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Wyciszanie nadekspresji genu MDRI za pomoca siRNA:
noSniki, efekty, perspektywy

Olga Potapinska, Maria Wasik

W artykule szczegolowo opisano mechanizm interferencji RNA. Przedstawiono takze sposoby syntezy i transfekcji siRNA do
komorek. Glowng uwage skupiono na problemie lekoopornosci komadrek nowotworowych oraz podsumowano obecny stan
wiedzy na temat wyciszania ekspresji genu MDRI, odpowiedzialnego za opornosc wielolekowq.

Silencing of MDRI gene overexpression with siRNA: carriers, results, perspectives

The paper presents a detailed description of the mechanisms of RNA interference, siRNA synthesis methods and the ways of
its transfection to the cells. The authors show the problems of multidrug resistance in cancer cells and summarize present-day
knowledge concerning MDRI gene silencing, which is responsible for multidrug resistance.
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Wstep

Podlozem wielu chorob jest nadekspresja genow koduja-
cych biatka niezb¢dne w prawidlowym funkcjonowaniu
komorki. Sytuacja taka ma réwniez miejsce w komorkach
nowotworowych. Produktem tych gendw moga by¢ biatka
pobudzajace wzrost i niekontrolowany rozwdj komorek,
hamujace apoptoze lub utrudniajace efektywna chemio-
terapi¢. Czgsto obserwowany brak skutecznoSci leczenia
napromieniowaniem lub chemioterapeutykami wymusza
szukanie innych sposobow, ktore efektywnie mogtyby po-
kona¢ raka. Po przelomowym odkryciu, uhonorowanym
Nagroda Nobla w 2006 r., matych interferujacych czastek
RNA (siRNA - small interfering RNA), pojawia si¢ na-
dzieja na wykorzystanie ich wlasnoSci w terapii genowe;j
choréb nowotworowych.

Interferencja RNA

Mechanizm interferencji RNA odkryto u nicienia
Caenorhabdis elegans jako odpowiedZ na egzogenne
RNA. Wprowadzenie do komorki dlugiego dwuniciowe-
go RNA hamuje ekspresj¢ genu o sekwencji homologicz-
nej do wprowadzanego kwasu nukleinowego. Intensywne
badania pozwolily na doktadne poznanie tego mechani-
zmu [1].

Dtugie dwuniciowe dsRNA (double-strand RNA) po
wprowadzeniu do komdrki zostaje enzymatycznie pocigte
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do siRNA - czasteczki zawierajacej okoto 22 par zasad.
Zaobserwowany proces pozwolit badaczom wnioskowac,
ze powstanie siRNA jest ewolucyjna strategia ochronng
komorek przed wirusami, gdyz wigkszo$¢ znanych wiru-
sOw na pewnym etapie swojego cyklu zyciowego produku-
je dlugie dsRNA [2]. Enzymem, ktOry przecina dsRNA,
jest RNAza III, okreslana jako Dicer. Jej obecno$¢ wyka-
zano w komorkach roslin, nicieni, owadow i kregowcow,
co przemawia za tym, ze mechanizm interferencji RNA
wystepuje w przyrodzie powszechnie, od najwczedniej-
szych etapow ewolucji. U ludzi wykazano obecnos¢ tylko
jednego genu dla Dicer, natomiast u Drosophila udowod-
niono ekspresj¢ licznych genéw dla tych bialek, tworza-
cych rozne rodzaje siRNA [2].

Wygenerowany przez Dicer dwuniciowy siRNA na
koficach 3’ posiada dwa wolne nukleotydy. Kofice 5” obu
nici sa ufosforylowane, a na koficach 3’ wystepuja reszty
hydroksylowe [1].

Uzyskany siRNA zwiazany z biatkiem Dicer, wpro-
wadzany jest do wielobiatkowego kompleksu RISC (RNA
— induced silencing complex, kompleks wyciszajacy indu-
kowany RNA) [3]. Uwaza sig, ze w tym procesie kluczo-
wa role odgrywa Dicer. Wykazano, ze w komorkach nie
zawierajacych Dicer, mimo obecnosci siRNA, nie docho-
dzi do wyciszania genow [4].

Kompleks RISC zlokalizowano w cytoplazmie
komorki [3]. Nieaktywny RISC sktada si¢ z podwdjnej
nici siRNA (przy czym tylko ni¢ antysensowna wiaze si¢
z biatkami kompleksu), helikazy, bialek rodziny Agronaut
(Ago) i TRBP (The double strand RNA-binding protein
— biatko wiazace dwuniciowe RNA) (Ryc. 1). Sekwen-
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Ryc. 1. Wielobiatkowy kompleks RISC bierze udziat
w endonukleazowym trawieniu docelowego mRNA, wykorzystujac
enzymatyczne wlaSciwosci biatka Ago-2. Nieaktywny RISC sktada si¢
z helikazy, bialek rodziny Agronaut (Ago) i TRBP (The double strand
RNA-binding protein — bialko wigzace dwuniciowe RNA)

cja i struktura siRNA determinuje, ktora z nici zostanie
wbudowana do kompleksu RISC [4]. Aktywna forma
RISC zawiera pojedyncza ni¢ siRNA, uzyskang dzigki
endonukleazowej aktywnoSci bialka Ago-2 [5]. Sensowna
ni¢ siRNA, po oddzieleniu od nici antysensownej, oddy-
socjowuje od kompleksu i ulega degradacji na drodze
enzymatycznej.

Kluczowa role w mechanizmie interferencji RNA
odgrywa biatko Ago-2, nalezace do rodziny bialek Agro-
naut. U ludzi zidentyfikowano 8 biatek Ago, ale tylko 3
z nich (Ago 1-3) zostaly dotychczas scharakteryzowane.
Biatko Ago-2 w RISC ssakéw jest endonukleaza. Sposrod
r6znych Ago tylko Ago-2 posiada funkcje katalityczne.
Dowiedziono, ze komorki nie posiadajgce Ago-2 nie
wykazuja zjawiska interferencji RNA (RNAI) [5]. Ago-2
zawiera dwie strukturalne domeny PAZ (Piwi-Agronaut-
Zwille) i Piwi. Uwaza sig, ze biatka Ago przy pomocy
domeny PAZ posrednicza w transferze siRNA z Dicer
do RISC. Domena PAZ sktada si¢ z okofo 130 amino-
kwasow i zlokalizowana jest w Srodku biatka [1]. PAZ
ma zdolno$¢ wigzania siRNA [3]. Natomiast domena
Piwi posiada strukturalne wlasciwoSci RNazy H, endo-
nukleazy rozcinajacej heterodupleksy DNA-RNA z DNA
jako nicig antysensowna, co wykazano w badaniach kry-
stalograficznych trojwymiarowej struktury Ago-2 [5]. C-
koficowa domena Piwi zawiera okoto 300 aminokwasow
i charakteryzuje si¢ wysoce konserwatywna budowa. To
wlasnie domena Piwi odgrywa najwazniejsza role w inte-
rakcjach z Dicer [1] i z nig zwigzana jest aktywnoS¢ kata-
lityczna kompleksu [3].

Biatka wchodzace w sktad aktywnego kompleksu
RISC kieruja ni¢ siRNA do homologicznej sekwencji
docelowego mRNA. Celem dziatania RISC jest ulozenie
obok siebie jednostek katalitycznych Ago-2 i wrazliwego
na pegknigcie (endonukleazowe trawienie) wigzania fosfo-
ranowego w docelowym mRNA [5]. SiRNA, wchodzacy

w sktad RISC, wigze si¢ z docelowym mRNA w miejscu
komplementarnym do swojej sekwencji, a biatko Ago-
2 rozcina zwigzane mRNA w SciSle okreS§lonym miejscu
[5]- Kazdy aktywny RISC, zdolny do wywolania peknig-
cia mRNA, moze cig¢ go tylko w jednym krytycznym
miejscu [4]. Do rozcigcia nie jest wymagana obecno§¢
ATP, wymagana jest natomiast obecno$¢ jonéw magne-
zu, stabilizujacych strukture trzeciorzgdowa Ago-2 [5]
i obecno$¢ hydrolaz do budowy koncéw fosforanowego
5’ i hydroksylowego 3’ degradowanego mRNA [2].

Interakcja Ago-2 i siRNA stabilizuje wchodzace
w sktad RISC male interferujace RNA, w szczegdlnosci
nukleotydy 2-5. Ago-2 tak umieszcza strukture startowa
siRNA, aby zwigzala mRNA nukleotydami 6-8 [5]. P¢k-
niecie mRNA pojawia si¢ w miejscu wigzania, odpowia-
dajacym wigzaniu miedzy 10 a 11 nukleotydem od kofica
5’ antysensownej nici rozwinigtej czasteczki siRNA [6].
W tym procesie kluczowa rol¢ odgrywa koniec 5 siRNA.
Wykazano, ze podstawienie na koniec 5’ grupy opornej
na fosforylacje¢ lub metylacja tego kofica uniemozliwia
peknigecie mRNA. To wiasnie koniec 5” determinuje pozy-
cje krytycznego peknigecia w mRNA. Zmiany na koficu 3’
mRNA nie maja w tym procesie znaczenia.

Rolg kofica 3’ jest orientacja RISC i stabilizacja
formy o, nowo uformowanej helisy, powstalej z nici anty-
sensownej siRNA i docelowego mRNA [5].

Ni¢ antysensowna siRNA jest chroniona przed
degradacja i nie jest wymieniana z wolnymi siRNA. RISC
z pojedyncza nicig siRNA, po degradacji docelowego
mRNA, oddysocjowuje, by znalez¢ kolejny cel. Samo
biatko Ago-2 nie jest w stanie oddysocjowa¢ od mRNA,
stad wniosek ze biatka wchodzace w sktad kompleksu
RISC sa niezbg¢dne do wiasciwego funkcjonowania oma-
wianego kompleksu [5].

Co si¢ dzieje z mRNA po przecigeiu w krytycznych
miejscach? Z powodu utraty czapeczki 7-metyloguani-
nowej na koncu 5’ i ogona poli-A na koncu 3’ strawione
docelowe mRNA nie jest dluzej chronione przed aktyw-
noscig endogennych RNaz i moze zosta¢ zdegradowane
[6] (Ryc. 2).

Biatka kompleksu RISC znaleziono roéwniez w pola-
czeniu z biatkami rybosomalnymi, co sugeruje, ze inter-
ferencja RNA moze rowniez zaburzac synteze biatka na
etapie translacji [7]. Wykazano, ze siRNA, poza degrada-
cja mRNA, powoduje inicjacj¢ regresji translacji [8].

Synteza siRNA

Odkrycie zjawiska interferencji RNA wzbudzito nadzieje
na zastosowanie tego mechanizmu do wyciszania genéw
odpowiedzialnych za rozwdj wielu chordb. Okazato si¢
jednak, ze podawanie organizmom dsRNA o diugosci
powyzej 30 nukleotydéw powodowalo nieswoistg degra-
dacje mRNA i towarzyszaca temu indukcj¢ syntezy inter-
feronu, podobnie jak w odpowiedzi na RNA wiruséw [3,
6]. Podjeto wigc proby syntezy siRNA, o odpowiedniej
dtugosci i sekwencji komplementarnej do docelowego
mRNA, ktére nie wywolywalyby nieswoistych efektow.
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Rys. 2. Wprowadzenie siRNA do wielobiatkowego kompleksu RISC powoduje rozwinigcie nici,
polaczenie nici antysensownej z docelowym mRNA i degradacje mRNA dla genu homologicznego
do struktury wprowadzonego siRNA. Po zajsciu reakcji remnanty mRNA oddysocjowuja,
pozostawiajac aktywny kompleks RISC, gotowy do degradacji kolejnych czasteczek
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Wyznaczono wiele kryteriow, jakie musi spetniaé
kroétkie interferujace RNA. Przede wszystkim, przy syn-
tezie takiego swoistego dwuniciowego fragmentu kwasu
nukleinowego, nalezy uwzglednié, ze to ni¢ antysensow-
na wchodzi w sktad aktywnego RISC i to jej sekwencja
nukleotydowa musi by¢ komplementarna do docelowego
mRNA [5].

Gong i wsp. ustalili algorytm postgpowania przy pro-
jektowaniu siRNA, ktorego przestrzeganie zdecydowanie
poprawia wydajnos¢ uzyskiwanego produktu. Proponuja
oni siedem kryteriow, jakie powinna spetniaé czasteczka
siRNA (Tab. I). Wykazano, ze 93% zsyntetyzowanych
zgodnie z tym algorytmem siRNA wykazywalo skutecz-
no$¢ wyciszania na poziomie powyzej 80%, a pozostale
siRNA, wyprodukowane wedlug powyzszego algorytmu,
wykazywaly skuteczno$¢ wyciszania powyzej 50% [9].

Tab. I. Algorytm syntezy efektywnych siRNA wg Gong i wsp. [9]

Kryteria syntezy efektywnego w dziataniu siRNA

1. 30-50% par GC

2. Jak najwyzsza liczba wigzan AU w pozycjach 12-15
3. Jak najnizsza temperatura topnienia konstruktu

4. Zawarto$¢ konkretnego nukleotydu w pozycji 3

5. Zawarto$¢ konkretnego nukleotydu w pozycji 10
6. Zawarto$¢ konkretnego nukleotydu w pozycji 13
7. Zawarto$¢ konkretnego nukleotydu w pozycji 19

Metody syntezy siRNA sg roznorodne. Obecnie sa
stosowane:

— synteza chemiczna;

— synteza in vitro przy uzyciu metody PCR lub tradycyj-
nego klonowania na matrycy wektora, pod kontrola
promotora U6 lub HIRNA polimerazy III lub pro-
motora polimerazy II CMYV;

— uzycie rekombinowanego sklonowanego biatka
Dicer, ktdry bedzie produkowat fragmenty dsRNA,
komplementarne do docelowego mRNA [3].
Wyb6r metody w kazdym przypadku zalezy od

badacza, nalezy jednak zaznaczy¢, ze synteza na drodze

PCR jest najmniej czasochtonna, nie pozwala jednak

na wyznakowanie produktu znacznikiem fluorescencyj-

nym, co jest przydatne w wizualizowaniu rozmieszczenia
siRNA w komorce czy tkance. Najbardziej czasochtonna

i dosy¢ kosztowna jest synteza chemiczna. Pozwala ona

natomiast na fluorescencyjne wyznakowanie produktu.

Uzycie sklonowanego biatka Dicer pozwala na uzyskanie

w stosunkowo krotkim czasie wysoce swoistego siRNA,

ktorego sekwencja nie musi by¢ kontrolowana po proce-

sie syntezy i, co warte odnotowania, jest zdecydowanie

najtansza [10].

Wprowadzanie siRNA do komoérki

Aby wywotaé aktywno$¢ wyciszajaca siRNA, nalezy do-
starczy¢ go do cytoplazmy komorki docelowej. W tym
celu bada si¢ wiele systemow ewentualnej transfekcji,
w tym bardzo popularne w inzynierii genetycznej wektory
wirusowe oraz modyfikacje chemiczne siRNA.

Istnieje wiele skutecznych i udokumentowanych
metod transfekcji siRNA. Pierwsza z nich jest wpro-
wadzenie malych interferujagcych RNA przy pomocy
wektoréw wirusowych. Obecnie stosuje si¢ 5 rodzajow
wektordéw wirusowych: adenowirusy, retrowirusy, lentiwi-
rusy, wirusy towarzyszace adenowirusom (AAV — Adeno-
associated Virus) oraz baculowirusy [11, 12].

Do transfekcji siRNA stosuje si¢ rowniez kilka
innych, niezaleznych od wiruséw systemow, takich jak:
iniekcja niezmodyfikowanego siRNA, wprowadzanie sta-
bilizowanego lub modyfikowanego chemicznie siRNA,
wprowadzanie siRNA zamknietych w mikroczasteczkach
lub liposomach oraz Iaczenie siRNA ze zwiazkami katio-
nowymi [11, 13-15].

Ostatnio podjeto proby wyciszania gendw w komor-
kach, stosujac niepatogenne bakterie jako nosniki siRNA.
Bakterie wykazuja wiele zalet w poréwnaniu z innymi
stosowanymi systemami transfekc;ji, dlatego rozwazane sa
mozliwoSci ich zastosowania w terapii genowej [11].

Problem terapii przeciwnowotworowej — opornos¢
wielolekowa

Opornos¢ wielolekowa (MDR — multidrug resistance) jest
zdefiniowana jako oporno$¢ komorek nowotworowych na
stosowane w chemioterapii cytostatyki i zwiazki cytotok-
syczne, o zrdznicowanej budowie i funkcji [16]. GIownym
biatkiem odpowiedzialnym za zjawisko MDR jest gliko-
proteina P (Gp-P), kodowana przez gen MDRI, nalezacy
do grupy genéw MDR. MDRI znajduje si¢ na dtugim
ramieniu chromosomu 7 (7q21.1), a jego lokalizacje usta-
lili w 1987 r. Calen i wsp. W wyniku transkrypcji MDRI
powstaje mRNA o dtugosci 4872 zasad [17]. Glikoprote-
ina P wystepuje naturalnie w wigkszoSci tkanek ustroju
i pelni wazne fizjologiczne funkcje. Gp-P wykazuje aktyw-
nos¢ ATP-azy, zaleznej od fosfolipidow, stymulowanej lub
hamowanej przez rozne ksenobiotyki. Najwyzszy poziom
ekspresji genu MDRI oraz aktywnoSci glikoproteiny P
wykazano w takich organach, jak kora nadnerczy, nerki,
watroba, jelito grube, jelito cienkie oraz trzustka. Taka
lokalizacja sugeruje udzial Gp-P w usuwaniu produktéow
przemiany materii i toksyn z wnetrza komorek, co chro-
ni organizm przed ich szkodliwym wplywem [18]. Pelni
ona roéwniez funkcj¢ transportera blonowego dla lekow,
toksyn i substancji endogennych. Usuwajac chemiote-
rapeutyki, czyni komorki ze wzmozong ekspresja genu
MDRI opornymi na leczenie [19]. Jedna z cech komo-
rek nowotworowych jest wlasnie podwyzszona ekspresja
MDRI, a dotychczasowe proby zahamowania tej ekspresji
nie przynosza oczekiwanych rezultatéw. Obiecujaca tech-
nologia moze by¢ zastosowanie interferencji RNA w celu
degradacji mRNA dla Gp-P.



Wyciszanie ekspresji glikoproteiny P przy pomocy
siRNA

Konsekwencja wyciszenia genu opornosci wielolekowe;j
(MDR1) in vivo mogtoby by¢ zahamowanie wyrzucania
chemioterapeutykow z wnetrza komdrek nowotworo-
wych i zwigkszenie efektywnosci leczenia. Aby rozpoczaé
stosowanie terapii genowej in vivo w tej formie, nalezy
najpierw uzyska¢ korzystne wyniki w badaniach na ho-
dowlach komérkowych.

W badaniach in vitro uzywanych jest wiele linii
komorkowych z nadekspresja genu opornosci wieloleko-
wej. Stosuje si¢ komorki linii mysich fibroblastow NIH
3T3-MD [13], komdrki linii KB-3-1 ludzkiego nowotwo-
ru naskorka i linii KB-8-5 [20, 21], komorki linii ludz-
kiego raka okreznicy HCT-8, lini¢ ludzkich komérek
embrionalnych nerki HEK293 [22], komorki raka sutka

linii MCF-F/Adr i MCF-7/BC-19 [23, 24], komorki raka
watrobowokomoérkowego linii HEPG2 [25], raka jajni-
ka z linii SKOV 3 i ich podtypu opornego na paclitaxel
SKOv 3/TR [26], lini¢ komorek raka sutka bez ekspres;ji
genu MDR1 MCF-7 [26], komoérki linii raka zotadka
EPG85-257P i raka trzustki EPP85-181P [27], komorki
raka piersi linii NCI/ADR-RES oraz lini¢ komoérek raka
jamy ustnej KB-C1 [12].

Kazda z tych linii komorkowych charakteryzuje si¢
innym poziomem ekspresji genu opornosci wieloleko-
wej oraz inng drogg jej nabycia (naturalna lub transfe-
rowana). Stosujac interferencje RNA wykazano, ze za
pomoca siRNA moze by¢ wyciszona ekspresja zar6wno
endogennego, jak i transferowanego genu MDRI, co
przywraca wrazliwo$¢ tych komorek na leki transporto-
wane przez PgP [23]. siRNA stosowane do wyciszania
gendéw moze by¢ poddane wielu modyfikacjom. Pozwala

Tab. II. Sposoby transfekcji siRNA do komorek — ich wady i zalety [11]

Metoda transfekcji Zalety Wady
Retrowirusy Pierwsze wektory stosowane w terapii genowej, duza dostgpnos¢ ryzyko rozwoju choroby o podiozu wirusowym, niska
wydajnos¢, dzialanie tylko w komorkach dzielacych sig
Adenowirusy Materiat niesiony do komorki kierowany jest preferencyjnie do nie wykazuje specyficznego tropizmu tkankowego,
cytoplazmy wykazuje zaleznos¢ transfekcji od antygenow
powierzchniowych na docelowych komoérkach,
duza toksyczno$¢ wzgledem watroby i konieczno$¢
limitowania dawki
Lentiwirusy Nie wykazujg wiasciwosci mutagennych, moga skutecznie dziata¢ Podklasa retrowirusow
w obrebie komorek dzielgeych sig, jak i bedacych w stanie
spoczynkowym, daja mozliwo$¢ umieszczenia w nich duzej ilosci
materialu genetycznego, sa mniej immunogenne od wektoréw
adenowirusowych
AAV wirus niepatogenny, wykazuje szeroki zakres transfekcji rowniez Malo przebadany
do komorek nie dzielacych sig, szeroki tropizm tkankowy, jego
zastosowanie nie wiaze si¢ z ryzykiem efektow immunopatogennych
Baculowirusy zdolno$¢ do przenoszenia duzej ilosci materiatu genetycznego, brak ~ Malo przebadany
zdolnoSci replikowania w komorkach ssakow
Nagi siRNA doskonata metoda do zastosowania u myszy z relatywnie niewielka u ludzi uzycie tej metody jest raczej nierealne, gdyz
i metoda liczbg efektdéw ubocznych wigzaloby si¢ to z uzyciem ogromnej objetosci (kilku
hydrodynamiczna litréw) roztworu z siRNA
Modyfikacje LNA (locked nucleid acid) podnosza stabilnos¢ oligonukleotydow, Modyfikacja w trakcie badan
chemiczne integracja LNA moze mie¢ korzystny wplyw na integracje
umiarkowanie tylko aktywnych siRNA do kompleksu RISC,
podnoszac ich aktywnos$¢
Tiofosforany wydtuzaja czas péitrwania oligonukleotydow in vivo Modyfikacja w trakcie badan
Modyfikacja ANA — altriol wprowadzony w miejsce pierScienia Modyfikacja w trakcie badan
rybozy daje odpornos¢ na degradacje enzymatyczng
Liposomy Odpornos¢ na degradacj¢ enzymatyczna, tatwo$¢ penetrowania blon ~ Modyfikacja w trakcie badan

i nanoczasteczki

komorkowych

Transfekcja Preferencyjne osigganie okreSlonych komorek przez zastosowanie
celowana swoistych ligandéw dla antygenéw powierzchniowych komorek
tkRNAI - zdolno$¢ do kontrolowania wektora (bakterii) przy uzyciu
Interferencja antybiotykow, znany profil opornosci antybiotykowej potencjalnych
Migdzy wektorow, bakterie tatwo mozna poddawac procesom inzynierii
Krolestwami genetycznej, co stwarza mozliwoS¢ stworzenia wysoce specyficznych,

,,szytych na miar¢”, nici RNA na tych wektorach

Konieczno$¢ znalezienia specyficznych antygenow
(ligandéw do zwigzania)

Na wczesnym etapie badan
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to na wybranie najbardziej swoistej i efektywnej struktury
tego kwasu nukleinowego. W probach wyciszania genu
wykorzystano mi¢dzy innymi siRNA w modyfikacji ANA.
Bylo to pierwsze zastosowanie ANA w probach biolo-
gicznych. Najwicksze efekty wyciszajace zaobserwowano
przy zastosowaniu siRNA z modyfikacjami na koficach
obu nici. Zaobserwowano wowczas ponad dwukrotnie
obnizenie ID-50 dla doksorubicyny (ID50 — st¢zenie
zwigzku powodujace Smier¢ 50% komorek) oraz reduk-
cje ekspresji PgP o 50-75%. Redukcje¢ iloSci mRNA dla
MDRI zaobserwowano rownolegle z redukcja ekspresji
produktu biatkowego, co sugeruje, ze siRNA z modyfi-
kacja ANA dziata na poziomie transkrypcji. Badano row-
niez stabilno$¢ siRNA w obecno$ci nukleaz, jednak nie
wykazano, aby modyfikacja ANA wplywata na jej popra-
we [13]. Wprowadzenie modytfikacji chemicznych moze
podwyzsza¢ odpornos¢ siRNA na trawienie nukleazowe
i wydtuza¢ czas jego biologicznej aktywnosci. Wykazano,
ze ochrona kofica 3’ siRNA przez odwrdcone wigzanie
3’-3’ i wprowadzenie dwdch jednostek O-metylenowych
na koficu 3’ zdecydowanie podwyzsza aktywnos¢ biolo-
giczng siRNA i czas jego dzialania, co pozwala osiagnac
trzydziestokrotne zwigkszenie stezenie cytostatyku we
wnetrzu komorki i w konsekwencji jej $mier¢ [20, 21].

Wydajnos¢ wyciszania genu przez male interferujace
siRNA wydaje si¢ by¢ zalezna od regionu mRNA, prze-
ciwko ktoremu skierowane jest siRNA. Wykazano, ze
oligonukleotydy komplementarne do regionu kodujacego
i regionu AUG genu MDRI, obnizaja poziom ekspresji
mRNA dla MDRI w komdrkach KB-8-5 odpowiednio
0 90% 1 40%. Zastosowano rowniez siRNA skierowane
przeciwko fragmentowi mRNA z nukleotydami 598-618
dla MDRI. Traktowanie komorek KB-8-5 takg struktu-
ra wydajnie blokowalo wypompowywanie rodaminy 123
z komorek i odwracalo fenotyp MDR [20, 21]. SiRNA
skierowany przeciwko nukleotydom 508-528 byt bardziej
wydajny niz ten skierowany przeciwko nukleotydom
503-523. Najbardziej efektywny byt siRNA skierowany
przeciwko nukleotydom 88-110 i 2900-2922 [22]. siRNA
skierowano rowniez przeciwko nukleotydom 79-99
po kodonie startowym. Zwigkszenie akumulacji lekow
w komorkach traktowanych siRNA bylo statystycznie
istotnie wyzsze od stezenia w komorkach nie poddanych
transfekeji [23]. W innym eksperymencie zsyntetyzowano
dwie struktury siRNA: siRNAI, skierowany byt przeciw-
ko nukleotydom 88-108, natomiast siRNA2 przeciwko
nukleotydom 162-182. Wykazano, ze siRNA1 byl wydaj-
niejszy niz siRNA2 [24].

Skuteczno$¢ wyciszania gendw moze by¢ rowniez
zalezna od sposobu transfekcji kwasu nukleinowego.
Wsrod opisywanych doniesien najczeSciej stosowana byta
transfekcja siRNA, przeprowadzona przy pomocy Lipo-
fectamine 2000 [13, 24, 25] i Oligofectamine [20, 21, 23,
26, 27]. Wykorzystano réwniez transfekcje przy pomocy
wektora — adenowirusow [12].

Obecnie postuluje si¢, ze dlugoterminowe hamo-
wanie ekspresji PgP moze by¢ osiagni¢te, jezeli wektor
siRNA bedzie mial zdolno$¢ przetrwania w komdrkach
[12]. Jednocze$nie udowodniono, ze wyciszanie przy

pomocy wektorowo dostarczanego siRNA jest mniej
wydajne niz przy transfekcji syntetycznych kwaséw nukle-
inowych, poniewaz liczba czasteczek siRNA zdolnych do
zwigzania z wirusem jest stosunkowo niewielka [26].

Oceny skutecznosci dziatania siRNA dokonywano
przy pomocy analizy Western blot (ocena stgzenia bial-
ka) [23, 24] i testem MTT, tzn. wyznaczaniem czuloSci
komorek na chemioterapeutyk: winblastyne [20, 21],
doksorubicyng [13, 22], winkrystyn¢ [22], paclitaxel [22,
26], adriamycyne [25]. Wykazano obnizenie ID50 dla
doksorubicyny z 50 uM do 1,5-2,5 uM. [12]. Ekspresje
powierzchniowego PgP oceniano przy pomocy cytome-
trii przeplywowej [12, 13, 20, 21, 24], a czynno$c¢ biatka
oceniano przez akumulacj¢ barwnika fluorescencyjnego
— rodaminy 123 w badanych komérkach [19, 25]. Ocene
hamowania ekspresji MDRI przez oznaczenie poziomu
mRNA wykonywano przy pomocy RT-PCR [23, 24].

Poréwnywano rowniez czas redukcji lekooporno-
Sci przy zastosowaniu tradycyjnych i modyfikowanych
siRNA. Przy zastosowaniu konwencjonalnego siRNA
efekt wyciszenia obserwowano do 4. dnia po transfekcji.
Zanikal on juz w 6. dniu, a poziom mRNA dla PgP wracal
do poziomu wyjSciowego [13]. Natomiast zmodyfikowane
przez ANA na obu koficach siRNA wykazaly utrzymujacy
si¢ efekt wyciszenia genu do 6. dnia i zanik efektu dopie-
ro po 8. dniu od transfekcji [13]. W badaniach zespotu
Logashenko wykazano, ze po pojedynczej transfekcji
siRNA do komorki, poziom docelowego mRNA pozo-
staje obnizony przez 2—4 dni, a nastgpnie wraca do stanu
wyjsciowego. Inkubacja komorek z winblastyng po 72 h
od ekspozycji na siRNA nie zmniejszyla znaczaco zywot-
noSci komorek, co wynika najprawdopodobniej z faktu, ze
czas poOltrwania PgP wynosi 42-72 godzin. Jednak, kiedy
komorki byly inkubowane z winblastyng przez 96—120 h,
to obserwowano stopief redukcji zywotnosci w zalezno-
Sci od stezenia uzytego siRNA [20, 21]. W komorkach
raka trzustki dzialanie siRNA bylo wyrazniejsze niz
w komorkach raka zotadka [27]. W badaniach, w kto-
rych wykorzystano adenowirusy do transfekcji siRNA
do komorek raka piersi linii NCI/ADR-RES i komorek
linii KB-C1 raka jamy ustnej, uzyskano silne obnizenie
ekspresji MDRI. Komo6rki badanych linii zainfekowano
1200 czasteczkami wirusa scAAV i hodowano przez 6
i 4 dni. Inhibicja genu byta zauwazalna w drugim dniu
po transfekcji, utrzymywata si¢ przez kilka dni i zacz¢ta
spada¢ po 7 dniach od transfekcji. Czas ten jest zdecydo-
wanie diuzszy niz obserwowany po transfekcji chemicznie
zmodyfikowanych siRNA. Komorki wykazywaly powrot
lekoopornoSci dopiero po 14 dniach od transfekcji. Zaob-
serwowano rowniez, ze nie ulega zmianie ekspresja genu
MDR2, blisko spokrewnionego z MDRI, co Swiadczy
o wysokiej swoistosci struktury siRNA [12]. W bada-
niach in vivo dostarczano siRNA przeciwko MDR-Fluc,
ktory wykazuje ekspresj¢ w watrobie i udowodniono sku-
teczno$¢ terapii celowanej. siRNA dostarczane metoda
hydrodynamiczng znajdowane bylo wlasnie w narzadzie
docelowym [22].

W zadnej z opublikowanych prac nie doniesiono
o catkowitym wyciszeniu opornoSci wielolekowej. Brak



catkowitego wyciszenia jest najprawdopodobniej wyni-
kiem wysokiej ekspresji MDR1 w badanych komorkach,
stosunkowo dlugiego okresu poitrwania PgP oraz zmien-
nej, zaleznej od wielu czynnikéw, wydajnosci transfekeji
[23].

Podsumowanie

Doniesienia dotyczace skutecznego zastosowania siRNA
do wyciszania genu opornosci wielolekowej sa bardzo
obiecujace i pozwalaja mie¢ nadziej¢ na zastosowanie
tej metody w probach klinicznych. Jednak nalezy pa-
mi¢tac o fizjologicznie wysokim poziomie ekspresji PgP
w komorkach nabtonkowych i wielu innych [27]. Obecnie
proby zastosowania siRNA powinny by¢ ukierunkowane
na znalezienie metody absolutnie swoistego wprowadza-
nia matych interferujacych RNA do komoérek. W tym
celu najpierw trzeba doskonale poznac¢ ,,wroga”, z kto-
rym chcemy walczyC. Przeciez skierowanie siRNA prze-
ciwko komérkom wykazujacym silng ekspresje integryn
nie da gwarancji, ze czasteczki te siegna tylko komoérek
guzow litych. Podobnie z markerami powierzchniowymi
w komorkach biataczkowych: charakterystyczny zwiazek
antygendw CD10CD19 na komorkach cALL-B mogtby
by¢ celem omawianej terapii genowej, ale... te antygeny
wystepuja rozltacznie réwniez na zdrowych komoérkach
krwi obwodowej i szpiku. Zanim podejmie si¢ proby
kliniczne zastosowania siRNA do wyciszania opornosci
wielolekowej, trzeba poréwnac i zadecydowac, czy zale-
ty tej metody przewyzszaé beda jej wady. Bo co nam da
zniszczenie ta metoda komoérek nowotworowych, jezeli
jednoczes$nie oslabi si¢ ochronne dzialanie PgP w ba-
rierze krew-mdzg, w nadnerczach, nerkach, czy jelitach
i spowoduje si¢ martwice newralgicznych dla funkcjono-
wania organizmu organow?
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