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A génterápia lehetôsége a jelenlegi legérdekesebb témák
egyike. A DNS kettôs spirálszerkezet felfedezésének ötve-
nedik évfordulóján Watson kijelentette a Time magazin-
nak, hogy ötven éve a legérdekfeszítôbb projekt a geneti-
kai anyag szerkezetének a feltárása volt [1]. Ezzel kezdô-
dôen a génterápia a tudományos-fantasztikus irodalomból
a klinikai kezelések realisztikusan választható lehetôségé-
vé lépett elô. Bár az elsô klinikai kipróbálásokat súlyos,
nem kívánt események miatt betiltották: tízbôl két páci-
ensnél T-sejtes leukémia fejlôdött ki X-kapcsolt súlyos
kombinált immunhiány (X-linked severe combined im-

mune deficiency, X-SCID) kezelésére irányuló retrovírus
alapú génterápiát követôen [1]. Ennek ellenére az ameri-
kai Élelmiszer- és Gyógyszer-engedélyezési Hivatal (Food
and Drug Administration) több mint 169, különbözô fá-
zisokban lévô génterápiás klinikai kipróbálást tart nyilván
[2]. Az RNS-interferencia (RNSi), amelyet rövid interfe-
ráló RNS-k (siRNS-ek) segítségével végzünk, a génterápia
legígéretesebb területeinek egyikévé vált. Az siRNS-ek al-
kalmazásának lehetôségei a fertôzô és autoimmun beteg-
ségektôl a rosszindulatú daganatokig és genetikai rendel-
lenességekig terjedhetnek [3].
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Az RNS-interferenciával elért
géncsendesítés története és élettani
szerepe
Az RNS-interferencia (RNSi) a géncsendesítés egy típusa,
amit elôször növényekben [4] és gerinctelenekben [5] fi-
gyeltek meg. Növényekben az RNSi megvédi a génállo-
mányt a vírusoktól és a transzpozonoktól, de az emlôssej-
tekben betöltött szerepét még nem ismerjük teljesen.

Az RNS-interferenciát elôször a petúniában írták le [6].
Jorgensen és munkatársai kimutatták, hogy a kívülrôl bejut-
tatott molekulák képesek a gazdaszervezet génjeinek ex-
presszióját módosítani. Ezt a folyamatot „koszuppresszió-
nak” nevezték el. Késôbb Mello és munkatársai antiszensz
RNS-eket (asRNS-eket) alkalmaztak a Caenorhabditis ele-
gans hengeresféregben. Ez volt a géncsendesítés elsô állat-
modellje [7]. Megfigyelték, hogy ha a C. elegansba hosszú
kettôs szálú RNS-eket (double stranded RNA, dsRNS) jut-
tattak be, az a homológ hírvivô (messenger) RNS (mRNS)
célzott degradációját okozta. Továbbá a dsRNS szensz és
antiszensz RNS-szálainak egyszerre történô beadása akár
tízszer hatékonyabb csendesítést eredményezett, mint egy
szál egyedüli használata. Ezt az eljárást poszttranszkripciós
géncsendesítésnek (post-transcriptional gene silencing,
PTGS) nevezték el. Feltételezték még, hogy a PTGS a nö-
vényekben, gombákban és Drosophilában megfigyelt ko-
szuppresszió rokona [8]. Bár az RNSi alacsonyabb rendû
eukariótákban történô felfedezése nem váltott ki számotte-
vô érdeklôdést, az orvosbiológiai kutatás figyelme egy csa-
pásra az RNSi-re irányult, amikor felfedezték emlôssejtek-
ben való elôfordulását. Tuschl és munkatársai kimutatták,
hogy az RNSi emlôseredetû tenyésztett sejtekben siRNS-
ekkel kiváltható [9]. Mostanáig az siRNS-eket már sikeresen
alkalmazták géncsendesítésre számos állatmodellben, mint
például nematoda- [10], Drosophila- [11], hidra- [12], zeb-
radánió- [13], egér- [14, 15] és patkánymodellekben [16].

Az RNS-interferencia in vivo funkciója a gazdaszervezet
védelme vírusoktól és idegen génektôl, mivel a vírusok élet-
ciklusa során gyakran keletkeznek dsRNS-ek [17]. Az ide-
gen RNS-szekvenciák felismerése és hasítása a vírusos fertô-
zés gátlását eredményezi. Bár az RNSi a növényekben ôsi

vírusellenes védelem, még nem tisztázott, hogy az ilyen tí-
pusú PTGS-mechanizmusnak van-e szerepe az emlôssejtek
természetes vírusellenes védelmében vagy a génszabályozás
más folyamataiban.

Az RNSi biokémiai mechanizmusa

A hosszú dsRNS-eket a ribonukleázok Rnáz-III családjába
tartozó Dicer alakítja át siRNS-é. Az siRNS-eknek van egy
szabad 5’-foszfát végük, amit 19 bázispár (bp) hosszú kettôs
szálú RNS követ, a 3’ végen két párosítatlan nukleotidból ál-
ló túlnyúló résszel [18]. A felismert siRNS-ek beépülnek az
RNS indukálta csendesítô (RNA induced silencing complex,
RISC) több alegységbôl álló ribonukleoprotein-komplexbe.
A RISC-ben az siRNS-ek széttekerednek, szensz és anti-
szensz szálakra bomlanak. Az antiszensz szál irányítja a cél-
mRNS felismerését és hasítását. Az aktivált RISC tartalmazza
– az antiszensz RNS-szálat,
– továbbá egy fehérjét, amely homológ a növényi Argo-

naute géncsalád termékével (fehérjetermékek, amelyek
az RNSi-ben részt vevô RNS-kötô fehérjék),

– továbbá más, nem jellemzett faktorokat is tartalmaz,
amelyek közé tartozik egy, a cél-RNS hasításáért felelôs
endonukleáz.
Az mRNS elhasítása következtében a transzkripció és

transzláció teljes folyamata megszakad. Más szóval, a fehér-
jeszintézis a genom intaktsága mellett gátlódik (1. ábra).

Az RNSi élettartama

Az RNSi-vel végzett csendesítés nem teljes, ami azt jelenti,
hogy az eredmény a génexpresszió visszaszorítása (knock-
down) és nem a kiiktatása (knockout). Gyorsan osztódó sej-
tekben az siRNS transzfekciójának a transzfekció után 2–3
napig van maximális hatása, a csendesítô hatás maximum
egy hétig tart. A hatékony csendesítés elvesztése feltételez-
hetôen a sejtosztódásokkal bekövetkezô siRNS-hígulásnak
tudható be. A végállapotú differenciált sejtekben, mint pél-
dául a makrofágokban, az in vivo RNSi-hatások több napig
tartanak egyetlen dózis beadása után [19].
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1. ábra Adenovírus-vektorok szerkezete

ITR ITRE1 régió*
E3 régió* E4 régió*

Csomagolási jel Vírusgének
(kapszid fehérjék,

replikáció enzimei)

ITR = invertált terminális ismétlôdés, * = kivágható és/vagy beilleszthetô régió
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Bejuttatási stratégiák

Az RNSi-t alkalmazó terápia számára a bejuttatás még ko-
moly akadályt jelent, mivel az emlôssejtek sejtmembránja az
siRNS-ek számára nem átjárható, és a legtöbb in vitro kísér-
letben alkalmazott transzfekciós módszer nem alkalmazha-
tó in vivo. Továbbá a gyors vesekiválasztás miatt az siRNS-
ek in vivo felezési ideje nagyon rövid (a másodpercek/per-
cek tartományba esik). A szintetikus siRNS-ek bejuttatására
megoldás lehet az siRNS-prekurzorok expressziója vírusvek-
torokból, esetleg a komplexálás, vagy összekapcsolás hordo-
zó lipidekkel vagy fehérjékkel (2. ábra). Az siRNS-ek egy-
szerû peptidekhez kapcsolásáról kimutatták, hogy felerôsíti
az siRNS-ek sejtmembránon keresztüli transzportját [20].
A sejtspecifikus bejuttatás, amely során az siRNS-eket sejt-
felszíni receptorligandokhoz vagy antitestekhez kapcsoljuk,
lecsökkenthetné a potenciális toxicitást mind a virális, mind
a nem virális eredetû vektorrendszerekben.

Számos vírusalapú és nem vírusalapú expressziós rendszer
teszi lehetôvé az siRNS-ek sejtekbe juttatását, mint például
adenovírus, adenoasszociált vírus, onkoretrovírus, lentivírus-
vektorok, liposzómák, nanorészecskék vagy peptid-lipid
transzfekciós eljárások.

Vírusalapú bejuttatási stratégiák

Az újabb vírusalapú RNSi-vel végzett génterápiás kísérletek-
ben többfajta vírusvektort alkalmaztak, a leggyakoribbakat
(adenovírus-, adenoasszociált vírus-, retrovírus- és lentiví-
rusvektorokat) ebben a fejezetben tekintjük át.

Az adenovírus-vektorokat (AdV-k) gyakran alkalmazzák
génterápiás kísérletekben, sôt klinikai kísérletekben is. Az
AdV-knek számos elônye van:
– egyszerû nagy titerben elôállítani,
– viszonylag nagy méretû transzgént képesek a célsejtbe

juttatni (az AdV-k képesek több mint 30 kb méretû
transzgénnel in vivo transzdukálni sejteket),

– széles a sejttropizmusuk,
– nem épülnek be a gazdasejt genomjába,
– a géntranszfer nagy hatásfokú,
– az AdV-knek emberekben alacsony a patogenitása [21].

Szisztémás beadást követôen az adenovírusok perceken
belül felhalmozódnak a májban a szinuszoidális fenesztráci-
óknak köszönhetôen. Az AdV-k alkalmazásának fô hátránya
a transzgénexpresszió rövidsége (néhány naptól pár hétig
tart) és a vektorok által expresszált vírusfehérjék okozta
gyulladásos reakció. Ezek a vírusfehérjék röviddel a beadás
után stimulálják a veleszületett immunrendszert. Továbbá a
beadás után 2–7 nappal a vektor által kódolt MHC-prezen-
tált fehérjék beindítják a szerzett immunválaszt, általában
azt követôen, hogy a gazdasejtek antitesteket termeltek a ví-
rus kapszid antigénjei ellen [22].

Elôállíthatók olyan rekombináns adenovírus-vektorok,
amelyeknél a vírusgéneket az E1-, E2- és E3-régiókban vagy
az E4-régió és a vírusgenom vége közötti részben terápiás
célú szekvenciákkal helyettesítik.

Az egyik leggyakrabban alkalmazott adenovírus-vektor az
5. típusú adenovírus (Ad5). Az Ad5-bôl származik az adeno-
vírus-vektorok elsô és második generációja és az úgynevezett
nagy kapacitású vagy „kibelezett” vektorok. Az elsô generá-
ciós vektorokból kivágták az E1-régiót, a második generáci-
ós vektorokból az E1- mellett az E2- és/vagy az E4-régiókat
is. Az elsô generációs vektoroknak lehet további deletiója az
E3-régióban, amely régió a vírusreplikációért felel. A nagy
kapacitású (high capacity, HC) vagy „kibelezett” (gutted)
Ad-vektorokból hiányzik az összes kódoló vírusgén, csak az
invertált terminális ismétlôdéseket (inverted terminal repe-
ats, ITR-ek) és a csomagolási jelet (packaging signal) tartal-
mazzák, amirôl kimutatták, hogy in vivo csökkenti a toxici-
tást és az immunogenitást [23]. A replikációkompetens
(replication-competent, RC) Ad-vektorok az E1A- és E1B-
régiókban tartalmaznak deletiókat is, amelyek fehérjetermé-
kei (E1A, E1B) normális esetben megkötik és inaktiválják a
Retinoblastoma-proteint (Rb) és a p53-at, így aktiválva a
sejtciklust. Tehát az RC-Ad-vektorokat alkalmazhatjuk p53-
vagy Rb-negatív tumorokban [24].

Adenoasszociált vírus vektorok. A Dependovirus nemzet-
ség tagjai, az adenoasszociált vírusok (AAV) számára a rep-
likációhoz szükséges egy ún. segítô vírus, mint például ade-
novírus. Miután a gazdasejt sejtmagjába bekerül, az
AAV-nak kétfajta életciklusa lehet: a litikus és a lizogén út-
vonal. Az elsô a segítô vírussal fertôzött sejtekben fejlôdik
ki, míg a lizogén útvonal esetében nincs szükség a segítô ví-
rusra, és az AAV-genom beépül a 19. kromoszóma hosszú
karjára és ott marad látens alakban [25]. A gazdaszervezet
genomjába történô beépülése miatt az AAV-vektorokból
származó transzgénexpresszió akár 18 hónap hosszan is
tarthat (lásd késôbb). Az expresszió ezen hosszú élettarta-
ma kihasználható RNSi-ben, ha hosszú távú expresszió
szükséges.
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2. ábra A csendesítô mechanizmus: RNSi szintén inicializálható
kémiailag szintetizált siRNS-ek sejtekbe juttatásával.
Ezek a molekulák 19–21 bázispár méretû RNS-ek, ame-
lyek a célszekvenciával homológok
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AAV-vektorok birtokolják mind az adenovírus-, mind a
retrovírusvektorok elônyeit, amelyek a következôk:
– gének átvitele különbözô sejttípusokba, még osztódó és

nem osztódó sejtekbe is,
– széles gazdaválaszték,
– alacsony szintû immunválasz,
– génexpresszió megnyúlt élettartama (akár 18 hónappal

az rAAV injektálása után).
A retrovírusvektorral létrehozott géntranszfer vonzó az

orvosbiológiai kutatás számára, mivel a retrovírusoknak szá-
mos elônyük van a többi vírussal szemben. A retrovírus viri-
on körülbelül 80–100 nm átmérôjû, a gazdasejt plazma-
membránjából származó lipid-kettôsrétegbe burkolva.
A retrovírusok egyik legfontosabb elônye az, hogy képesek
a saját egyszálú RNS-genomjukat a gazdasejt genomjába
transzformálni. Ez a stabil integráció a célsejt genomjába
akár 8–9 kb idegen DNS tartós bevitelét teszi lehetôvé.
A retrovírusvektorok használhatók még rövidhajtû-RNS
(short hairpin RNA, shRNS) bejuttatására RNS-polimeráz-
III- (Pol-III-) promóter, mint például U6 vagy H1 (lásd
alább) szabályozása alatt.

A replikációra képtelen retrovírusokból hiányzik az
összes vírusgén, a vírus elôállításához szükségük van csoma-
goló sejtvonalra vagy segítô vírusra (helper virus). A hibás
replikációjú retrovírusvektorok nagy elônye a transzgén na-
gyobb mérete és az enyhébb immunválasz. A retrovírust al-
kalmazó génterápiás kísérletek egyik fô hátránya a transzgén
beillesztése során potenciálisan fellépô mutagenezis. Egy
retrovírusgenom aktívan átíródó génekbe és/vagy protoon-
kogénekbe integrálása rosszindulatú daganatokhoz vezet-
het, mint például az X-kromoszómához kötött súlyos kom-
binált immunhiányosság kifejlôdése (X-linked severe
combined immune deficiency, X-SCID) retrovírust alkalma-
zó génterápiás kezelés után tíz páciensbôl kettônél [26].
A retrovírusok azon képessége, hogy visszaalakulhatnak rep-
likációra képes retrovírusokká (replication-competent retro-
virus, RCR), azt jelenti, hogy a gazdasejt genomjába történô
véletlenszerû retrovírus-integráció következtében lehetôvé
válik a daganatok elôfordulása és az onkogénaktiválódás (in-
sertiós mutagenezis).

A hatékony fertôzéshez számos vírusfajtánál szükséges a
sejtosztódás, így a nem osztódó sejteket általában nehéz
transzdukálni. A retrovírusok egyik alosztálya, a Lentivíru-
sok családja képes megfertôzni nem osztódó sejteket, és ké-
pes a transzgének hosszú távú expresszióját fenntartani.
A tudomány jelenlegi állása szerint már sikeresen transzfek-
táltak lentivírusvektorokkal számos sejttípust. Népszerûvé
teszi a lentivírusvektorokat a génterápiás kísérletekben az a
képességük, hogy a gazda genomjába stabilan integrálód-
nak. Az adenovírus-transzgénexpresszió 6 hetével szemben
a lentivírus-expresszió akár 6 hónap is lehet.

A vírusvektorok segítségével végzett génterápiát össze-
foglalva, a fentebb említett összes vírusvektort már alkal-
mazták RNSi-re. Mindegyik kísérlet fô része a megfelelô
vektorrendszer kiválasztása volt. A szövetspecifikus promó-
terek és a célsejtek felszínén található specifikus receptorok
ellen irányított vírusantigének széles skálája következtében

szinte minden sejttípust transzdukálhatunk vírusvektorok-
kal. Továbbá a vírusvektorokat egyszerû elôállítani és alkal-
mazni. Ha stabil transzgénexpresszióra van szükségünk, ret-
rovírus- és AAV-vektor-rendszereket kell alkalmaznunk. Az
összes többi vektorból származó expresszió csak átmeneti.
A vírusvektorok egyik fô hátránya a gazdaszervezet immun-
válasza és a vírust semlegesítô antitestek termelôdése rövid-
del a vírusvektor elsô beadása után, ami megakadályozza a
virális vektor azonos szerotípusának ismételt alkalmazását.
Ennek a problémának a megoldásában segíthet a vírusanti-
gének változtatása. A gazdatropizmus szélesítésére vagy szû-
kítésére alkalmazhatjuk a pszeudotipizálást és a vírus burká-
nak módosítását.

Nem vírusalapú bejuttatási stratégiák

Amint az feljebb látható, a vírusvektorok számos esetben
nem alkalmazhatók. Ilyenkor meg kell fontolni a nem víru-
sos bejuttatási módszereket. Számos stratégia létezik haté-
kony nem vírusos bejuttatás elérésére mind in vitro, mind in
vivo.

Az siRNS-ek in vivo bejuttatásából származó gyógyásza-
ti elônyt egereken már igazolták. Szintetikus siRNS-ek in vi-
vo sejtbe juttathatók módosított „hidrodinamikus transzfek-
ciós eljárással”, egy nagynyomású injektáló módszerrel,
amelyet eredetileg antiszensz oligonukleotidok és plazmid-
DNS bejuttatására dolgoztak ki. Rágcsálóknál a hidrodina-
mikus kezelésre a farok vagy a hímvesszô vénáit alkalmaz-
hatjuk. Amikor az siRNS-eket gyorsan (másodpercek alatt),
nagy térfogatban (az állat keringô vértérfogatának 50–
100%-át) intravénásan injektáljuk, a folyadék feltorlódik a
vena cava vénás rendszerében, és olyan magas vénás és kapil-
láris nyomást hoz létre, amely átpréseli az siRNS-eket a bô
vérellátású parenchimás szervek (máj, vese, stb.) endothel
rétegén [19]. Korábbi kísérletekben hidrodinamikus keze-
lést követôen egerek májában a hepatocyták körülbelül 90%-
a felvette az siRNS-t, ami a Fas-apoptózis-receptor ex-
presszióját 80–90%-ban gátolta [15].

Bár egerekben hatékony, a hidrodinamikus kezelés nem
alkalmazható humán klinikumban. Esetleg megfelelô alter-
natíva lehet az siRNS helyi bejuttatása szövetekbe kisebb
térfogatú injekcióval vagy helyi (szervspecifikus) vénák katé-
terezésével. Már számos kísérletben bizonyították, hogy az
siRNS-ek bejuttathatók a központi idegrendszerbe [27], a
szubretinális térbe [28] és a peritonealis üregbe [29], ahol ki
is fejtik hatásukat.

Az siRNS-ek sejtekbe történô bejuttatását megvalósít-
hatjuk rövidhajtû-RNS-eket (short hairpin RNS, shRNS)
expresszáló plazmidokkal is. A sejtek sikeres transzfekció
után elkezdik termelni a kódolt shRNS-t. Az shRNS-ek rö-
vid, speciális szerkezetû RNS-ek: szensz szál – hajtûkanyar
(5–9 bp) – komplementer antiszensz szál. Az shRNS szinté-
zisét követôen a hajtût a termelô sejtben található Dicer ha-
sítja, az eredmény siRNS (3. ábra). Mivel ez a folyamat a
sejtek belsejében történik, és az shRNS-rendszerek (shRNS-
t kódoló plazmidok) jóval stabilabbak biológiai folyadékok-
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ban, mint az siRNS-ek [30], a csendesítési hatékonyság fel-
erôsödik. Bizonyos szövetekben vagy sejttípusokban úgy ér-
hetjük el az shRNS-k expresszióját, hogy az shRNS-eket
szövetspecifikus vagy indukálható promóterrel rendelkezô
plazmidokban expresszáljuk.

Az siRNS-sel végzett géncsendesítés
lehetséges mellékhatásai

Az siRNS-ek nagy koncentrációban való alkalmazása az in-
terferonrendszer aktiválásához vezethet, vagy elôfordulhat,
hogy a célgénen kívül más géneket is elcsendesít (off-target
hatás).

Interferonválasz

A duplex RNS-molekulák a sejtek citoplazmájában mélyre-
ható élettani reakciót válthatnak ki. Egyetlen dsRNS-mole-
kula (amely a legtöbb vírusfertôzés esetén kialakul) elég ah-
hoz, hogy indukálja az interferonok (IFN) szintézisét. Az
interferonok többfunkciós citokinek, amelyek a gazdaszer-
vezet immunológiai funkcióit modulálják, és képesek gátol-
ni a tumorsejt-növekedést és a vírusreplikációt. A legtöbb
dsRNS vagy vírusfertôzés az I. típusú IFN-okat indukálja,
ezek az IFN-α és az IFN-β.

A citoplazmában található dsRNS aktiválja a dsRNS akti-
válta fehérje-kináz-R-t (protein kinase-R, PKR). A dsRNS
PKR-hez kötôdése a PKR autofoszforilációjához vezet. Az
aktiválást követôen két reakcióút ismert a PKR-tôl kiindulva.

Az elsô reakcióút során az aktivált PKR aktiválja a nukleá-
ris (transzkripciós) faktor (NF)-κB-t az IκB-regulátor-fehérje
foszforilálásával. Az aktivált NF-κB transzlokálódik a sejtmag-
ba, és aktiválja a promóter régióikban NF-κB-kötôhellyel
rendelkezô gének transzkripcióját [31], ezek közül is leg-
gyakrabban az IFN-β génjét.

Az aktivált PKR-tôl ismert másik reakcióút a transzlációs
elongációt iniciáló faktor-α alegységének (EIFα) a foszforilá-
ciója. Az EIFα foszforilációjának hatására gátlódik a transz-
láció és ezzel a sejt teljes (nem specifikus) fehérjeszintézise.
A vírusellenes válasz részeként a dsRNS-ek aktiválják a 2’,5’-
oligoadenilát-szintetázt (2’,5’-oligoadenylate synthetase,
OAS), ami az ATP hosszú oligoadenilát-láncokká történô
feldarabolása révén aktiválja a ribonukleáz-L-t (RNázL). Az
aktív RNázL lebontja a nem specifikus celluláris RNS-eket,
így felfüggeszti a vírusfertôzést.

Az IFN-válasz kiváltásának PKR-független útján a
dsRNS közvetlenül is aktiválhatja az IFN-ek expresszióját.
A szintézist követôen a sejt környezetébe bocsájtja az
IFN-eket (parakrin hatás). A kiválasztott IFN-ek a kör-
nyezô sejtekben indukálják az IFN-stimulált géneket
(ISG-k) [32].

Az siRNS-kísérletek elsô éveiben azt gondolták, hogy az
siRNS-ek túl kicsik ahhoz, hogy interferonválaszt indukálja-
nak. Sledz és munkatársai felfedezték, hogy a különbözô cél-
gének ellen tervezett siRNS-ek interferonválaszt aktiváltak in
vitro [33]. Fish és munkatársai megfigyelték, hogy 21 nt
hosszúságú shRNS-szekvenciákat expresszáló lentivírusvek-
torokkal fertôzött sejtekben az OAS1-gén indukálódott
[34]. Ugyanakkor, saját kísérleteinkben 2 különbözô siRNS-
t alakalmazva nem találtunk emelkedést az OAS1 expresszi-
ójában in vivo.
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A célgéneken kívüli csendesítés
(off-target silencing)

Az siRNS és a cél-mRNS közötti tökéletes bázispárosítás
következtében a csendesítés specifikus. Megfigyelték azon-
ban [35], hogy az siRNS-ek magas koncentrációja képes cél-
géneken kívüli más gének csendesítésére is (off-target silen-
cing). A célponton kívüli csendesítés azt jelenti, hogy az
siRNS nemkívánatos módon, csak részlegesen komplemen-
ter szekvenciákat is gátol. A multiplex endokrin neoplázia 1-
(MEN1-) gén ellen célzott tíz siRNS-bôl a négy leghatéko-
nyabb közül egy fokozta a p53- és a p21-expressziót, egy
másik siRNS csökkentette a p21 mennyiségét, míg további
kettô nem okozott jelentôs változást a p53- és p21-szintek-
ben az áltranszfektált sejtekhez képest. Az siRNS-ek 10 nM-
re titrálása csökkentette a MEN1-gén csendesítését, de nem
szüntette meg a p53-ra és a p21-re gyakorolt nem specifikus
hatást [36]. Következésképpen, a célgénen kívüli csendesítés
hatását már alacsony koncentrációjú siRNS is kiválthatja.
A probléma megoldható az siRNS-ek gondos tervezésével
és/vagy különbözô siRNS-szekvenciák tesztelésével, hogy
kiválasszuk a legjobb célspecifikus/célon kívüli profillal ren-
delkezô szekvenciát.

Sledz és munkatársai megfigyelték, hogy hosszú, 500 bp
méretû dsRNS-ek (amelyek megtalálhatók Drosophilában és
hengeresféregben) a PKR aktiválásával képesek nem specifi-
kus szuppressziót létrehozni (a nem specifikus szuppresszió
PKR-hiányos sejtekben 25%-os volt, a vad fenotípusú sejtek
75%-ával szemben) [33].

Jackson és munkatársai megfigyelték, hogy emlôssejtte-
nyészetben az eredeti siRNS-koncentráció ezredére csök-
kentése sem szüntette meg teljesen a célgénen kívüli csen-
desítést. Továbbá olyan nem célzott gének csendesítése,
amelyek az siRNS csak tizenegy folyamatosan illeszkedô
nukleotidját tartalmazták, elég volt a célponton kívüli csen-
desítés kiváltásához [37]. A nem szekvenciaspecifikus (célon
kívüli) csendesítés problémájának megoldása a különbözô
szekvenciák in vivo (állatmodellekben végzett) tesztelése
lehet.

Az RNSi gyógyászati alkalmazása

A genetikai anyagban elôforduló bármilyen elváltozás a gén-
csendesítés célpontja lehet. A genetikai elváltozások mellett
RNSi-vel szintén kezelhetünk fertôzéseket (mind akut,
mind krónikus), neurodegeneratív betegségeket és rosszin-
dulatú daganatokat (lásd késôbb). A fulmináns hepatitis
mérsékelése [15], ischaemiareperfusio utáni vesekárosodás
[16], gyulladás [29] vagy bakteriális szeptikus sokk [38]
szintén gátolható siRNS-ekkel.

Az RNSi-t alkalmazó terápia segítségével eddig kezelt ví-
rusos fertôzések magukban foglalják a következôket: hepati-
tis-C vírus [39] indukálta májbetegség, súlyos akut légzési
szindróma (severe acute respiratory syndrome, SARS) [40],
humánpapillomavírus-fertôzésre (HPV) visszavezethetô tu-
morgenezis [45], vírusos influenza [41], HIV-1 [42] és szá-

mos további vírusfertôzés. Kimutatták, hogy az RNSi számos
más intracelluláris patogén ellen is hatékony, például a Myco-
bacterium [43] és a Trypanosoma [44] ellen. Az RNSi helyi
siRNS-injektálással alkalmazható a tumornövekedés lassításá-
ra [45], az áttétképzôdés, illetve a rák vascularisatiójának gát-
lására is. Az RNSi-t mind in vitro, mind in vivo sikeresen al-
kalmazták rosszindulatú daganatok ellen. Az siRNS-eket és
shRNS-eket alkalmazták az agy- [46], mell- [47] és petefé-
szektumorok [48] állatmodelljeiben. Neurodegeneratív be-
tegségek szintén lehetnek az RNSi gyógyászati célpontjai, mi-
vel a mutáns gének csendesítése lassíthatja számos progresszív
neurodegeneratív betegség kifejlôdését, mint például az Alz-
heimer-kórt [49] vagy a Huntington-kórt [50].

Az RNSi-t alkalmazó terápia szerepe óriási mértékben
nôtt. Jelenleg a legfontosabb kérdés az siRNS-eknek a terá-
piás hatás helyére való juttatása. Klinikai vizsgálatok várható-
ak fertôzô, örökletes, neurodegeneratív és rákos betegségek
siRNS-ekkel történô kezelésére.
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