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Znaczenie microRNA w terapii genowej

Wstep:

Terapia genowa definiowana jako dostarczanie do komorek kwasow nukleinowych
o wlasnosciach leczniczych wydaje sie jednym z najbardziej obiecujacych aspektow
medycyny molekularnej. Rewolucja w rozumieniu roli czasteczek RNA w biologii komorki
zainicjowana odkryciem zjawiska interferencji RNA (RNAi) w badaniach na nicieniu
Caenorhabditis elegans (1) zwrdcila uwage na potencjalne kliniczne zastosowania tych

molekut (2,3).
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Wiekszos¢ z dotychczasowych projektéw skupiona byla na zastosowaniu krétkich dwuniciowych
czasteczek RNA bioracych udziat w szlaku RNAi nazywanych siRNA (short interfering RNA),
powodujacych wyciszanie ekspresji pojedynczych gendéw przez degradacje transkryptéw o regionach
scisle komplementarnych do sekwencji siRNA (4).

Zupelnie nowe mozliwosci wydaje sie oferowac druga klasa malych niekodujgcych czasteczek RNA
nazwanych miRNA, bedacych endogennymi regulatorami ekspresji wielu gendw na poziomie
posttranskrypcyjnym. Od czasu odkrycia genu lin-4 w C. elegans w 1993 roku kodujacego pierwsze
poznane miRNA opisano niemal 10 000 miRNA (5) oraz oszacowano, iz nawet do 30% ludzkich
genow moze podlega¢ regulacji przez te krotkie czasteczki RNA (6). Rosnaca liczba doniesien
wskazuje na ich istotne znaczenie dla proceséw regulacji rozwoju i réznicowania, kontroli podziatéw
komoérkowych oraz apoptozy (7), a takze w patologii wielu schorzen (8). Ponizej opisany zostanie
mechanizm dziatania miRNA, ich znaczenie w rozwoju proceséw chorobowych oraz mozliwosci ich
wykorzystania dla potrzeb terapii genowe;j.

Biogeneza miRNA (Rys. 1):
(]

Dojrzate miRNA sa jednoniciowymi czasteczkami niekodujacego RNA o dtugosci ok. 22 nukleotyddw.
Geny dla miRNA ulegaja transkrypcji za posrednictwem czasteczek polimeraz RNA II lub III, tworzac
w jadrze diugie nici pri-miRNA, do kilku tysiecy nukleotydéw, ktére modyfikowane sa przez dodanie
czapeczki na koncu 5’ (MGpppG) oraz poliadenylacje na konicu 3’. pri-miRNA sa w jadrze
przeksztalcane przez kompleks enzymatyczny Drosha (o aktywnosci RNazy III) oraz biatka
wigzacego dwuniciowe RNA Pasha (u cztowieka DGCR8) do pre-miRNA o dtugosci ok. 70
nukleotydow, ktére posiadaja wewnatrzczasteczkowe regiony komplementarnosci powodujace
fatldowanie w struktury przypominajace spinke do wtoséw.

Molekutly pre-miRNA sa transportowane do cytoplazmy dzieki aktywnosci transportera eksportyny 5
wspoldziatajacego z biatkiem Ran wiazacym GTP. Nastepnie kolejny enzym o aktywnosci RNazy III
o nazwie Dicer tnie pre-miRNA do postaci dwuniciowych rybonukleotydow o dlugosci 18-24 reszt. Te
krotkie czasteczki ulegaja zatadunkowi do zwigzanego z miRNA kompleksu RISC (RNA-induced
silencing complex) zawierajacego m. in. bialka z rodziny Argonautéw. Jedna z nici dupleksu,
nazywana nicig wiodaca (guide strand), podlega preferencyjnej inkorporacji do kompleksu,
natomiast druga nazywana nicia pasazerska (passenger strand) jest degradowana. Dojrzate miRNA
w postaci nici wiodacej zasocjowanej z towarzyszacym wielobiatkowym kompleksem wigze sie do
docelowych transkryptow posiadajacych komplementarne sekwencje zwykle w rejonie 3’ UTR. Efekt
wiazania prawdopodobnie zalezy od stopnia komplementarnosci mRNA do dojrzatego miRNA,
catkowita lub niemal catkowita komplementarnos¢ skutkuje cieciem prowadzacym do degradacji
transkryptu, w przypadku niepeinej komplementarnosci dochodzi do represji translacji (9).
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Szlak biogenezy miRNA. Geny miRNA sa przepisywane z kodujacych je sekwencji w genomie
najczesciej przez polimeraze RNA II a powstate transkrypty pri-miRNA podlegaja modyfikacjom
konca 5’ (czapeczka) i 3’ (ogon poliadenylowy). Ulegaja one obrdébce przez biatka Drosha i Pasha
polegajacej na wycieciu rejonu o strukturze spinki do wtoséw, dzieki czemu powstaja czasteczki
pre-miRNA o dtugosci okoto 70 nukleotydow. pre-miRNA sa eksportowane z jadra przez transporter
jadrowy eksportyne 5 mechanizmem zaleznym od biatka Ran zwigzanego z GTP. W cytoplazmie
pre-miRNA ulega cieciu przez enzym Dicer do dwuniciowych czasteczek o dtugosci ok. 22
nukleotydéw. Termodynamicznie mniej stabilna z nici ulega inkorporacji do kompleksu RISC
(RNA-induced silencig complex). Wysoki stopien komplementarnosci transkryptu do zwiazanej
z RISC nici mi-RNA skutkuje degradacja transkryptu, natomiast czesciowa komplementarnos¢
powoduje zahamowanie translacji (9).

Roéznice pomiedzy miRNA a siRNA:

Druga wspomniana juz klasa krotkich niekodujacych RNA bioracych udziat w regulacji ekspres;ji
genow sa siRNA rozniace sie od miRNA gtéownie pochodzeniem. siRNA powstaja przede wszystkim
w wyniku ciecia dtugich dwuniciowych tancuchéw RNA lub diugich rejonéw o strukturze typu spinki
do wloséw, przewaznie egzogennego pochodzenia np. genoméw wirusowych, transpozonow.
Przeciwnie, miRNA sa pochodzenia endogennego, kodowane przez sekwencje prekursorow
w genomie i wydaja sie stanowi¢ istotniejszy mechanizm regulacyjny w warunkach fizjologicznych
(10).

Metody badania miRNA:

Wszystkie odkryte sekwencje miRNA sa umieszczane w powszechnie dostepnej internetowej bazie
danych o nazwie ,miRBase” (5), obecna 13. edycja bazy zawiera informacje o 9539 sekwencjach
(11).

Metody bioinformatyczne. Identyfikacja sekwencji kodujacych miRNA w genomie oraz
przewidywanie regulowanych przezen genéw docelowych mozliwe sa za pomoca narzedzi
bioinformatycznych. Wykorzystuja one zwykle trzy cechy miRNA: 1) pochodzenie z prekursorowych
transkryptow o di. 70-100 nukleotydow o strukturze spinek do wloséw, 2) wysoki stopien
konserwacji sekwencji pomiedzy spokrewnionymi ewolucyjnie gatunkami oraz 3) charakterystyczny
wzor ewolucyjnej dywergencji (12). Jeszcze wazniejszym zastosowaniem metod komputerowych jest
przewidywanie celéow dla konkretnych miRNA. Typowymi kryteriami uzywanymi przez te aplikacje sa:
stopienn komplementarnosci zasad ze szczeg6lnym uwzglednieniem wykrywania catkowitej lub
bliskiej catkowitej komplementarnosci w tzw. ,seed region”, ktéorym to terminem okresla sie
nukleotydy 2-8 od 5’ konca miRNA, stabilno$¢ termodynamiczna przewidywanego kompleksu
mRNA/miRNA, a takze poziom konserwacji ewolucyjnej miejsc wigzania miRNA w rejonie 3" UTR
genu w réznych gatunkach (12).

Badanie ekspresji miRNA. Podstawowa technika stosowana do okreslania poziomu ekspresji réznych
czasteczek miRNA w rdéznych typach préobek jest analiza mikromacierzy zawierajacych zwiazane do
stalego podtoza (zwykle na szklanej ptytce) komplementarne oligonukleotydy zoptymalizowane do
efektywnej i specyficznej hybrydyzacji z badanymi miRNA, mozliwe jest takze zastosowanie
hybrydyzacji w roztworze z wytapujacymi polistyrenowymi ziarnami pokrytymi zwigzanymi
oligonukleotydowymi sondami komplementarnymi do analizowanych miRNA z nastepcza analiza
powstatych hybryd przy pomocy wielokolorowego cytometru przeptywowego. Rozpoznany kolor



pozwala na okreslenie rodzaju miRNA, natomiast gestos¢ sygnatu odpowiada stezeniu miRNA.
Uzyskane wyniki analiz mikromacierzy potwierdza sie wykonujac juz komercyjnie dostepne testy
ilosciowej tancuchowej reakcji polimerazy poprzedzonej odwrotna transkrypcja (JQRT-PCR), testy te
umozliwiaja rowniez okreslanie poziomu pri-miRNA oraz pre-miRNA (13).

Najstarsza i wciaz stosowana technika jest analiza Northern Blot, obecnie wykonywana gtéwnie
w celu uzupetnienia i potwierdzenia rezultatéw technik wysokiej przepustowosci jak mikromacierze
i qRT-PCR (14). Weryfikacja regulowanych genéw badana jest przez kotransfekcje konstruktami
miRNA oraz mRNA z genem reporterowym np. lucyferazy i przewidywana sekwencja wigzania
miRNA w rejonie 3’ UTR. Hybrydyzacja in situ przy uzyciu specjalnych oligonukleotydowych sond
0 wysokim powinowactwie pozwala analizowa¢ wzory ekspresji miRNA na utrwalonych formaling
skrawkach oraz zatopionych w parafinie fragmentach tkanek (13).

Analiza funkcji miRNA. W przypadku nicieni oraz muszki owocowej dostepne sa knockout'’y
specyficznych genéw dla poszczegdlnych rodzin miRNA i mozliwe jest wnioskowanie o ich funkcjach
na podstawie zmienionych fenotypow. Zmodyfikowane antysensowne oligonukleotydy (ASOs) dla
inhibicji funkcji specyficznych miRNA wydaja sie by¢ skutecznym podejsciem w pracy z liniami
komoérkowymi. W przypadku badan in vivo wykazano efektywno$¢ modyfikowanych antysensownych
RNA (,antagomiréw”, (15)). W przypadku ssakow uzyskano do tej pory myszy z knockout’em enzymu
Dicer (16) oraz opublikowano pierwsze doniesienia o delecji genéw specyficznych miRNA w modelu
mysim (13). Duzym utrudnieniem dla badania roli konkretnych czasteczek miRNA jest regulowanie
przez pojedyncze miRNA wielu docelowych genow oraz wpltyw wielu miRNA na poziom ekspresji
pojedynczego genu. Ta, jak sie wydaje, skomplikowana sie¢ interakcji dopiero zaczyna by¢
rozwiklywana.

Rola miRNA:

Odkrycie miRNA zwigzane byto z badaniami procesu rozwoju i réznicowania, pézniejsze badania
ujawnity ich znaczenie w wielu procesach zarowno fizjologicznych, jak i chorobowych. Przypuszcza
sie, iz miRNA hamuja ekspresje genow, ktére powinny byé wyciszone w danym typie tkanki. mRNA
genow o wysokiej ekspresji, charakterystycznych dla danej tkanki badz typu komorek, zwykle
pozbawione sg miejsc wigzacych dla seed sequence takich regulatorowych miRNA. W ten sposéb
miRNA przyczyniaja sie do zapewnienia tkankowo specyficznego wzoru ekspresji genow (7).

Choroby nowotworowe. Badania wzoréw i poziomu ekspresji miRNA w komdrkach ludzkich
nowotworéw wykazaly specyficzne zmiany sugerujace, iz jedna z oznak postepujacych zmian
neoplastycznych jest deregulacja komérkowych miRNA powiazana z towarzyszacymi zmianami
genetycznymi i epigenetycznymi takimi jak delecje, amplifikacje, mutacje punktowe oraz zmiany
wzoru i poziomu metylacji DNA. miRNA moga petni¢ zaréwno funkcje genow supresorowych, jak
i onkogenow, a miRNA o roli w procesie transformacji nowotworowej okreslane sa jako oncomiRs.
Moga one wystepowa¢ w rejonach niestabilnych genetycznie i czesto ulegajacych delecjom
w komorkach rakowych, jak ma to miejsce w przypadku pierwszego bezposredniego powiazania
miedzy konkretnymi miRNA a fenotypem komdrek rakowych, ktérego dokonat zespo6t Calina i wsp.
dla miR-15 i miR-16 (17). Lokuja sie one w regionie 13q14, ktérego delecja wystepuje w ponad
potowie przypadkow przewleklej biataczki limfatycznej (CLL - chronic lymphocytic leukemia).
Poziomy ekspresji miR-15 i miR-16 pozostaja w odwrotnej korelacji do poziomu Bcl-2 w CLL
i wykazano, iz reguluja one ekspresje genu dla tego biatka na poziomie posttranskrypcyjnym.
Represja Bcl-2 przez miRNAs w liniach komoérek biataczkowych prowadzi do indukcji apoptozy,
z tego wzgledu te dwa miRNA wydaja sie dobrymi kandydatami dla terapii genowej nowotworéw
wykazujacych nadekspresje genu Bcl-2. (18).



Klaster miR-17-92 ma natomiast znaczenie dla rozwoju chtoniakow ztosliwych oraz rakéw ptuc
i funkcjonuje jako onkogen. W komorkach tych locus dla szesciu miRNA z tej grupy na chromosomie
13 ulega czesto amplifikacji powodujac ich podwyzszona ekspresje. Rola tych czasteczek polega
najprawdopodobniej na wspomaganiu proliferacji komdrek poprzez przestawienie réwnowagi
w ekspresji czynnikow transkrypcyjnych z rodziny E2F w strone sprzyjajacego podziatom E2F3, ze
zmniejszeniem poziomu pro-apoptotycznego E2F1 (18, 19).

Rodzina miRNA let-7 wykazuje charakter supresorowy. Czasteczkom tym przypisuje sie regulacje
ekspresji protoonkogenu biatka RAS, ktore jest zwigzana z btona czasteczka sygnatowa regulujaca
wzrost i roznicowanie komoérek. Mutacje wspomnianego onkogenu sg obecne w 15-30% wszystkich
ludzkich nowotwordw. Utrata miejsc wiazacych dla tej rodziny miRNA jest mechanizmem utraty
represji onkogenu Hmga2 (high mobility group A2) (20).

Sekwencje dla miRNA moga pozostawac pod kontrola genéw supresorowych, jak przypadku miR-34,
bezposrednio aktywowanego przez czynnik transkrypcyjny p53 po uszkodzeniu genomu.

Catlosciowe zmiany w ekspresji miRNA réwniez moga mieé¢ znaczenie w procesie nowotworzenia.
Badanie profilu ekspresji miRNA w 334 ludzkich rakach, liniach komoérek rakowych i préobkach
zdrowych tkanek wykazaty, iz catosciowy spadek poziomu wielu miRNA jest jedna z cech komoérek
rakowych (13). Fakt, iz najnizsza ekspresje wykazywaly komorki najstabiej zréznicowanych guzéw,
wskazuje na znaczenie matych RNA w procesie réznicowania i hamowania proliferacji. Kumar
i wspdétpracownicy wykazat, iz globalny spadek poziomu miRNA, ktéry moze by¢ wynikiem mutacji
enzymdéw niezbednych dla dojrzewania tych czasteczek jak Drosha i Dicer, w komdrce promuje
transformacje nowotworowa (21). Duze znaczenie miRNA w chorobach nowotworowych
predysponuje je jako cel terapeutyczny oraz narzedzie diagnostyczne i prognostyczne (13,12).

Uktad krwionosny. Niedawne badania wykazaly wysoki poziom ekspresji miRNA w komorkach
uktadu krwionos$nego - kardiomiocytach, komdérkach srédbtonka oraz miesni gtadkich naczyn. Duze
zainteresowanie nimi wynika z rosnacej liczby dowodéw na istotne funkcje regulacyjne w procesach
rozwoju, réoznicowania, proliferacji i apoptozy komodrek ukladu naczyniowego oraz modulacji
angiogenezy (22).

W 2005 roku opisano role miR-1 w réznicowaniu kardiomiocytéw. Gen dla tego miRNA pozostaje pod
bezposrednia kontrola regulatorow réznicowania w komoérkach miesniowych m. in. SRF-6w (serum
response factors), MyoD (myogenic differentiation factor D) i Mef2 (myocyte-enhancing factor 2)
i jego ekspresja jest istotna dla prawidtowego rozwoju serca (23).

W komorkach miesni gtadkich naczyn, wykazano natomiast pro-proliferacyjne i anty-apoptotyczne
wlasnosci miR-21. Jako prawdopodobne cele regulacyjne dla tego miRNA rozpoznano transkrypty
fosfatazy PTEN oraz Bcl-2 (10). Moze to mie¢ kliniczne znaczenie w przypadku podziatéw komoérek
miesni gtadkich prowadzacych do tworzenia warstwy neointimy w Scianach naczyn po angioplastyce,
co moze prowadzi¢ do restenozy (14).

Czasteczki miRNA, jak juz wyzej wspomniano, maja rowniez znaczenie dla procesu angiogenezy.
Komoérki ludzkiej linii sSrodbtonka zyly pepowinowej HUVEC (human umblilical vein endothelial cells)
sa cennym modelem angiogenezy in vitro ze wzgledu na zdolnos¢ tworzenia przypominajacych
kapilary struktur w odpowiedzi na czynniki stymulujace. Wzor ekspresji miRNA w tych komoérkach
zostal niedawno scharakteryzowany. Opisano 15 miRNA o wysokiej ekspresji (przede wszystkim
miR-221 i miR-222) posiadajacych jako cele mRNA dla receptorow gtéwnych pro-angiogennych
czynnikow wzrostowych (24, 25). Obnizenie poziomu enzymu Dicer w komoérkach srodbtonka



wplyneto na ekspresje kilku istotnych regulatoréw funkcji sSrodbtonka i angiogenezy m. in. Tiel, Tie2
VEGFR2, eNOS i IL-8. miRNA let-7f reguluje endogenny inhibitor angiogenezy trombospondyne-1.
W przypadku patologicznej angiogenezy towarzyszacej rozwojowi nowotwordw role przypisano
grupie miR-17-92, ktorej nadekspresja z uzyciem wektorow retrowirusowych przyspieszata
neowaskularyzacje guzow (10). Ponadto udzialt miRNA wykazano m. in. w regulacji proceséw
zapalnych w Scianach naczyn krwionosnych objetych miazdzyca (22), chorobie niedokrwiennej serca
oraz arytmiach (14).

Regulacja metabolizmu. Pierwsze doniesienia o roli miRNA w metabolizmie pochodza z obserwacji
mutantéw miR-14 Drosophila melanogaster, ktore charakteryzowaly sie powiekszonymi kroplami
lipidow w ciele tluszczowym, podstawowym miejscu gromadzenia ttuszczow u tych owadow (26).
W fizjologii ssakow wykryto natomiast role miR-375 kontrolujacego zalezna od glukozy sekrecje
insuliny przez regulacje genu miotrofiny. Inhibicja tego miRNA objawia sie wzmozonym
wydzielaniem insuliny, co umozliwia branie pod uwage tej czasteczki jako celu dla rozwoju nowych
strategii leczenia cukrzycy. Funkcja specyficznego dla komérek watroby miR-122 zostala zbadana
przez zastosowanie antysensownych oligonukleotydéw (ASOs), na podstawie analizy mikromacierzy
rozpoznano grupe gendéw o obnizonej ekspresji odpowiedzialnych za metabolizm lipidéw.
Zastosowanie ASOs skutkowalo podwyzszonym tempem oksydacji kwaséw tluszczowych oraz
obnizong synteza kwaséw ttuszczowych i steroli. Catkowite poziomy cholesterolu i triglicerydow
w osoczu byly obnizone w badanych myszach. W modelu otytosci u myszy (ob/ob) inhibicja miR-122
skutkowala ponadto obnizonym stluszczeniem watroby, stad proponowane wykorzystanie tych
obserwacji w leczeniu otytosci (15).

Infekcje wirusowe. Presja selekcyjna w ewolucji wielu wirusow dziatata w kierunku wyksztatcenia
strategii unikniecia aktywacji mechanizméw obronnych gospodarza. Wirusy o duzych genomach
koduja czesto specyficzne biatka inaktywujace systemy obronne komorki, m. in. odpowiedz
interferonowa oraz indukcje apoptozy. Wytaniajaca sie istotna rola miRNA w regulacji wielu gendéw,
w tym uczestniczacych w szlakach sygnalizacyjnych i reakcjach immunologicznych (7) pozwala
przypuszczac takze o ich znaczeniu dla rozwoju infekcji wirusowych. Nie powinien dziwic¢ fakt
wykorzystywania przez wirusy szlaku miRNA dla modulacji ekspresji istotnych dla zakazenia genéw
przez kodowanie wtasnych czasteczek miRNA w obrebie genomu wirusowego oraz wptyw na
komorkowe miRNA. Wirusowe miRNA moga posiadac kilka korzystnych dla patogenu charakterystyk,
przede wszystkim s, w przeciwienstwie do bialek, nieimmunogenne, ponadto relatywnie krotkie,
nawet ponizej 200 nukleotyddow/par zasad ze wszystkimi cis-kodowanymi sekwencjami
regulatorowymi, co jest duza zaleta w kontekscie ograniczonej pojemnosci wiekszosci genomow
wirusowych (27).

Ktore z wirus6w najprawdopodobniej korzystaja z wtasnych miRNA? Wiekszo$¢ wirusow RNA oraz
Pokswirusy (Poxviridae) nalezace do wirusow DNA przeprowadza replikacje w cytoplazmie co nie
pozwolitloby na obrébke potencjalnych miRNA w jadrze przez Drosha, ponadto ich wyciecie
doprowadzitoby do degradacji genomu wiruséw RNA. Istotnie miRNA wykryto jedynie w genomach
jadrowych wiruséw DNA, w tym wszystkich herpeswiruséw (28). Dobrze poznano funkcje miRNA
kodowanego przez wirus SV40 (simian virus 40), ktére hamuje ekspresje duzego antygenu T wirusa
w poéznych etapach infekcji, chroniac przed rozpoznaniem i liza zainfekowanych komoérek przez
cytotoksyczne limfocyty T (27, 28).

Specyficzna tkankowo ekspresja niektérych miRNA moze mieé¢ znaczenie dla tropizmu niektérych
wiruséw oraz sprzyja¢ infekcji, jak to ma miejsce w przypadku specyficznego dla hepatocytéw
miR-122. Interakcja tego miRNA z 5'UTR genomu wirusa zapalenia watroby typu C (HCV) sprzyja
replikacji wirusa (27, 28). Potencjat terapeutyczny miR-122 zostat rozpoznany przez firmy
farmaceutyczne Santaris i Regulus, ktore prowadza obecnie prace nad rozwojem metod leczenia



HCV opartych na inhibicji tego miRNA (29). Doktadniejsze poznanie znaczenia miRNA w chorobach
wirusowych z pewnoscia zaowocuje wkrétce rozwojem kolejnych metod leczenia opartych na tych
czasteczkach.

Strategie terapeutycznej modulacji miRNA:

Inhibicja dzialania miRNA. Dojrzate miRNA sg krotkimi tancuchami kwasu rybonukleinowego, ten
charakter biochemiczny determinuje tworzenie par zasad na zasadzie oddziatywan typu
Watson’a-Crick’a jako najkorzystniejszy sposéb zahamowania dziatania tych czasteczek. ASOs
wydaja sie najszybsza mozliwa do zastosowania metoda terapeutycznej inhibicji miRNA. Specyficzne
ASOs przeznaczone przeciwko czasteczkom miRNA, okreslane AMOs (anti-miRNA ASOs), byly
stosowane przez wiele grup do obnizania aktywnosci miRNA w badaniach na kulturach
komorkowych. Wykazano skutecznos¢ oligonukleotydéw z modyfikacjami cukru na pozycji 2’
(szczegodlnie 2’-O-metylo (2’-OMe), 2’-O-metoksyetylo (2’-MOE), 2’-fluoro (2’-F) i mostka tlenowego
miedzy pozycjami 2’ i 4’ (locked nucleic acids, LNA)), jak rowniez podstawienie atomu tlenu
w fosforanie szkieletu fosfocukrowego atomem siarki (30,31).

Podwyzszanie powinowactwa AMOs do miRNA wydawatoby sie pozytywnie wplywaé¢ na aktywnos¢
tych molekul, jednakze doktadniejsze zbadanie tego zwiazku nie wykazato silnej korelacji miedzy
powinowactwem, a rzeczywista skutecznoscia AMOs (32), wskazujac na znaczenie réwniez innych,
nie do konca jeszcze dobrze zdefiniowanych, parametréw. Sugerowano, ze AMOs moga obnizac
poziom dojrzatego miRNA, jednakze fakt zachodzenia tej degradacji jest do tej pory kontrowersyjny
(30,31). Pomimo doniesien o efektywnosci systemowego podania samych AMOs w roztworze soli
fizjologicznej (33), prébuje sie poprawiaé¢ biodystrybucje oligonukleotydéw przez zamykanie
w liposomach oraz sprzeganie z matoczasteczkowymi ligandami np. cholesterolem (15). O ile
sprzeganie wydaje sie by¢ atrakcyjna $ciezka w kierunku tworzenia eksperymentalnych terapii
bazujacych na AMOs, to kompleksy lipidowe zawierajace AMOs wykazuja ograniczenia zwigzane
z toksycznoscia, kosztami oraz ograniczona dystrybucja in vivo.

Wplyw na biogeneze miRNA. Globalne ograniczenie poziomu wszystkich miRNA moze by¢ osiagniete
przez zahamowanie procesu dojrzewania tych czasteczek przez inhibicje enzymoéw Drosha, Dicer lub
innych komponentow szlaku. Spodziewane sa jednak liczne plejotropowe efekty takiego podejscia.
Ponadto, dos¢ tagodne efekty obnizenia aktywnosci sktadnikéw szlaku biogenezy miRNA sugeruja, iz
czasteczki te charakteryzuja sie dos¢ duza stabilnoscia i dlugim czasem zycia w komorce, co
ogranicza mozliwo$¢ zastosowania takiej strategii w krotkoterminowej terapeutycznej modulacji
poziomu miRNA (30).

Metody suplementacji. W przypadku wielu schorzen, w szczego6lnosci nowotworow, obnizenie
poziomu pewnych miRNA przyczynia sie istotnie do rozwoju objawdéw patologicznych. Stad,
dostarczanie molekut mogacych petni¢ w komoérkach funkcje brakujacych czasteczek miRNA wydaje
sie mie¢ potencjat terapeutyczny. Najbardziej realne wydaje sie na chwile obecna zastosowanie
w tym celu czasteczek analogicznych do naturalnych produktéw ciecia przez Dicer i zblizonych
struktura do czasteczek siRNA. Zastosowanie takich czasteczek napotyka te same trudnosci, co
rozwijane lecznicze siRNA, przede wszystkim stabilnos$¢ i dostarczenie do réznych typow tkanek.
Niezbedne wydaja sie modyfikacje chemiczne stosowanych kwaséw nukleinowych, tak aby poprawic¢
stabilno$¢ w ptynach ustrojowych gtownie przez zabezpieczenie przed degradacja przez nukleazy,
a takze zapobiec szybkiemu usuwaniu z krwioobiegu przez filtracje w nerkach. Ochrone przed
nukleolitycznym trawieniem moga zapewnic liczne modyfikacje pozycji 2’ cukru (2’-OMe, 2’-MOE,
2’-F, LNA). Podstawienie czesci atomow tlenu siarka w szkielecie fosfocukrowym sprzyja wiazaniu
przez biatka osocza i opdznia usuwanie przez nerki (30). Poprawa pobierania preparatéw mozliwa



jest do osiagniecia przez sprzeganie z resztami takimi jak czasteczki cholesterolu (15). Skutecznym
podejsciem moze by¢ takze lokalne podanie terapeutycznych kwaséw nukleinowych, pierwsze préby
kliniczne zostaly juz przeprowadzone dla doocznego podawania siRNA przeciwko receptorowi dla
VEGF w leczeniu zwyrodnienia plamki zéttej zwiazanego z wiekiem (Age-related Macular
Degeneration, AMD) (34). Podawanie wziewne wykazato efekt terapeutyczny w leczeniu infekcji
wirusowych gérnego uktadu oddechowego (30). Ekspresja miRNA z wektorow wirusowych.
Odmiennym podejsciem do dostarczania terapeutycznych czasteczek miRNA do organizmu jest
umieszczenie kodujacych ich sekwencji w obrebie zmodyfikowanego genomu wirusowego stuzacego
jako wektor dla potrzeb terapii genowej. Zwykle polega to na wklonowaniu odpowiedniej kasety
ekspresyjnej zawierajacej sekwencje kodujaca krotka czasteczke RNA o strukturze spinki do wlosow
(short hairpin RNA, shRNA) pod promotorem dla polimerazy RNA II lub III. shRNA jest nastepnie
ciete przez Dicer i ulega zaladunkowi do RISC. Niewatpliwymi korzysciami ptyngcymi z takiej
strategii jest szansa uzyskania bardziej stabilnej i dtugotrwatej ekspresji bez koniecznosci
wielokrotnego podawania preparatow leczniczych miRNA, a takze mozliwos$¢ ekspresji wielu
czasteczek miRNA jednoczesnie (30,35). Przydatno$¢ zmodyfikowanych adenowirusow i wiruséw
zwigzanych z adenowirusami (Adeno-associated Viruses, AAV) do dostarczania transgenow do
komorek wielu tkanek zostata potwierdzona w licznych badaniach (36). Niestety wciaz podejscie to
napotyka ograniczenia zwigzane z odpowiedzia immunologiczna przeciwko adenowirusom oraz
ograniczong infekcja niektérych typoéw tkanek. W konstrukcji wektoréw tych typow mozliwe jest
wykorzystanie specyficznej dla danego typu komoérek badz tkanki ekspresji pewnych miRNA w celu
modyfikacji naturalnego tropizmu wiruséw. Przyktadowo dodanie sekwencji komplementarnej dla
specyficznego dla komoérek watroby miR-122 do genu E1A onkolitycznego wektora adenowirusowego
umozliwia redukcje replikacji wirusa w tych komérach oraz hepatotoksycznosci zwiazanej
z podaniem wektora, przy jednoczesnym zachowaniu zdolnosci do normalnej replikacji w pozostatych
typach komérek (37). W celu uzyskania myszy z obnizona ekspresja niektéorych genéw uzyto
natomiast lentiwiruséw do infekcji embrionalnych komérek macierzystych (38). Wyzsza stabilnosé¢
ekspresji z tych wektorow zwiazana z integracja do genomu niesie za soba jednak ryzyko
mutagenezy insercyjnej. Badania Grimm’a i wspdtpracownikéw (39) zwrdcity uwage takze na ryzyko
saturacji szlaku RNAi przez zastosowanie zbyt silnych promotoréw dla ulegajacych ekspresji
czasteczek shRNA. Eksportyna 5, bedaca czynnikiem limitujacym eksport pre-miRNA z jadra do
cytoplazmy wydaje sie mie¢ znaczenie w mechanizmie hepatotoksycznosci indukowanej podaniem
wektoréw z shRNA pod silnymi promotorami. Stad konieczno$¢ starannej optymalizacji konstrukcji
wektorow do terapeutycznego uzupeiniania niedoboréw ekspresji niektorych miRNA.

Podsumowanie:

Niedawne odkrycie znaczenia miRNA w regulacji ekspresji genow przyniosto fale zainteresowania
i intensywnych badan majacych na celu poznanie ich roli zaré6wno w warunkach fizjologicznych, jak
i patologicznych. Uzyskane wyniki daja nadzieje na mozliwo$¢ opracowania licznych zastosowan
terapeutycznych tych czasteczek szczegélnie w dziedzinie terapii genowej. Wcigz jednak pozostato
wiele do odkrycia w kwestii dokltadnego mechanizmu dziatania miRNA, jak i funkcji konkretnych
z nich. Z pewnoscia najwiekszy potencjal zdaje sie tkwi¢ w zdolnosci pojedynczego miRNA do
regulacji ekspresji wielu powiazanych genéw, co mogtoby prowadzi¢ do regulacji catych szlakow
sygnatowych, czy metabolicznych przy pomocy modulacji jednej lub kilku czasteczek np.
dostarczonych przez podanie w jednym wektorze wirusowym. Przy tym czasteczki te sa niewielkiej
dtugosci, co umozliwia modulacje krétkimi oligonukleotydami, badz inkorporacje do wektorow
uzywanych w terapii genowej. Wptyw na wiele docelowych mRNA stanowi¢ moze jednak rowniez
powazne utrudnienie w rozwoju lekéw opartych na miRNA ze wzgledu na spodziewane efekty
uboczne i jest przyczyna skupienia uwagi przemystu farmaceutycznego gtéwnie na czasteczkach
siRNA (40). Mimo to, nalezy spodziewac sie, iz optymalizacja kwestii dostarczania, wydajnosci,



stabilnosci i toksycznosci zaowocuje w najblizszych latach licznymi klinicznymi zastosowaniami
miRNA.

Autor: Kamil Kruczek.
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