
sensowej nie powodowata zmian w aktywnosci RNAi. Chiu i Rana opisali elspery-
ment, w ktérym zastosowali dupleksy RNA zawierajgce 5-bromo-urydyne, 5-joco-ury-
dyne, N-3-metylo-urydyne w miejscu urydyny i 2,6-diaminopuryne (2,6-DAP) v' miej-
sce adeniny (70). Dupleksy siRNA skierowane byty na gen biatka zielonej fluoiescen-
cji (GFP, ang. Green Fluorescent Protein). Oceny aktywnosci dokonano stosuja; tzw.
test podwojnej fluorescencji (DFA, ang. Dual Fluorescence Assay). Wszystkie molyfika-
cje stabilizujgce strukture dupleksu (5-BrU, 5-lU, 2,6-DAP), czy destabilizujgce jak
N-3-metylo-urydyna, powodowaly obnizenie aktywnosci siRNA w kierunku irhibicji
ekspresji docelowego genu. W kolejnych badaniach Sipa i wsp. ocenili stabilncs¢ ter-
modynamiczng oraz aktywnos¢ siRNA z trzema naturalnie wystepujgcymi rzidkimi
nukleozydami: 2-tio-urydyng (s"U), pseudourydyng (4") i dihydrourydyng (D) (51). Za-
demonstrowano mozliwo$¢ modulacji wiasciwosci siRNA, a przede wszystkin zdol-
nosci dupleksu do wyciszania docelowego genu, w zaleznosci od miejsca wprowa-
dzenia modyfikacji. 2-tio-urydyna i pseudourydyng przyjmujg konformacje CY-endo
rybozy i tym samym stabilizujg dupleks RNA (121-123). Dihydrourydyng destabilizuje
strukture RNA przyjmujac konformacje pierscienia cukrowego typu C2-endo ktéra
jest charakterystyczna dla struktury typu B DNA (124). Dodatkowo pierscien nasady
w dihydrourydynie ma charakter niearomatyczny, co wyklucza oddziatywana war-
stwowe (ang. stacking) z sgsiednimi zasadami w tanicuchu RNA (122,125). Umitszcze-
nie nukleozydow stabilizujacych strukture RNA (s*U, 4*) na koncu 5' nici seisowej
lub konhcu 3' nici antysensowej (np. w pozycji 19) oraz nukleozydu destabilizugcego
(D) na koricu 3' nici sensowej (pozycja 19) wplywa w znaczacym stopniu na zweksze-
nie termodynamicznej asymetrii dupleksu siRNA, a tym samym wymusza uczestnic-
two nici antysensowej jako nici aktywnej w mechanizmie RNAi. Wprowadzene mo-
dyfikowanych nukleozydéw (s"U, 4%) do centralnej domeny nici antysensowej (pozy-
cja 10) dato wynik zalezny od charakteru/typu modyfikacji. Wprowadzenie s"L w po-
zycji 10 nici antysensowej nie zmienito aktywnosci wyciszajacej dupleksu, natimiast
wprowadzenie w te pozycje jednostki 4" znacznie obnizyto aktywnos¢ badanegosiRNA.
Destabilizacja struktury RNA w miejscu hydrolizy docelowego mRNA poprzezwpro-
wadzenie wigzania typu wahadtowego (ang. wobble) powoduje znaczgce obiizenie
aktywnosci dupleksu. Sasiadujaca z wigzaniem wobble 2-tio-urydyna przywraca siRNA
zdolnos¢ do wyciszenia docelowego genu. Informacja ta moze by¢ wskazovka do
projektowania sekwencji siRNA skierowanych na geny z mutacjami punktowyni.
Kool i wsp. badali wptyw podstawienia grupy metylowej i propynylowej la we-
glu C-5 w zasadach pirymidynowych (5-metylo-U, 5-metylo-C, 5-propynylo-U,5-pro-
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pynylo-C) na stabilos¢ i aktywnos$¢ dupleksOw siRNA (126). Celem tych badan byta
réwniez odpowiedz na pytanie, w jaki spos6b wprowadzenie zawady przestrzennej,
jaka stwarzaja te podstawniki (grupa propynylowa —53 A”, grupa metylowa —23 A%),
zaburza oddzialywanie pomiedzy nicig aktywng a docelowym mRNA w kompleksie
biatkowym RISC. Udowodniono, ze podstawienie grupy metylowej czy propynylo-
wej na C-5 podnosi stabilnos¢ termiczng (wzrost Tm od kilku do kilkunastu stopni
C, w zaleznosci od ilosci i rodzaju modyfikacji) oraz stabilno$¢ duplekséw RNA wo-
bec nukleaz. Badanie stopnia zahamowania ekspresji genu docelowego (gen lucyfe-
razy w komérkach Hela) wykazato, ze wprowadzenie duzej grupy propynylowej
znacznie obniza aktywnos¢ RNAi pomimo stabilizacji struktury RNA. Efekt obnizenia
aktywnosci siRNA byt wiekszy, gdy modyfikacje obejmowaly nukleozydy znajdujace
sie w nici antysensowej, w pozycjach 1-7. Podstawienie zasad pirymidynowych na
C-5 mniejszg grupa metylowg nie wywotywato efektu obnizenia aktywnosci siRNA.
Wyniki te wskazujg jednoznacznie na Scisty zwigzek pomiedzy wielkoscig podstaw-
nika (zawadg przestrzenna), znajdujacego sie w duzym rowku w strukturze duplek-
su siRNA/mMRNA a zaburzeniem oddziatywania z komponentami biatkowymi kom-
pleksu RISC i wynikajacym z tego zahamowaniem wyciszenia RNAI.

Badano réwniez pewne atypowe nukleozydy, ktére zamiast zasady heterocy-
klicznej zawieraly podstawnik difluorotoluenowy, 2,4-difluorotoluenowy czy
2,4-dichlorobenzenowy (127,128). Difluorotoluen jest podobny strukturalnie do ty-
miny, ale nie moze tworzy¢ klasycznych wigzan wodorowych. Mozliwe jest pojedyn-
cze zastgpienie urydyny przez tak podstawiony nukleozyd bez zmiany aktywnosci
dupleksu siRNA (127). Niepolarne nukleozasady (2,4-difluorotoluen, 2,4-dichloro-
benzen) sg réwniez tolerowane w pewnych pozycjach (ni¢ antysensowa pozycja: 1,
3, 4, 7, 19) siRNA (128). Destabilizacja struktury dupleksu w miejscu podstawienia
urydyny przez nukleozyd z resztg 2,4-difluorotoluenowa byta mniejsza niz w przy-
padku innych mutacji, obserwowano réwniez podwyzszong stabilnos¢ dupleksu
W 0SOCZU.

Wprowadzenie modyfikacji chemicznych do zasad heterocyklicznych ('f, 5-mety-
lo-C, N"-metylo-A) moze zapobiec lub zredukowaé efekty immunostymulacji wy-
wotane przez dupleksy RNA, np. aktywacje receptoréw rozpoznajacych dwuniciowy
czy jednoniciowy RNA (TLR3, TLR7 i TLR8) (129).

4.4. Modyfikacje chemiczne konicéw siRNA, koniugaty

Aby ni¢ antysensowa dupleksu siRNA mogla wejs¢ na szlak interferencji RNA
musi by¢ ufosforylowana na 5’-koncti (13). Wszystkie modyfikacje chemiczne, ktore
nie zaburzajg oddziatywania konca 5' nici antysensowej ze specyficzng kinazg (np.
hClpl w komérkach ludzkich) sa dozwolone. Fosforylacja grupy OH znajdujacej sie
na koncu 5' nici sensowej nie jest wymagana dla aktywnosci dupleksu. Wprowadze-
nie grupy 2’-0-Me do 5’-koricowego nukleotydu w nici sensowej zabezpiecza jej ko-
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nie¢ 5' przed fosforylacja, a tym samym wymusza inkorporacje nici antysensowej do
kompleksu RISC (130).

Korice dupleksu sg rowniez miejscem, gdzie mozliwe jest przytgczenie réznych
grup funkcyjnych, majacych réznorakie zadania: np. zwigekszenie stabilnosci duplek-
su, np. przytaczenie reszty 2’-deoksyrybozy poprzez wigzanie 5-5' (ang. Inverted De-
oxyAbasic Residue) (131), umozliwianie wizualizacji duplekséw w komérkach (fluoro-
fory, biotyna) (69,82), wspomagajgce transport dokomorkowy, w tym réwniez trans-
port ukierunkowany na dany typ komorek (zwigzki lipidowe, cholesterol, diugie
rozgatezione tancuchy alkilowe, peptydy, aptamery) (132-135). Najbezpieczniejszym
miejscem dla przytaczenia wymienionych grup sa korice 5' i 3' nici sensowej. Teore-
tycznie, réwniez koniec 3' nici antysensowej moze stuzy¢ do przylaczenia koniuga-
téw, chociaz wprowadzenie czasteczek chemicznych w tym rejonie moze zaburzac
rozpoznanie 3'-terminalnych niesparowanych nukleotydéw nici aktywnej przez do-
mene PAZ biatka Ago2, a tym samym zahamowaé caly proces RNAi (136). jeszcze
bardziej restrykcyjnie jest traktowany koniec 5' nici antysensowej, ktory oddziatuje
z domeng PIWI biatka Ago (137).

Wiekszos$¢ koniugatow jest przylgczana do siRNA przez hydrolizowalne tgczniki,
wsréd nich kwasowo-labilne lub ulegajgce redukcji wiazania disiarczkowe pomiedzy
RNA i przytagczang grupg, w celu tatwego uwolnienia nietknietych siRNA we wnetrzu
komorki.

Przylaczenie zwigzkow lipidowych do siRNA wspomaga transport dokomoérkowy
poprzez zwiekszenie przepuszczalnosci btony komérkowej dla kwasu nukleinowe-
go lub poprzez endocytoze receptorowo-zalezng. Znane sg pozytywne przykiady
zastosowania koniugatéw siRNA z cholesterolem (chol-siRNA) przytgczonym na kon-
cu 5' (138) lub koncu 3" nici sensowej (139). Transport chol-siRNA do komorek odby-
wat sie bez udziatu innych czynnikéw transfekcyjnych, przy czym zaobserwowano
znaczne wyciszenie ekspresji docelowego genu. W przeprowadzonych eksperymen-
tach in vivo wykazano, ze podany do zyly ogonowej gryzoni chol-siRNA lokalizowat
sie gtéwnie w watrobie i w jelicie cienkim. Podobnie, jak we wczesniejszych ekspe-
rymentach in vitro obserwowano inhibicje ekspresji docelowego genu.

Peptydy CPP (ang. Celi Penetrating Peptides), o diugosci 10-30 aminokwasow,
szczegOlnie zasadowych, majg zdolnos¢ ,przenoszenia” hydrofilowych makromole-
kut, jak peptydy czy kwasy nukleinowe, przez btong komérkowa. W literaturze
zwigzanej tematycznie z transportem siRNA jest wiele przyktadow sekwenciji takich
peptydéw, m in. TAT (ang. Trans Activator Protein from HIV-I) skoniugowany z kon-
cem 3 nici antysensowej (140-142). TAT znaczgco polepszat transport siRNA do ko-
morek, co przejawialo sie obnizeniem poziomu docelowego biatka.

Polietylenoglikol (PEG) skoniugowany z siRNA jest czesto skompleksowany z ka-
tionowymi polimerami lub peptydami jako czynnikami kondensujacymi w celu
utworzenia koloidalnych nanoczasteczek, zwanych PEC-micelami (ang. Polyelectroly-
te Complex Micelles) (143,144). Koniugaty PEG-siRNA wykazywaly znacznie wyzszg
stabilno$¢ niz tzw. nagie siRNA w 50% osoczu (145).
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Ukierunkowany transport dokomorkowy jest bardzo atrakcyjng mozliwoscig
wprowadzania siRNA, szczegélnie w aspekcie przysziych terapii. Ten sposéb wpro-
wadzania siRNA do organizmu zmniejsza niebezpieczenstwo powiktan i obniza
znacznie dawke teku. Przylgczenie specyficznych ligandéw: aptameréw, przeciw-
cial, peptydow, czasteczek cukrow, witamin i hormonéw) do siRNA prowadzi do
specyficznego rozpoznania, oddziatywania pomiedzy ligandem a jego receptorem
na powierzchni komoérki (146-148). Przyktadem zastosowania tej technologii jest
skoniugowanie siRNA z aptamerem skierowanym na receptor specyficzny dla komé-
rek nowotworu prostaty (PSMA, ang. Prostate-Specific Membrane Antigen) (149).

5. Perspektywy

Pomimo ze interferencja RNA jest wcigz jeszcze nowatorska technikg modulacji
ekspresji gendw, to istnieje lista chordb, wobec ktérych dupleksy siRNA sa testowa-
ne jako potencjalne leki w réznych fazach badan klinicznych (150). Sukces, jakim be-
dzie wprowadzenie siRNA do lecznictwa, nie bedzie osiagniety bez polepszenia
wihasciwosci dupleksow RNA, podwyzszenia bezpieczenstwa stosowania, efektyw-
nosci, specyficznosci, stabilnosci, redukcji efektéw ubocznych i niezawodnosci sys-
temu ukierunkowanego transportu czgsteczek siRNA/shRNA do okreslonych tkanek
czy nawet komoérek. Modyfikacje chemiczne w znacznym stopniu przyczyniajg sie
do pokonania tych wyzwan, jest to szybko rozwijajaca sie dziedzina badan w obsza-
rze syntetycznych siRNA. Stabilizacja lub destabilizacja oddziatywar pomiedzy obie-
ma niémi w pewnych rejonach siRNA dala mozliwos¢ modulowania termodyna-
miczna stabilnoscia i asymetria dupleksu, co z kolei pozwala selektywnie wtgczac
tylko jedng z nici (dedykowang jako ni¢ aktywng) do dalszych etapéw RNAi. Modyfi-
kacje blokujace wystapienie niespecyficznych efektow, tj. indukcji odpowiedzi im-
munologicznej (np. 2'-0-Me, 2'-F) czy niepozadanego wyciszania ekspresji genow in-
nych niz zaplanowany (np. 2’-0-Me w pozyciji 2 nici antysensowej), znacznie wzmac-
niajg specyficznos¢ dupleksow. Modyfikacje chemiczne zwiekszajgce stabilnos¢ wig-
zania internukleotydowego aktywnoscig obecnosci nukleaz powodujg wydtuzenie
efektu wyciszenia, pozwalajg na bardziej efektywny transport i biodystrybucje. Przy-
taczenie do nici siRNA czgsteczek umozliwiajgcych dostarczenie ich do okreslonych
komorek stwarza mozliwos¢ efektywnego i ukierunkowanego transportu w objete
chorobg konkretne miejsca w organizmie. Interesujgca koncepcjg jest kombinacja
kilku uzupetniajgcych sie modyfikacji w jednej czasteczce siRNA. Mozliwe jest wow-
czas tworzenie zupetnie nowych i réznych od naturalnych czasteczek, posiada-
jacych nowe wiasciwosci biologiczne. Wyzwaniem jest znalezienie uniwersalnej
strategii projektowania struktury i modyfikacji chemicznych w siRNA, ktére beda
najbardziej odpowiednie dla konkretnego zadania, jakim jest inhibicja ekspresji
okreslonego genu.
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