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INTERFERENCJA RNA
- NOWE NARZEDZIE W LECZENIU
INFEKCJI HCV

RNA INTERFERENCE (RNAI) - EXCITING NEW TECHNOLOGY
FOR THE TREATMENT OF HCV INFECTIONS

Streszczenie

RNAI to zjawisko wyciszania ekspresji genu przez dwuniciowy RNA o budowie i sekwencji zblizonej do
sekwencji DNA wylaczanego genu. Juz w 2004 roku rozpoczegto badania kliniczne z siRNA (small
interfereing RNA). Z dotychczasowych doswiadczen wynika, ze kazdy etap badan nad wynalezieniem
leku opartego na siRNA jest duzo krotszy niz w przypadku tradycyjnych preparatow. Niesie to nadzie-
j& na wytworzenie skutecznych lekéw przeciwko wielu chorobom nowotworowym, autoimmunolo-
gicznym, nurodegradacyjnym oraz wirusowym. Dzigki pozakomérkowemu systemowi stuzacemu do
hodowli i namnazania HCV w laboratoriach biotechnologicznych rozpoczgto projektowanie czasteczek
krotkiego dwuniciowego RNA (siRNA), pobudzajacych kompleks biatkowy o aktywnosci endorybo-
nukleazy (RISC — RNA induced silencing complex) do degradacji mRNA HCV niosacych informacje
z okreslonego genu. Na podstawie doswiadczen ustalono, ze optymalna dtugos$¢ siRNA wynosi 21-23
par zasad. Poszukiwanymi docelowymi miejscami terapii wykorzystujacej RNAi byty regiony genomu
HCYV jak najbardziej konserwatywne a jednocze$nie wazne w cyklu zyciowym wirusa. W latach
2005-2006 znaleziono kilka takich miejsc, np. w regionie IRES od 330 do 349 oraz od 340 do 359
pary zasad. Ponadto podjgto badania nad wptywem RNA 1 na ekspresjg cyklofiliny B (CyPB) i regio-
nu NS5B. Wirus HCV, replikujacy w cytoplazmie komorek bez integracji z genomem gospodarza,
stanowi dobry cel terapii wykorzystujacej RNAI. Jest to wirus jednoniciowy, dlatego zniszczenie RNA
powoduje ograniczenie nie tylko syntezy bialek, ale takze replikacji wirusa. Produkcja interferonow,
bedaca czgstym skutkiem ubocznym dziatania RNAi, moze pomaga¢ w leczeniu infekcji HCV. Mimo
trudno$ci w syntezie i konstrukcji wektorow, problemdw ze stabilnoscig sSiRNA w osoczu oraz zmien-
noscia wirusa HCV terapia przewleklego wirusowego zapalenia watroby typu C za pomoca interfe-
rencji RNA okaze si¢ w najblizszych latach skuteczng strategia.

Summary

RNA interference (RNAI) is a phenomenon in which small double-stranded RNA molecules induce se-
quence-specific degradation of homologous single-stranded RNA. In plants and insects, RNAIi activ-
ity plays a role in host-cell protection from viruses and transposons. Hepatitis C virus (HCV) replicates
in the cytoplasm of liver cells without integration into the host genome. Because the HCV genome is
a single-stranded RNA that functions both as a messenger RNA and as a viral replication template,
destruction of HCV RNA could eliminate not only virally directed protein synthesis, but also viral
replication. Multiple siRNAs targeting evolutionarily restricted HCV RNA sequences may limit the
emergence of escape mutants. Recently developed stable RNAI silencing vectors can be used to gen-
erate cell lines that constitutively express high levels of siRNAs that target HCV.

Stowa kluczowe/Key words
interferencja RNA » HCV p leczenie
RNA interference (RNAi) p HCV » treatment

Stary ewolucyjnie i szeroko rozpowszech-
niony wsrdd organizmdéw system regulacji
pracy genow zwany interferencja RNA
(RNAI) przez wiele lat pozostawal tajemnica.
Dopiero w czasie badan nad petunia ogrodo-
wa (Petunia hybryda, 1990 r.) oraz nicieniem
(Caenorhabditis elegans, 1998 r.) odkryto
mechanizm wyciszania gendw na poziomie
ich mRNA (informacyjnego RNA). RNAi to
zjawisko wyciszania ekspresji genu przez
dwuniciowy RNA o budowie i sekwencji
zblizonej do sekwencji DNA wylaczanego
genu.

Wylaczanie moze si¢ odbywac przez:

P degradacje mRNA;

P blokowanie translacji mRNA;
prawdopodobnie réwniez przez indukcje
epigenetycznego wyciszenia genu.

Za degradacj¢ mRNA odpowiedzialne sa
oligonukleotydy, tzw. siRNA — mate interfe-
rujace RNA, charakteryzujace si¢ stuprocen-
towa homologia sekwencji do ich celu. W kon-
sekwencji degradacji mRNA odpowiedni gen
jest wyciszany, bo nie powstaje kodowane
przez niego biatko. W przypadku mechanizmu
interferencji z translacja mRNA mediatorami
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A Ryc. 1. Schemat regulacji
genoéw za pomoca interfe-
rencji RNA.

sa tzw. mikro-RNA (miRNA). Juz w 2004
roku rozpoczeto badania kliniczne z siRNA.
Dotychczasowe doswiadczenia wykazuja,
ze kazdy etap badan nad rozwojem leku op-
artego na siRNA (glownie faza przedklinicz-
na) jest duzo krotszy niz w wypadku matych
czasteczek chemicznych, czyli tzw. tradycyj-
nych lekéw. Z tym wiaze si¢ nadzieja na wy-
tworzenie skutecznych $rodkow przeciwko
wielu chorobom nowotworowym, autoimmu-
nologicznym, nurodegradacyjnym oraz wiru-
sowym. Sa juz prowadzone badania drugiej
fazy klinicznej, dotyczace lekoéw opartych na
siRNA. Przyktadem moga by¢ prace nad

siRNA target site
6188 7804-7826
6367 7982-8004
6188mm

HCVrepBB7 SiRNA
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HCVrepAB12 siRNA
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siRNA target sequence
AAGGAGAUGAAGGCGAAGGCGUC
AAGACACUGAGACACCAAUUGAC
AAGGACAUCUAGCGGUAGCCCAC

A Ryc. 2. Przyktadowe
sekwencje siRNA dziata-
jace na genom wirusa
HCV [5].

VEGF (vascular endothelial growth factor),
ktéory ma wplyw na progresje raka pierwot-
nego watroby (HCC). Wyciszenie VEGF za
pomoca siRNA powoduje zmniejszenie pro-
liferacji komoérek nabtonka naczyniowego
in vitro, a takze spowolnienie wzrostu guza

1 zmniejszenie w nim ggsto$ci matych naczyh
invivo [1]. Juz wkrotce nalezy si¢ spodziewaé
na rynku odpowiednich preparatow.

Projektowanie siRNA

Po kilku latach pracy nad modelem badaw-
czym, stanowigcym podstawe doswiadczen na
wirusach, w 2005 roku zostat opracowany po-
zakomorkowy system stuzacy do hodowli
1 namnazania HCV —hodowla in vitro w komor-
kach ludzkiego raka watroby (gltéwnie transfe-
rowane linie Huh 7 i HepG2). Badaczom udato
si¢ uzyskac zarowno ekspresj¢ biatek w wiru-
sach, jak 1 syntez¢ wirionow. W laboratoriach
biotechnologicznych rozpoczgto projektowanie
czasteczek krotkiego dwuniciowego RNA, tzw.
SIRNA (small interfering RNA), takich, ktore
pobudzaja kompleks biatkowy o aktywnosci
endorybonukleazy (RISC — RNA-induced si-
lencing complex) do degradacji mRNA niosa-
cych informacje z okreslonego genu. Na pod-
stawie doswiadczen ustalono, ze optymalna
dtugos¢ siRNA wynosi 21-23 par zasad [2].

Cechy genomu HCV

Genom HCV zbudowany jest z jednonicio-
wego, dodatnio spolaryzowanego RNA o dtu-
gosci okoto 9500 nukeotydow. Wigksza jego
cze$¢ stanowi pojedyncza dtuga ramka odczy-
tu (ORF), kodujaca prekursorowa poliproteing
ztozona z 3010-3011 aminokwasow. Na koncu
3'1 5' znajduja si¢ niekodujace fragmenty po-
wtorzone (NCR — non coding repeats). Frag-
ment NCR na koncu 5’ zawiera sekwencj¢
IRES (internal ribosome entry site), ktora, fa-
czac si¢ z rybosomem, moze stuzy¢ jako ini-
cjator translacji [3, 4]. Region 340 nukleotydow
konca 5°, obejmujacy domeny rdzenia, jest sil-
nie konserwatywny (powyzej 85% podobien-
stwa miedzy réznymi podtypami wirusa HCV),
1 ta wlasciwos$¢ zostata wykorzystana w synte-
zie starterow stosowanych w diagnostyce mo-
lekularne;j.

Wirus HCV nalezy do silnie mutujacych
wirusoéw, czego efektem jest pojawianie si¢
form rzekomych (quasi-species), bedacych mu-
tantami pierwotnego wirusa wywolujacego
zakazenie. Celem terapii opartej na RNAi bylo
znalezienie regionéw genomu HCV jak najbar-
dziej konserwatywnych a jednoczesnie waz-
nych w cyklu zyciowym wirusa. W latach
2005-2006 wykryto kilka takich miejsc, np.
w regionie IRES od 330 do 349 oraz od 340 do
359 pary zasad. Ponadto podjgto badania nad
wplywem RNAI na ekspresj¢ cyklofiliny B
(CyPB) i regionu NS5B. W kolejnych pracach
in vitro zajmowano si¢ biatkiem CXCL-8, kto-
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rego wyciszenie skutkowato spadkiem syntezy
HCV. Celem badan sa takze geny cztowieka
modulujace infekcje HCV [6, 7, 8].

Dalsze prace nad miejscami docelowymi
siRNA prowadzi si¢ w wielu prywatnych la-
boratoriach na §wiecie, a wyniki tych badan
sa natychmiast zgtaszane do ochrony patento-
wej. Obecnie ochrong patentowa jest objetych
kilkadziesiat sekwencji siRNA dotyczacych
genomu HCV [10, 11, 12].

Whnioski

Wirus HCV, replikujacy w cytoplazmie
komorek bez integracji z genomem gospoda-
rza, stanowi dobry cel terapii opartej na RNAI.
Jest to wirus jednoniciowy RNA, totez znisz-
czenie RNA powoduje ograniczenie nie tylko
syntezy bialek, ale takze replikacji wirusa.
Czgsty efekt uboczny RNAI, czyli produkcja
interferonéw, moze by¢ pomocny w leczeniu
infekcji HCV. Mimo trudno$ci w syntezie
1 konstrukcji wektorow, problemow ze stabil-
noscia siRNA w osoczu oraz zmienno$cia
wirusa HCV terapia przewlektego wirusowe-
go zapalenia watroby typu C za pomoca in-
terferencji RNA okaze w najblizszych latach
skuteczna metoda. |

Stownik:

RNAIi (RNA interference) — interferencja RNA.

dsRNA (double stranded RNA) — dwuniciowy
RNA.

SiIRNA (small interfering RNA) — male interferujace
RNA (oligonuleotydy).

RISC (RNA-induced silencing complex) — kompleks
biatkowy o aktywnosci endorybonukleazy (indu-
kowany przez RNA kompleks wyciszajacy).

mRNA (messenger RNA) — informacyjny RNA (bie-
rze udziat w regulacji ekspresji genow).
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A Ryc. 3. Geny gospodarza
modulujace infekcjg HCV
jako cel terapii wykorzy-
stujacej RNAI [9].

szybkiej degradacji

Cecha Ograniczenia terapii Rozwigzania problemu

Mutacja wirusa HCV

Znaczna specy- w obrebie sekwencji Podawanie kilku czasteczek siRNA

ficzno$¢ dziatania | docelowej dla siRNA | jednoczes$nie (skierowanych do roz-

siRNA czyni oligonukleotyd nych fragmentow genomu HCV)
nieskutecznym

Dozylne podame Niskie stezenic SIRNA quzame z hpqsomaml jako nosn¥ka-

czasteczek siRNA w mieiscu docelowvm | ™ czasteczek siRNA w transporcie

doprowadza do ich terapiiJ WYy do cytoplazmy wirusa HCV (ApoB,

nanoczasteczki lipidowe — LNP)

W czasie leczenia cho-
16b przewleklych nie-
zbedne jest cykliczne
podawanie leku w for-

Zjawisko wycisza-
nia gendw mozna
obserwowac tylko
przez okres od 1 do

» Wykorzystanie wektorow wprowa-
dzajacych do komoérek geny kodu-
jace siRNA

» Usprawnienie produkcji siRNA
dzigki systemowi toczacej sig tran-
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A Tab. 1. Mocne i stabe
strony terapii opartej
na RNA.I.
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