m OSSZEFOGLALO REFERATUMOK =

SiRNS-technologia, a jovo génterapiaja?
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A genetikaban Uj korszak kezd6dott 17 éve, amikor a petiiniaban felfedezték a koszuppressziot. Kés6bb a koszuppressziot
azonositottak a novényekben és alacsonyabb rendl eukariotakban megfigyelt RNS-interferenciaval (RNSi). Bar a nové-
nyekben ez Gsi virusellenes gazdaszervezeti védekez6mechanizmus, emlésokben az RNSi élettani szerepe még nincs telje-
sen tisztazva. Az RNSi-t rovid kettds szald interferald RNS-ek (short interfering RNA, siRNS) iranyitjak. A jelen cikkben
osszefoglaljuk az RNSi torténetét és mechanizmusat, az siRNS-ek szerkezete és hatékonysaga kozotti Osszefliggéseket, a
célsejtbe valo bejuttatas virdlis és nem viralis modjait. Az siRNS-ek klinikai alkalmazasanak legfontosabb akadalya az i vi-
vo alkalmazas. Bar a hidrodinamikus kezelés allatokban hatékony, embereknél nem alkalmazhaté. Lehet&séget jelent viszont
a szervspecifikus katéterezés. A szintetizalt siRNS-ek ismert mellékhatasait szintén targyaljuk. Bar a génterapia ezen 1j te-
riilletén szamos problémaval kell szembenézni, a sikeres i vitro & in vivo kisérletek reményt jelentenek emberi betegségek
siRNS-sel torténd kezelésére.
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SiRNA technology, the gene therapy of the future? A new era in genetics started 17 years ago, when co-suppression in
petunia was discovered. Later, co-suppression was identified as RNA interference (RNAi) in many plant and lower eu-
karyote animals. Although an ancient antiviral host defense mechanism in plants, the physiologic role of RNAi in mam-
mals is still not completely understood. RNAI is directed by short interfering RNAs (siRNAs), one subtype of short dou-
ble stranded RNAs. In this review we summarize the history and mechanisms of RNAi. We also aim to highlight the
correlation between structure and efficacy of siRNAs. Delivery is the most important obstacle for siRNA based gene ther-
apy. Viral and nonviral deliveries are discussed. In vivo delivery is the next obstacle to clinical trials with siRNAs. Although
hydrodynamic treatment is effective in animals, it cannot be used in human therapy. One possibility is organ selective
catheterization. The known side effects of synthesized siRNAs are also discussed. Although there are many problems to
face in this new field of gene therapy, successtul 7 vitro and in vivo experiments raise hope for treating human disease with

siRNA.
Keywords: RNA interference (RNAi), short interfering RNA (siRNA), delivery, human gene therapy
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A génterapia lehetésége a jelenlegi legérdekesebb témak
egyike. A DNS kett6s spiralszerkezet felfedezésének otve-
nedik évfordulojan Watson kijelentette a Time magazin-
nak, hogy 6tven éve a legérdekfeszit6bb projekt a geneti-
kai anyag szerkezetének a feltarasa volt [1]. Ezzel kezdG-
déen a génterapia a tudomanyos-fantasztikus irodalombol
a klinikai kezelések realisztikusan valaszthato lehetGségé-
vé 1épett el6. Bar az els6 klinikai kiprobalasokat sulyos,
nem kivant események miatt betiltottak: tizb&l két paci-
ensnél T-sejtes leukémia fejlodott ki X-kapesolt sulyos
kombinalt immunhiany (X-linked severe combined im-

mune deficiency, X-SCID) kezelésére iranyul6 retrovirus
alapu génterapiat kovetGen [1]. Ennek ellenére az ameri-
kai Elelmiszer- és Gyogyszer-engedélyezési Hivatal (Food
and Drug Administration) tobb mint 169, kiilénb6z6 fa-
zisokban 1évG génterapias klinikai kiprobalast tart nyilvan
[2]. Az RNS-interferencia (RNSi), amelyet révid interfe-
ral6 RNS-k (siRNS-ek) segitségével végziink, a génterapia
legigéretesebb teriileteinek egyikévé valt. Az siRNS-ek al-
kalmazasanak lehetOségei a fert6z6 és autoimmun beteg-
ségektdl a rosszindulati daganatokig és genetikai rendel-
lenességekig terjedhetnek [3].
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Az RNS-interferenciaval elért
géncsendesités torténete és élettani
szerepe

Az RNS-interferencia (RNSi) a géncsendesités egy tipusa,
amit el6szor novényekben [4] és gerinctelenekben [5] fi-
gyeltek meg. Novényekben az RNSi megvédi a génallo-
manyt a virusoktol és a transzpozonoktol, de az emlGssej-
tekben betoltott szerepét még nem ismerjiik teljesen.

Az RNS-interferenciat el6szor a petiniaban irtak le [6].
Jorgensen és munkatarsai kimutattak, hogy a kiviilrél bejut-
tatott molekulak képesek a gazdaszervezet génjeinek ex-
pressziojat modositani. Ezt a folyamatot ,,koszuppresszio-
nak” nevezték el. Kés6bb Mello és munkatarsai antiszensz
RNS-cket (asRNS-eket) alkalmaztak a Caenorbabditis ele-
gans hengeresféregben. Ez volt a géncsendesités elsé allat-
modellje [7]. Megfigyelték, hogy ha a C. elegansba hossza
kett6s szalt RNS-eket (double stranded RNA, dsRNS) jut-
tattak be, az a homolog hirvivé (messenger) RNS (mRNS)
célzott degradacidjat okozta. Tovabba a dsRNS szensz és
antiszensz RNS-szilainak egyszerre torténé beadasa akar
tizszer hatékonyabb csendesitést eredményezett, mint egy
szal egyediili hasznalata. Ezt az eljarast poszttranszkripcios
géncsendesitésnek  (post-transcriptional gene silencing,
PTGS) nevezték el. Feltételezték még, hogy a PTGS a no-
vényekben, gombakban és Drosophilaban megfigyelt ko-
szuppresszio rokona [8]. Bar az RNSi alacsonyabb rendd
eukariotakban torténd felfedezése nem valtott ki szamotte-
v6 érdekl6dést, az orvosbiologiai kutatas figyelme egy csa-
pasra az RNSi-re iranyult, amikor felfedezték emlGssejtek-
ben valo el6fordulasat. Tuschl és munkatarsai kimutattak,
hogy az RNSi eml6seredeti tenyésztett sejtekben siRNS-
ekkel kivalthat6 [9]. Mostanaig az siRNS-eket mar sikeresen
alkalmaztak géncsendesitésre szamos allatmodellben, mint
példaul nematoda- [10], Drosophila-[11], hidra- [12], zeb-
radanio- [13], egér- [14, 15] és patkanymodellekben [16].

Az RNS-interferencia ¢n vivo funkcidja a gazdaszervezet
védelme virusoktol és idegen génektdl, mivel a virusok élet-
ciklusa soran gyakran keletkeznek dsRNS-ek [17]. Az ide-
gen RNS-szekvenciak felismerése és hasitasa a virusos ferto-
z¢és gatlasat eredményezi. Bar az RNSi a novényekben 6si

virusellenes védelem, még nem tisztazott, hogy az ilyen ti-
pustt PTGS-mechanizmusnak van-e szerepe az emlGssejtek
természetes virusellenes védelmében vagy a génszabalyozas
mas folyamataiban.

Az RNSi biokémiai mechanizmusa

A hosszt dsRNS-cket a ribonukleazok Rnaz-III csaladjaba
tartozé Dicer alakitja at siRNS-¢é. Az siRNS-eknek van egy
szabad 5’-foszfat végiik, amit 19 bazispar (bp) hossz kettds
szali RNS kovet, a 3’ végen két parositatlan nukleotidbol al-
16 talnyulo résszel [18]. A felismert siRNS-ek beépiilnek az
RNS indukalta csendesité (RNA induced silencing complex,
RISC) t6bb alegységbdl allod ribonukleoprotein-komplexbe.

A RISC-ben az siRNS-ck széttekerednek, szensz és anti-

szensz szalakra bomlanak. Az antiszensz szal iranyitja a cél-

mRNS felismerését és hasitasat. Az aktivalt RISC tartalmazza

— az antiszensz RNS-szalat,

— tovabba egy fehérjét, amely homoldg a novényi Ango-
naute géncsalad termékével (fehérjetermékek, amelyek
az RNSi-ben részt vevé RNS-kot6 fehérjék),

— tovabba mas, nem jellemzett faktorokat is tartalmaz,
amelyek kozé tartozik egy, a cél-RNS hasitasaért felelés
endonukleaz.

Az mRNS eclhasitasa kovetkeztében a transzkripcid és
transzlacio teljes folyamata megszakad. Mas szoval, a fehér-
jeszintézis a genom intaktsiga mellett gatlodik (1. abra).

Az RNSi élettartama

Az RNSi-vel végzett csendesités nem teljes, ami azt jelenti,
hogy az eredmény a génexpresszio visszaszoritasa (knock-
down) és nem a kiiktatasa (knockout). Gyorsan osztoédo sej-
tekben az siRNS transzfekcidjanak a transzfekcié utan 2-3
napig van maximalis hatsa, a csendesité hatds maximum
egy hétig tart. A hatékony csendesités elvesztése feltételez-
het6en a sejtosztodasokkal bekovetkez6 siRNS-higulasnak
tudhato be. A végallapota differencialt sejtekben, mint pél-
daul a makrofagokban, az iz rivo RNSi-hatasok tobb napig
tartanak egyetlen dozis beadasa utan [19].
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Bejuttatdsi stratégidk

Az RNSi-t alkalmaz6 terapia szamara a bejuttatds még ko-
moly akadalyt jelent, mivel az eml&ssejtek sejtmembranja az
siRNS-ck szamara nem atjarhato, és a legtobb in vitro kisér-
letben alkalmazott transzfekciés modszer nem alkalmazha-
tod in vivo. Tovabba a gyors vesekivalasztas miatt az siRNS-
ek in vivo felezési ideje nagyon rovid (a masodpercek/per-
cek tartomanyba esik). A szintetikus siRNS-ek bejuttatasara
megoldas lehet az siRNS-prekurzorok expresszidja virusvek-
torokbol, esetleg a komplexalas, vagy dsszekapcsolas hordo-
z6 lipidekkel vagy fehérjékkel (2. abra). Az siRNS-ek egy-
szerd peptidekhez kapcsolasarol kimutattak, hogy felerdsiti
az siRNS-ek sejtmembranon keresztiili transzportjat [20].
A sejtspecifikus bejuttatds, amely soran az siRNS-eket sejt-
telszini receptorligandokhoz vagy antitestekhez kapcsoljuk,
lecs6kkenthetné a potencilis toxicitast mind a viralis, mind
a nem viralis eredet vektorrendszerekben.

Szamos virusalapu és nem virusalapt expresszios rendszer
teszi lehetévé az siRNS-ek sejtekbe juttatasat, mint példaul
adenovirus, adenoasszocialt virus, onkoretrovirus, lentivirus-
vektorok, liposzomak, nanorészecskék vagy peptid-lipid
transzfekcios eljarasok.

Virusalapu bejuttatasi stratégiak

Az Gjabb virusalapt RNSi-vel végzett génterapias kisérletek-
ben tobbfajta virusvektort alkalmaztak, a leggyakoribbakat
(adenovirus-, adenoasszocialt virus-, retrovirus- és lentivi-
rusvektorokat) ebben a fejezetben tekintjiik at.

Az adenovirus-vektorokat (AdV-k) gyakran alkalmazzak
génterapias kisérletekben, sot klinikai kisérletekben is. Az
AdV-knek szamos elénye van:

— egyszerd nagy titerben elGallitani,

— viszonylag nagy méreti transzgént képesek a célsejtbe
juttatni (az AdV-k képesek tobb mint 30 kb méreti
transzgénnel ¢n vivo transzdukalni sejteket),

- széles a sejttropizmusuk,

— nem ¢piilnek be a gazdasejt genomjaba,

- a géntranszfer nagy hatasfoku,

— az AdV-knek emberekben alacsony a patogenitasa [21].
Szisztémas beadast kovetben az adenovirusok perceken

beliil felhalmozodnak a majban a szinuszoidalis fenesztraci-

oknak koszonhetéen. Az AdV-k alkalmazasanak 6 hatranya

a transzgénexpresszio rovidsége (néhany naptol par hétig

tart) és a vektorok altal expresszalt virusfehérjék okozta

gyulladasos reakci6. Ezek a virusfehérjék réviddel a beadas

utan stimulaljak a velesziiletett immunrendszert. Tovabba a

beadas utan 2-7 nappal a vektor altal kodolt MHC-prezen-

talt fehérjék beinditjak a szerzett immunvalaszt, altalaban

azt kovetSen, hogy a gazdasejtek antitesteket termeltek a vi-

rus kapszid antigénjei ellen [22].

Elgallithatok olyan rekombinans adenovirus-vektorok,
amelyeknél a virusgéneket az E1-) E2- és E3-régiokban vagy
az E4-régio és a virusgenom vége kozotti részben terapias
céla szekvenciakkal helyettesitik.
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2. dbra

A csendesité mechanizmus: RNSi szintén inicializalhato
kémiailag szintetizalt siRNS-ek sejtekbe juttatasaval.
Ezek a molekulik 19-21 bazispar méreti RNS-ek, ame-
lyek a célszekvenciaval homologok

Az egyik leggyakrabban alkalmazott adenovirus-vektor az
5. tipust adenovirus (Ad5). Az Ad5-bél szarmazik az adeno-
virus-vektorok elsé és masodik generacioja és az Gigynevezett
nagy kapacitasa vagy ,.kibelezett” vektorok. Az elsé genera-
cios vektorokbdl kivagtak az E1-régiot, a masodik generaci-
0s vektorokbol az E1- mellett az E2- és/vagy az E4-régiokat
is. Az els6 generacios vektoroknak lehet tovabbi deletidja az
E3-régioban, amely régio a virusreplikicioért felel. A nagy
kapacitast (high capacity, HC) vagy ,,kibelezett” (gutted)
Ad-vektorokbol hianyzik az 6sszes kodolo virusgén, csak az
invertalt terminalis ismétlédéseket (inverted terminal repe-
ats, ITR-ek) és a csomagolasi jelet (packaging signal) tartal-
mazzak, amir6l kimutattak, hogy in vive csokkenti a toxici-
tast és az immunogenitast [23]. A replikicibkompetens
(replication-competent, RC) Ad-vektorok az E1A- és E1B-
régiokban tartalmaznak deletiokat is, amelyek fehérjetermé-
kei (E1A, E1B) normalis esetben megkotik és inaktivaljak a
Retinoblastoma-proteint (Rb) és a p53-at, igy aktivalva a
sejtciklust. Tehat az RC-Ad-vektorokat alkalmazhatjuk p53-
vagy Rb-negativ tumorokban [24].

Adenoasszocialt virus vektorok. A Dependovirus nemzet-
ség tagjai, az adenoasszocialt virusok (AAV) szamara a rep-
likaciohoz sziikséges egy un. segitd virus, mint példaul ade-
novirus. Miutin a gazdasejt sejtmagjiba bekeriil, az
AAV-nak kétfajta életciklusa lehet: a litikus és a lizogén ut-
vonal. Az elsé a segit6 virussal fert6zott sejtekben fejlédik
ki, mig a lizogén ttvonal esetében nincs sziikség a segitd vi-
rusra, és az AAV-genom beépiil a 19. kromoszéma hossza
karjara és ott marad latens alakban [25]. A gazdaszervezet
genomjaba torténd beéptilése miatt az AAV-vektorokbol
szarmazo transzgénexpresszio akar 18 honap hosszan is
tarthat (lasd késébb). Az expresszi6 ezen hosszu élettarta-
ma kihasznalhat6 RNSi-ben, ha hosszu tava expresszio
sziikséges.
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AAV-vektorok birtokoljak mind az adenovirus-, mind a
retrovirusvektorok elonyeit, amelyek a kovetkezok:

— gének atvitele kiilonb6z6 sejttipusokba, még osztdodo és
nem osztodo sejtekbe is,

— széles gazdavalaszték,

— alacsony szintll immunvalasz,

— génexpresszio megnyult élettartama (akar 18 honappal
az rAAV injektalasa utan).

A retrovirusvektorral 1étrehozott géntranszfer vonzo az
orvosbiologiai kutatas szamara, mivel a retrovirusoknak sza-
mos elényiik van a tobbi virussal szemben. A retrovirus viri-
on koriilbelil 80-100 nm atmérdjd, a gazdasejt plazma-
membranjabol szarmazéd lipid-kettGsrétegbe  burkolva.
A retrovirusok egyik legfontosabb el6nye az, hogy képesek
a sajat egyszalu RNS-genomjukat a gazdasejt genomjaba
transzformalni. Ez a stabil integracio a célsejt genomjaba
akar 8-9 kb idegen DNS tartds bevitelét teszi lehet6vé.
A retrovirusvektorok hasznalhatok még rovidhajti-RNS
(short hairpin RNA, shRNS) bejuttatasaira RNS-polimeraz-
III- (Pol-11I-) prométer, mint példaul U6 vagy HI (lasd
alabb) szabalyozasa alatt.

A replikiciora képtelen retrovirusokbol hianyzik az
Osszes virusgén, a virus el6allitasahoz szlikségiik van csoma-
gol0 sejtvonalra vagy segit6 virusra (helper virus). A hibas
replikacioju retrovirusvektorok nagy elénye a transzgén na-
gyobb mérete és az enyhébb immunvalasz. A retrovirust al-
kalmazo6 génterapias kisérletek egyik f6 hatranya a transzgén
beillesztése soran potencialisan fellépé mutagenezis. Egy
retrovirusgenom aktivan atir6d6 génekbe és/vagy protoon-
kogénekbe integralasa rosszindulata daganatokhoz vezet-
het, mint példaul az X-kromoszémahoz kotott sulyos kom-
binalt immunhidnyossag kifejlédése (X-linked severe
combined immune deficiency, X-SCID) retrovirust alkalma-
z6 génterapias kezelés utan tiz paciensbdl ketténél [26].
A retrovirusok azon képessége, hogy visszaalakulhatnak rep-
likaciora képes retrovirusokka (replication-competent retro-
virus, RCR), azt jelenti, hogy a gazdasejt genomjaba torténd
véletlenszerd retrovirus-integracio kovetkeztében lehetévé
valik a daganatok el6fordulasa és az onkogénaktivalodas (in-
sertios mutagenezis).

A hatékony fertézéshez szamos virusfajtanal sziikséges a
sejtosztodas, igy a nem osztddo sejteket altalaban nehéz
transzdukalni. A retrovirusok egyik alosztalya, a Lentiviru-
sok csaladja képes megfertézni nem osztodo sejteket, és ké-
pes a transzgének hossza tava expresszidjat fenntartani.
A tudomany jelenlegi allasa szerint mar sikeresen transzfek-
taltak lentivirusvektorokkal szamos sejttipust. Népszertivé
teszi a lentivirusvektorokat a génterapias kisérletekben az a
képességiik, hogy a gazda genomjaba stabilan integralod-
nak. Az adenovirus-transzgénexpresszié 6 hetével szemben
a lentivirus-expresszié akar 6 honap is lehet.

A virusvektorok segitségével végzett génterapiat Ossze-
foglalva, a fentebb emlitett Gsszes virusvektort mar alkal-
maztak RNSi-re. Mindegyik kisérlet f6 része a megfeleld
vektorrendszer kivalasztasa volt. A szovetspecifikus promo-
terek és a célsejtek felszinén talalhat6 specifikus receptorok
ellen iranyitott virusantigének széles skalaja kovetkeztében

szinte minden sejttipust transzdukalhatunk virusvektorok-
kal. Tovabba a virusvektorokat egyszert eléallitani és alkal-
mazni. Ha stabil transzgénexpressziora van sziikségiink, ret-
rovirus- és AAV-vektor-rendszereket kell alkalmaznunk. Az
Osszes tobbi vektorbol szarmazo expressziod csak atmeneti.
A virusvektorok egyik f6 hatranya a gazdaszervezet immun-
valasza és a virust semlegesité antitestek termelédése révid-
del a virusvektor elsé beadasa utin, ami megakadalyozza a
viralis vektor azonos szerotipusanak ismételt alkalmazasat.
Ennek a problémanak a megoldasaban segithet a virusanti-
gének valtoztatasa. A gazdatropizmus szélesitésére vagy szii-
kitésére alkalmazhatjuk a pszeudotipizalast és a virus burka-
nak modositasat.

Nem virusalapu bejuttatasi stratégiak

Amint az feljebb lathato, a virusvektorok szamos esetben
nem alkalmazhatok. Ilyenkor meg kell fontolni a nem viru-
sos bejuttatasi modszercket. Szamos stratégia Iétezik haté-
kony nem virusos bejuttatas elérésére mind ¢ vitro, mind in
Vivo.

Az siRNS-ek in vivo bejuttatisabol szairmazd gyogyasza-
ti elényt egereken mar igazoltak. Szintetikus siRNS-ek 7 vi-
vo sejtbe juttathatok modositott ,, hidrodinamikus transzfek-
ci6s eljarassal”; egy nagynyomast injektald modszerrel,
amelyet eredetileg antiszensz oligonukleotidok és plazmid-
DNS bejuttatasara dolgoztak ki. Ragesaloknal a hidrodina-
mikus kezelésre a farok vagy a himvessz6 vénait alkalmaz-
hatjuk. Amikor az siRNS-eket gyorsan (masodpercek alatt),
nagy térfogatban (az allat keringé vértérfogatanak 50—
100%-at) intravénasan injektaljuk, a folyadék feltorlodik a
vena cava vénas rendszerében, és olyan magas vénas és kapil-
laris nyomast hoz létre, amely atpréseli az siRNS-eket a b6
vérellatasu parenchimas szervek (maj, vese, stb.) endothel
rétegén [19]. Korabbi kisérletekben hidrodinamikus keze-
1ést kovetben egerek majaban a hepatocytak koriilbeliil 90%-
a felvette az siRNS-t, ami a Fas-apoptozis-receptor ex-
pressziojat 80-90%-ban gatolta [15].

Bar egerekben hatékony, a hidrodinamikus kezelés nem
alkalmazhaté human klinikumban. Esetleg megfeleld alter-
nativa lehet az siRNS helyi bejuttatasa szovetekbe kisebb
térfogatd injekcidval vagy helyi (szervspecifikus) vénak katé-
terezésével. Mar szamos kisérletben bizonyitottak, hogy az
siRNS-ek bejuttathatok a kozponti idegrendszerbe [27], a
szubretinalis térbe [28] és a peritonealis tiregbe [29], ahol ki
is fejtik hatasukat.

Az siRNS-ek sejtekbe torténd bejuttatisat megvalosit-
hatjuk révidhajt-RNS-eket (short hairpin RNS, shRNS)
expresszalo plazmidokkal is. A sejtek sikeres transzfekcid
utdn elkezdik termelni a kédolt shRNS-t. Az shRNS-ek ro-
vid, specidlis szerkezetd RNS-ek: szensz szal — hajtiikanyar
(5-9 bp) — komplementer antiszensz szal. Az shRNS szinté-
zisét kovetGen a hajtiit a termel6 sejtben talalhat6 Dicer ha-
sitja, az eredmény siRNS (3. 4bra). Mivel ez a folyamat a
sejtek belsejében torténik, és az shRNS-rendszerek (shRNS-
t kodold plazmidok) joval stabilabbak bioldgiai folyadékok-
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Kiils6 és belsS utvonalak, amelyeken gatld siRNS keriilhet a sejtbe [a jobb oldali nyilak: RNSi élettani szerepe, szaggatott nyilak

(balra): az siRNS kozvetlen bejuttatasa a sejtekbe gyogyaszati céllal ]

ban, mint az siRNS-ek [30], a csendesitési hatékonysag fel-
er6sodik. Bizonyos szovetekben vagy sejttipusokban agy ér-
hetjiik el az shRNS-k expressziojat, hogy az shRNS-eket
szovetspecifikus vagy indukalhaté promoterrel rendelkezé
plazmidokban expresszaljuk.

Az siRNS-sel végzett géncsendesités
lehetséges mellékhatésai

Az siRNS-ek nagy koncentracioban val6 alkalmazasa az in-
terferonrendszer aktivalasahoz vezethet, vagy eléfordulhat,
hogy a célgénen kiviil mas géneket is elcsendesit (off-target
hatas).

Interferonvalasz

A duplex RNS-molekulak a sejtek citoplazmajaban mélyre-
hato élettani reakciot valthatnak ki. Egyetlen dsRNS-mole-
kula (amely a legtobb virusfertézés esetén kialakul) elég ah-
hoz, hogy indukalja az interferonok (IFN) szintézisét. Az
interferonok tébbfunkcids citokinek, amelyek a gazdaszer-
vezet immunologiai funkciéit modulaljak, és képesek gatol-
ni a tumorsejt-novekedést és a virusreplikaciot. A legtobb
dsRNS vagy virusfert6zés az I. tipust IFN-okat indukalja,
ezek az IFN-a és az [FN-f.

A citoplazmaban talalhaté dsRNS aktivalja a dsRNS akti-
valta fehérje-kinaz-R-t (protein kinase-R, PKR). A dsRNS
PKR-hez kotédése a PKR autofoszforilaciojahoz vezet. Az
aktivalast kovetSen két reakciout ismert a PKR-t6l kiindulva.

Az els6 reakciout soran az aktivalt PKR aktivalja a nuklea-
ris (transzkripcios) faktor (NF)-kB-t az IkB-regulator-fehérje
foszforilalasaval. Az aktivalt NF-xB transzlokalodik a sejtmag-
ba, és aktivalja a promoter régidikban NE-xB-kotShellyel
rendelkez6 gének transzkripciojat [31], ezek koziil is leg-
gyakrabban az IFN-f génjét.

Az aktivalt PKR-t6l ismert masik reakciont a transzlacios
elongaciot inicialo faktor-a alegységének (EIFa) a foszforila-
civja. Az EIFa foszforilaciojanak hatasara gatlodik a transz-
lacio és ezzel a sejt teljes (nem specifikus) fehérjeszintézise.
Avirusellenes valasz részeként a dsRNS-ck aktivaljak a 27,5°-
oligoadenilat-szintetazt (2°,5’-oligoadenylate synthetase,
OAS), ami az ATP hosszu oligoadenilat-lancokka térténd
feldarabolasa révén aktivalja a ribonukledz-L-t (RNazL). Az
aktiv RNazL lebontja a nem specifikus cellularis RNS-eket,
igy felfiiggeszti a virusfertzést.

Az IFN-valasz kivaltasinak PKR-fiiggetlen utjan a
dsRNS kézvetleniil is aktivalhatja az IFN-ck expressziojat.
A szintézist kévetGen a sejt kornyezetébe bocsijtja az
IFN-ceket (parakrin hatds). A kivalasztott IFN-ek a kor-
nyez6 sejtekben indukaljak az IFN-stimulalt géneket
(ISG-k) [32].

Az siRNS-kisérletek elsé éveiben azt gondoltak, hogy az
siRNS-ck tul kicsik ahhoz, hogy interferonvalaszt indukalja-
nak. Sledz és munkatarsai felfedezték, hogy a kiilonb6z6 cél-
gének ellen tervezett siRNS-ek interferonvalaszt aktivaltak iz
vitro [33]. Fish és munkatarsni megfigyelték, hogy 21 nt
hosszusag shRNS-szekvenciakat expresszalo lentivirusvek-
torokkal fert6zott sejtekben az OASI-gén indukalodott
[34]. Ugyanakkor, sajat kisérleteinkben 2 kiilonb6z6 siRNS-
t alakalmazva nem talaltunk emelkedést az OASI expresszi-
ojaban in vivo.
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A célgéneken kiviili csendesités
(off-target silencing)

Az siRNS és a cél-mRNS kozotti tokéletes bazisparositas
kovetkeztében a csendesités specifikus. Megfigyelték azon-
ban [35], hogy az siRNS-ek magas koncentracidja képes cél-
géneken kiviili mas gének csendesitésére is (off-target silen-
cing). A célponton kiviili csendesités azt jelenti, hogy az
siRNS nemkivanatos modon, csak részlegesen komplemen-
ter szekvenciakat is gatol. A multiplex endokrin neoplazia 1-
(MENI-) gén ellen célzott tiz siRNS-b6l a négy leghatéko-
nyabb kozil egy fokozta a p53- és a p21-expressziot, egy
masik siRNS csokkentette a p21 mennyiségét, mig tovabbi
kett6 nem okozott jelentSs valtozast a p53- és p21-szintek-
ben az altranszfektalt sejtekhez képest. Az siRNS-ek 10 nM-
re titralasa csokkentette a MEN1-gén csendesitését, de nem
sziintette meg a p53-ra és a p21-re gyakorolt nem specifikus
hatast [36]. Kovetkezésképpen, a célgénen kiviili csendesités
hatasat mar alacsony koncentracioju siRNS is kivalthatja.
A probléma megoldhato az siRNS-ek gondos tervezésével
és/vagy kiilonboz6 siRNS-szekvenciak tesztelésével, hogy
kivalasszuk a legjobb célspecifikus/célon kiviili profillal ren-
delkez6 szekvenciat.

Sledz és munkatirsas megfigyelték, hogy hosszi, 500 bp
méretl dsRNS-ek (amelyek megtalalhatok Drosophilaban és
hengeresféregben) a PKR aktivalasaval képesek nem specifi-
kus szuppressziot 1étrehozni (a nem specifikus szuppresszio
PKR-hianyos sejtekben 25%-o0s volt, a vad fenotipusu sejtek
75%-aval szemben) [33].

Jackson és munkatarsai megfigyelték, hogy emlGssejtte-
nyészetben az eredeti siRNS-koncentraci6 ezredére csok-
kentése sem szlintette meg teljesen a célgénen kivili csen-
desitést. Tovabba olyan nem célzott gének csendesitése,
amelyek az siRNS csak tizenegy folyamatosan illeszkedd
nukleotidjat tartalmaztak, elég volt a célponton kiviili csen-
desités kivaltasahoz [37]. A nem szekvenciaspecifikus (célon
kiviili) csendesités problémajanak megoldasa a kiilonboz6
szekvenciak iz vivo (allatmodellekben végzett) tesztelése
lehet.

Az RNSi gyogyaszati alkalmazasa

A genetikai anyagban el6forduld barmilyen elvaltozas a gén-
csendesités célpontja lehet. A genetikai elvaltozasok mellett
RNSi-vel szintén kezelhetliink fert6zéseket (mind akut,
mind kronikus), neurodegenerativ betegségeket ¢s rosszin-
dulatd daganatokat (lasd kés6ébb). A fulminans hepatitis
mérsékelése [15], ischaemiareperfusio utani vesekarosodas
[16], gyulladas [29] vagy bakterilis szeptikus sokk [38]
szintén gatolhato siRNS-ekkel.

Az RNSi-t alkalmazo terapia segitségével eddig kezelt vi-
rusos fert6zések magukban foglaljak a kovetkezoket: hepati-
tis-C virus [39] indukalta majbetegség, stlyos akut 1égzési
szindréma (severe acute respiratory syndrome, SARS) [40],
humanpapillomavirus-fert6zésre (HPV) visszavezethet6 tu-
morgenezis [45], virusos influenza [41], HIV-1 [42] és sza-

mos tovabbi virusfertézés. Kimutattak, hogy az RNSi szamos
mas intracellularis patogén ellen is hatékony, példaul a Myco-
bacterium [43] és a Trypanosoma [44] ellen. Az RNSi helyi
siRNS-injektalassal alkalmazhat6 a tumornovekedés lassitasa-
ra [45], az attétképzidés, illetve a rak vascularisatijanak gat-
lasara is. Az RNSi-t mind ¢z vitro, mind % vivo sikeresen al-
kalmaztak rosszindulati daganatok ellen. Az siRNS-eket és
shRNS-eket alkalmaztik az agy- [46], mell- [47] és petefé-
szektumorok [48] allatmodelljeiben. Neurodegenerativ be-
tegségek szintén lehetnek az RNSi gyogyaszati célpontjai, mi-
vel a mutans gének csendesitése lassithatja szimos progressziv
neurodegenerativ betegség kifejlodését, mint példaul az Alz-
heimer-kort [49] vagy a Huntington-kort [50].

Az RNSi-t alkalmazé terapia szerepe Oriasi mértékben
nétt. Jelenleg a legfontosabb kérdés az siRNS-eknek a tera-
pias hatas helyére valo juttatasa. Klinikai vizsgalatok varhato-
ak fert6z0, orokletes, neurodegenerativ és rakos betegségek
siRNS-ekkel torténd kezelésére.
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