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In the year 2006, The Nobel Assembly at Karolinska Instituted decided to award The Nobel Prize in Physiology or Medicine
to Andrew Z. Fire and Craig C. Mello for their discovery concerning a mechanism of gene silencing in cells called RNA
interference. In the studies published in 1998 they discovered, that some genes can be silenced by degradation of their
mRNA. This degradation is activated by double stranded RNA. RNA interference occurs in plants, animals and humans. It
is very important mechanism, which regulate gene expression during embryonic development and cell differentiation. RNA
interference participates also in cell defense against viral infection, and mobile genetic elements such as transpozone. RNA
interference is now widely used in basic science to study gene functions. It is also possible to use this method in the treatment

of viral infection, cardiovascular disease, and cancer.

Wprowadzenie

Nagrode Nobla w dziedzinie medycyny i fizjologii w 2006
roku otrzymali dwaj Amerykanie: Andrew Z. Fire i Cra-
ig C. Mello. Nagroda ta zastala przyznana za badania
nad zjawiskiem interferencji RNA (iRNA) u nicienia
Caenorhabditis elegans. Wyniki tych badan zostaly opub-
likowane w Nature w 1998 roku [1]. Interferencja RNA
jest jednym ze sposobow regulacji ekspresji gendw w ko-
morce.

Kazda zywa komorka eukariotyczna produkuje
biatka, ktére sa niezbedne do utrzymania struktury
i funkcji komorki: enzymy, ktore kontroluja procesy
zyciowe komorki, biatka strukturalne, receptory i inne.
Informacja o budowie tych bialek jest zapisana w DNA
komorki. Odcinek DNA zawierajacy informacje wystar-
czajaca do wytworzenia okreS§lonego rodzaju biatka
nazywamy genem. Synteza bialek w komdrce przebie-
ga w trakcie dwoch procesow: transkrypcji i translacji
(Ryc. 1). Podczas transkrypcji nastgpuje przepisanie
informacji zakodowanej w genie na jednoniciowy odci-
nek mRNA. Nastepnie w procesie translacji, w oparciu
o kod genetyczny mRNA, syntetyzowane sg odpowiednie
aminokwasy i biatka.
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Ryc. 1. Schemat syntezy biatek
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Prawie kazda komorka zlozonego organizmu euka-
riotycznego zawiera ten sam zestaw gendéw. Niektore
geny ulegaja ekspresji we wszystkich komorkach — sg to
geny konstytutywne (housekeeping genes), zaangazowa-
ne w utrzymanie podstawowych funkcji zywych komo-
rek (Ryc. 2). Wiele genéw jest aktywnych tylko w spe-
cyficznych komoérkach danej tkanki. Dzieki wybiorczej
ekspresji genow rdzne typy komorek przybieraja rozne
ksztalty i pelnig okre§lone funkcje. Takze na r6znych eta-
pach rozwoju i roznicowania niektore geny sa w komorce
aktywne, a inne wyciszane.
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Ryc. 2. Wybidrcza ekspresja genéw w komdrce

Regulacja ekspresji komdrkowo czy tez tkankowo
specyficznych gen6w odbywa si¢ w czasie procesu tran-
skrypcji i translacji (Ryc. 3). Interferencja RNA to jeden
ze sposobow regulacji aktywnoSci genéw na poziomie
potranskrypcyjnym. Zjawisko to zostato wykryte na
poczatku lat 90 u roSlin. Wtedy to okazalo sig, ze po
wprowadzeniu dodatkowych kopii genu warunkujacych
barwe kwiatow do komorek petunii, zmodyfikowane
ro§liny mialy na ptatkach biale plamy. Przypuszczano
wowczas, ze dodatkowe kopie genu, w nieznany do tej
pory sposob, zahamowaly ekspresje gendéw warunku-
jacych barwe kwiatow. Dzigki pracom Craiga i Mello
poznany zostal mechanizm tego zjawiska. W serii
doswiadczen przeprowadzonych na komérkach nicienia
Caenorhabditis elegans wykazali oni, ze kluczowa rolg
w wyciszaniu pewnych gendéw odgrywaja dwuniciowe
fragmenty RNA. W opublikowanej w 1998 roku publi-
kacji, podsumowujacej ich doSwiadczenia, obserwowa-
ny mechanizm wyciszania gendw nazwali interferencja
RNA (iRNA) [1]. Przeprowadzone badania okazaly si¢
przetomowe dla zrozumienia obserwacji tego zjawiska
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Ryc. 3. Rozne etapy hamowania ekspresji genéw w komorce

u roslin. Zainspirowaly takze wielu naukowcow do dal-
szych badaf, co doprowadzito w niedtugim czasie do
potwierdzenia wystepowania iRNA u glonéw, plazificow,
muszki owocowej, a takze u ssakow.

Mechanizm molekularny interferencji RNA

Interferencja RNA polega na hamowaniu aktywnoSci
genow poprzez degradacj¢ mRNA. Degradacja ta jest
indukowana przez wprowadzenie do komorki lub syn-
tez¢ w komorce dwuniciowych fragmentow RNA [2].
Podwdjniciowy RNA (dsRNA) moze by¢ wytwarzany
przez sama komorke. Jest to tak zwany mikro RNA
— jednoniciowy odcinek RNA, ktory zwijajac si¢ two-
rzy struktur¢ podobng do wsuwki do wiosow. Swoisty
enzym wycina Srodkowa cz¢S$¢ wsuwki, tworzac dsRNA.
Zrodtem dsRNA w komorce moga byé takze rozmna-
zajace si¢ w niej wirusy. W cytoplazmie dsRNA 1aczy
si¢ z kompleksem enzymatycznym o nazwie DICER
(Ryc. 4). DICER tnie dsRNA na krétkie dwuniciowe
odcinki okreslane jako siRNA (siRNA — small interfera-
ting RNA). Nastepnie nici siRNA odiaczaja si¢ od siebie
ijedna z nich przytacza si¢ do kompleksu biatkowego
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Ryc. 4. Mechanizm wyciszania genéw przez interferencjg¢ RNA

RISC (RNA induced silencing complex). Taki kompleks
napotyka tysiace mRNA krazacych w cytoplazmie,
powstajacych na potrzeby syntezy okreSlonych biatek
i ,wylapuje” to mRNA, ktory na zasadzie komplemen-
tarnoSci nukleotydow idealnie pasuje do pojedynczej nici
RNA prezentowanej przez RISC. Jesli pojedyncza nic¢
siRNA w kompleksie RISC pasuje idealnie do ,,zapa-
nego” mRNA, wowczas nastepuje polaczenie obu nici
i uaktywnienie enzyméw wchodzacych w sktad RISC.
Enzymy te tng powstaly dwuniciowy fragment RNA na
krétkie, bezuzyteczne fragmenty, uwalniane z kompleksu
RISC. W konsekwencji zniszczony zostaje mRNA kodu-
jacy informacje o budowie okreSlonego bialka i biatko to
nie zostaje wytworzone.



Biologiczna rola interferencji RNA

Zjawisko interferencji RNA odgrywa bardzo wazna role
w hamowaniu ekspresji genéw w trakcie rozwoju emb-
rionalnego, podczas réznicowania si¢ odrgbnych typow
komorek, a takze w obronie komorek przed wirusami.
Wiele wiruséw posiada material genetyczny w postaci
podwojnoniciowego RNA. Jedli taki wirus zainfekuje
komorke, to uwalnia do niej swoj material genetyczny,
ktory moze by¢ wychwycony przez DICER. Interferencja
RNA chroni takze komorke przed transpozonami tj.
ruchomymi elementami genomu, ktére mogg przesuwac
si¢ wzdluz nici DNA. Z przemieszczaniem si¢ transpozo-
noéw mogg by¢ zwigzane bardzo powazne zmiany w DNA:
delecje, inwersje i duplikacje obejmujace nieraz bardzo
obszerne rejony i powodujace utrate funkcji niektérych
gendw, a takze wzmozona ekspresj¢ innych. Niektore
transpozony, aby si¢ powieli¢ i wbudowa¢ w nowe miej-
sce w genomie, muszg zostac¢ przekodowane na mRNA,
a pOzniej przepisane z powrotem na DNA. Dzi¢ki inter-
ferencji RNA komoérka moze doprowadzi¢ do degradacji
mRNA pochodzacego od transpozondw, a tym samym
uniknaé niebezpieczenstwa rearanzacji swojego geno-
mu.

Zastosowanie interferencji RNA w biologii
i medycynie

Zjawisko interferencji RNA stato si¢ dla biologdéw dosko-
nalym narzedziem do badania funkcji okreSlonych gendw
w komorce. Dzigki wprowadzeniu do komorki sztucznie
wytworzonego siRNA o sekwencji nukleotydéw homolo-
gicznej do sekwencji okreSlonego genu mozna w prosty
i szybki sposob zahamowac ekspresj¢ okreS§lonego genu
[3]- Taka metoda postepowanie jest szczegdlnie uzytecz-
na obecnie, kiedy poznano sekwencje genomoéw wielu
organizmow.

Poznanie procesu wyciszanie genow przez siRNA
stworzyto mozliwo§¢ opracowania nowych metod lecze-
nia wielu choréb [4]. Obecnie najbardziej zaawansowane
prace dotycza leczenia zwiazanego z wiekiem zwyrod-
nienia plamki ocznej [5, 6]. W badaniach klinicznych
fazy pierwszej (lek Cand 95) idrugiej (lek Sirna-027)
testowana jest przydatno§¢ tych lekow do zahamowania
tej choroby poprzez wyciszenie mRNA dla receptora
VEGF (vascular endothelial growth factor, naczyniowo-
srodbtonkowego czynnika wzrostu). Natomiast w fazie
przedklinicznej znajduja si¢ badania nad zastosowaniem
siRNA do walki z niektoérymi chorobami wirusowymi.
W doswiadczeniach in vitro, poprzez wprowadzenie
siRNA o sekwencji homologicznej do sekwencji geno-
mu wirusow HIV [7, 8], polio [9, 10] i wirusa zapalenia
watroby typu A [11], udalo si¢ na pewien czas powstrzy-
macé rozwdj tych wiruséw w komoérkach ludzkich. Z kolei,
w badaniach na myszach, dzigki odpowiednio przygoto-
wanemu siRNA, wyciszono gen kodujacy apolipoproteing
B - enzym, ktorego nadmiar prowadzi do powstania zbyt
duzej ilosci HDL (high density lipoprotein — lipoproteiny
o duzej gestosci) [12].

Takze w onkologii, naukowcy staraja si¢ opracowaé
nowe strategie terapii genowej, polegajace na wprowa-
dzeniu do komérek za pomoca wektoréw wirusowych
okreslonego rodzaju siRNA, hamujacego wzrost i roz-
woj nowotwordow [13]. W badaniach fazy przedklinicznej
sprawdzana jest przydatno$¢ iRNA do zahamowania
ekspresji gendw kodujacych biatka antyapoptotyczne,
takie jak: Bcl-2 [14, 15], K-ras [16], C-myc, Stat [17,
18] i surwiwiny [19-21]. Prowadzone s3 takze prace nad
zwickszeniem wrazliwoSci komoérek nowotworowych na
dzialanie cytostatykOw i promieniowania jonizujacego.
Dotycza one wygaszania aktywnosci genéw kodujacych
biatka opornosci wielolekowej z rodziny MDR (multi-
drug resistance protein) [22, 23], a takze bialek bioracych
udzial w naprawie DNA, takich jak P53, DNA-PK (kina-
za fosforanowa DNA) oraz biatek z rodziny ATM (ataxia
teleangiectasia (AT) mutated, bioracych udzial w naprawie
DNA, ktérych mutacje wykryto u chorych z zespofem AT)
[24, 25]. Wykazano takze zahamowanie wzrostu komorek
raka stercza przez degradacje mRNA odpowiedzialnego
za syntez¢ receptoréw androgenowych [26, 27].

Podsumowanie

Badania tegorocznych laureatéw Nagrody Nobla w dzie-
dzinie medycyny i fizjologii w znaczacy sposob przyczynity
si¢ do poznania zjawiska interferencji RNA. Jest to pro-
ces, w ktorym podwojnoniciowe fragmenty RNA hamuja
produkcje okre§lonych bialek. Giéwna rolg iRNA jest
regulacja aktywnoSci genéw w czasie wzrostu i rozwoju
komorki oraz jej obrona przed ,,wrogimi” genami (np.
wirusowymi). Zjawisko to moze znalez¢ zastosowanie
przy opracowaniu nowych sposobdw leczenia wielu roz-
nych choréb, m. in. pochodzenia wirusowego oraz nowo-
tworow.
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