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OHgonukleotydy jako

potencjalne czynniki terapeutyczne
skierowane przeciw wirusowi
zapalenia watroby typu C
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Oligonucleotides as potential therapeutic tools against hepatitis C virus
Summary

Hepatitis C virus belongs to the group of particularly dangerous and most ex-
tensively studied RNA viruses. Since no vaccine for HCV is known and post-expo-
sure treatment of infected patients has not been yet optimal, novel therapeutic
strategies are being developed very intensively. Oligonucleotide-based molecular
tools such as antisense oligonucleotides, ribozymes, DNAzymes, aptamers and in-
terfering RNAs are proving as effective modulators ofgene expression and poten-
tial therapeutics. Several examples of oligonucleotide-based molecular tools di-
rected towards HCV viral RNA are discussed in this review.
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1. Wprowadzenie

Ogolnoswiatowe zagrozenie jakie niesie za sobg coraz wiek-
sze rozprzestrzenianie sie wirusa zapalenia watroby typu C (HCV)
jest bodzcem do coraz bardziej intensywnych poszukiwan no-
wych terapeutykéw, szczeg6lnie w obliczu braku szczepionki,
ktéra chronitaby przed zakazeniem. Obecnie stosowane formy
leczenia oparte na interferonie i rybawirynie przynoszg zadowa-
lajace rezultaty jedynie w 40-60% przypadkéw infekcji wirusowej.
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Znalezienie uniwersalnego leku utrudnia duza zmienno$¢ genetyczna wirusa HCV
i jego mozliwosci adaptacyjne.

W poszukiwaniu terapeutykdw nowej generacji skierowanych przeciw wirusowi
HCV w ostatnich latach uwage zwrécono na narzedzia molekularne oparte na kwa-
sach nukleinowych, takie jak: oligomery typu antysens, rybozymy i DNAzymy, a takze
interferencyjne RNA. Atakujg one wirusowy genom RNA wigzac sie do niego bezpo-
Srednio w miejscu przewidzianym regutami parowania zasad Watsona-Cricka. Strate-
gie antywirusowe tego typu charakteryzuje wiele zalet. Po pierwsze, konstruowanie
potencjalnych terapeutykdw o wysokiej specyficznosci oparte jest na znajomosci se-
kwencji nukleotydowej danego wirusa i nie wymaga wczesniejszego poznania funkcji
atakowanych genow. Po drugie, inhibicja syntezy nawet jednego waznego biatka wi-
rusowego moze zaburza¢ cykl zyciowy wirusa. Ponadto, narzedzia molekularne moz-
na zaplanowac tak, aby atakujac geny wirusowe nie zaburzaly genéw komérki gospo-
darza, minimalizujac badz eliminujac w ten sposéb efekty uboczne terapii.

2. Oligonukleotydy typu antysens

Antysensowe oligonukleotydy DNA po raz pierwszy zostaly zastosowane w sys-
temie komoérkowym w 1978 r. przez Zamecnika i Stephensona (1). Przylaczajg sie
one do docelowej czgsteczki RNA na zasadzie parowania zasad wg modelu Watso-
na-Cricka, dziatajac na dwoch zasadniczych drogach. Po pierwsze, powstaty hete-
rodupleks DNA-RNA rozpoznawany jest przez RNaze H, ktéra hydrolizuje czastecz-
ke RNA w obrebie heterodupleksu. Po drugie, zaktada sie, ze przylgczony oligonu-
kleotyd stanowi zawade steryczna dla rybosomu, utrudniajgc jego przylaczenie
lub przesuwanie sie wzdtuz mRNA, co w konsekwencji obniza wydajnos¢ translacji
(2,3). Efektywnos¢ dziatania oligonukleotyddéw antysensowych zalezy od wielu czyn-
nikdw, przy czym jednym z najistotniejszych jest ich stabilnos¢ in vivo. Oligonukle-
otydy sa nietrwate w warunkach komoérkowych ze wzgledu na podatnosé do hydroli-
zy pod wpltywem nukleaz. Zwiekszenie trwatosci oligonukleotyddw in vivo, uzyska-
ne poprzez zastosowanie niehydrolizowalnych analogéw nukleotydowych, znacznie
przyspieszyto prace nad wykorzystaniem oligonukleotydéw jako potencjalnych te-
rapeutykéw (4).

Oligonukleotydy antysensowe staly sie szansg na opracowanie nowej formy tera-
pii w leczeniu zakazenia wirusem HCV. Co roku ukazuje sie kilkadziesigt publikacji
opisujacych rézne podejscia eksperymentalne wykorzystania tej strategii w walce
z wirusem. Najczesciej ,atakowanymi” fragmentami genomu wirusa HCV sgjego re-
giony niekodujace, dotyczy to zaréwno nici o polarnosci dodatniej, jak i nici replika-
cyjnej (5-10). Szczegdlnie atrakcyjnym miejscem ataku jest region zlokalizowany na
koncu 5' nici genomowej, w obrebie ktérego znajduje sie element IRES odpowie-
dzialny za inicjacje translacji wirusowej poliproteiny w procesie niezaleznym od
5'-terminalnej struktury ,kapu” (rys. 1). Réwniez w czesci kodujgcej genomu wirusa
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Rys. 1. Struktura drugorzedowa 5'UTR wirusa HCV z zaznaczonymi wybranymi oligomerami typu anty-
sens, ktére powodowaly inhibicje translacji zaleznej od elementu IRES. Opracowano na podstawie (90).
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HCV prébuje sie znalez¢ miejsca zdolne do wigzania oligomeréw antysensowych np.
w obrebie regionu kodujgcego zachowawcze biatko nukleokapsydu lub proteaze
NS3 (4,11-13). Efektywnos$¢ dziatania oligonukleotyddéw antysensowych skierowa-
nych przeciwko wirusowi HCVjest r6zna i miesci sie¢ w przedziale od 30 do ponad
90%. Sadzi sie, ze tak szeroki zakres efektywnosci uzytych oligonukleotydow wynika
przede wszystkim ze zréznicowania dostepnosci do hybrydyzacji atakowanych re-
giondw RNA. Wiekszos¢ projektowanych oligonukleotydéw skierowanych jest prze-
ciwko regionom niekodujacym, poniewaz petnia one podstawowa role w cyklu zy-
ciowym wirusa oraz cechujg sie wysokg zachowawczoscig. Regiony te charaktery-
zuja sie jednak silnie uporzadkowang strukturg, co stanowi duze utrudnienie w zna-
lezieniu miejsc umozliwiajgcych zwigzanie oligomeru. Czesto rozbiezne wyniki
badan dotyczacych zastosowania oligonukleotydéw antysensowych wynikajg takze
z uzycia ré6znych modeli, w jakich przeprowadzane sg testy. Wiele wczesniejszych
prac prowadzonych byto w warunkach in vitro (14,15). Wraz z pojawieniem sie repli-
kondw i linii komérkowych, ktére umozliwiajg hamnazanie sie wirusa HCV, pojawia
sie coraz wiecej doniesiern 0o badaniach w kulturach komérkowych i na modelach
zwierzecych (6,9).

Przyktadem oligonukleotydu antysensowego skierowanego przeciwko wiruso-
wi HCVjest oligomer 1S1S14803, zaproponowany przez firme ISIS Pharmaceuticals
(Carlsbad, USA), ktory zawiera atomy siarki w miejscu niewigzgcych atoméw tlenu
wigzan internukleotydowych (16,17). jest on komplementarny do fragmentu do-
meny IV (nt 345-365) elementu IRES wirusa HCV (rys. 1). W badaniach przedkli-
nicznych w uktadach komérkowych oraz na modelu mysim wykazano, ze oligonu-
kleotyd ten bardzo efektywnie blokuje translacje i replikacje wirusa. W | fazie
prob klinicznych zaobserwowano, ze po czterech tygodniach od podania oligome-
ru ISIS 14803, u trzech z dwudziestu osmiu pacjentéw z chroniczna infekcjg wiru-
sem HCV nastgpito 10-krotne obnizenie poziomu wirusowego RNA we krwi (17).
Obecnos¢ oligomeru byla dobrze tolerowana przez organizmy pacjentéw, aczkol-
wiek zaobserwowano 10-krotny wzrost poziomu aminotransferazy alaniny (ALT),
ktory po kilku tygodniach wrdécit do normy. Wiekszos¢ pacjentéw zainfekowana
byta wirusem o genotypie 1, najbardziej opornym na leczenie interferonem, jednak-
ze dalsze badania nad oligomerem 1S1S14803 wstrzymano z uwagi na mata sku-
tecznos¢ terapii i obawy zwigzane z mozliwymi efektami ubocznymi (18). Inny oli-
gonukleotyd antysensowy skierowany przeciwko wirusowi HCV to AV1-4065 (19).
Zawierat on ugrupowania fosforoamido-morfolinowe (PMO, ang. Phosphoramida-
te-Morpholino), a testowany byt przez firme AV1 BioPharma (Portland, USA). W ba-
daniach przeprowadzonych in vitro oraz na modelach zwierzecych sugerowano, ze
AV1-4065 posiada zdolno$¢ hamowania ekspresji wszystkich 5 genotypéw wirusa
HCV. Oligonukleotyd zakwalifikowany zostat do etapu 1l fazy badan klinicznych,
ktére zakonczone zostaty w 2008 r., lecz jak dotad ich wyniki nie zostaty upublicz-
nione (www.clinicaltrials.gov).
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3. Rybozymy i DNAzymy

Dla celéw terapii przeciwwirusowej najwieksze znaczenie majg warianty rybozy-
mow wystepujacych w naturze, ktére poprzez ukierunkowane przeciecie docelowej
czasteczki RNA obnizaja ekspresje gendw wirusowych biatek lub hamujg replikacje
wirusa. Efektywnos$¢ dziatania rybozymow zalezy od wielu czynnikéw. Przy ich pla-
nowaniu przede wszystkim brana jest pod uwage dostepnos¢ czasteczki atakowanej
do hybrydyzacji komplementarnych sekwencji oligonukleotydowych. Wazne jest
takze, aby region rozpoznawany przez rybozym cechowat sie duzg zachowawczo-
Scig sekwencji (20-22). Kolejny wazny czynnik to sposéb dostarczenia rybozymu do
komorki oraz jego kolokalizacja z docelowg czgsteczkg RNA. Rybozym moze by¢ do-
starczony w formie odpowiednio zaprojektowanego wektora ekspresyjnego, ktéry
wewnatrzkomorkowo ulega transkrypcji lub moze byé wprowadzony bezposrednio
do komoérki w postaci RNA. Bezposrednie wprowadzenie rybozymu do komorki wy-
maga pokonania bariery, jaka stanowig btony biologiczne. Najczesciej jako nosniki
(ang. delivery vehicle) wykorzystywane sg kationowe lipidy i liposomy, ktére z kwasa-
mi nukleinowymi tworza kompleksy i dzieki nim na drodze endocytozy dochodzi do
wprowadzenia rybozymu do komorki. Aby utatwi¢ uwolnienie rybozymu z endoso-
mu, do nosnika dotgczane sg zwigzki promujgce zmiany w btonie pecherzyka en-
dosomalnego np. cholesterol (23). Rybozymy chronione sg przed dziataniem egzo-
i endorybonukleaz komdrkowych poprzez wprowadzenie do RNA ré6znego typu mo-
dyfikacji chemicznych, podobnie jak w przypadku oligomeréw antysensowych, np.
podstawienie atomu siarki w miejsce atomu tlenu w wigzaniu fosfodiestrowym,
obecnos¢ grupy 2’-fluoro, 2’-amino, 2’-0-metylo w reszcie rybozy, wprowadzenie ty-
midyny tworzgcej wigzanie 3’-3' na koricu 3’ czgsteczki rybozymu (20,22). Zwieksze-
nie stabilnosci rybozymu w obecnosci nukleaz umozliwia wydtuzenie czasu jego
dzialania i w konsekwencji pozwala na zmniejszenie jego ilosci wprowadzanej do
komorki. Wazne, aby przy projektowaniu rybozymu byta zachowana sekwencja wy-
stepujgca preferencyjnie w obrebie miejsca ciecia np. dla rybozymu typu hammerhe-
ad to 5’-NUH-3' gdzie H oznacza kazdy nukleotyd z wyjatkiem G, natomiast dla rybo-
zymu typu hairpin optymalna sekwencja to 5-GUC-3’.

Wiekszos¢ rybozymow skierowanych przeciwko wirusowi HCV planowanych jest
na ,atakowanie” jego regionéw niekodujacych (tab. 1). Najczesciej wykorzystywane
sg do tego celu rybozymy typu hammerhead. Pomimo ich duzej efektywnosci w te-
stach prowadzonych w warunkach in vivo, zaden z nich nie zostat wykorzystany jako
lek w terapii przeciwko wirusowi HCV. Na etapie 1l fazy badan klinicznych pozostat
heptazym, rybozym typu hammerhead, zaproponowany przez firme Ribozyme Phar-
maceuticals. Wykorzystanie heptazymu jako monoterapii spowodowato znaczace
obnizenie ilosci RNA wirusa HCV we krwi u 10% pacjentow, jednakze z powodu bra-
ku danych dotyczacych toksycznosci rybozymu (12-miesieczna seria eksperymen-
tow na jednym modelu zwierzecym) nie zostatl on zakwalifikowany do kolejnej
fazy badan klinicznych (http;//www.sima.com). W badaniach przeprowadzonych na
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modelu mysim wykazano natomiast, ze aby osiggna¢ terapeutyczne stezenie rybo-
zymu, wymagane do efektywnej inhibicji translacji zaleznej od elementu IRES wiru-
sa HCV w uktadzie komdrkowym, trzeba byto wprowadzi¢ do watroby jego wielo-
krotny nadmiar (24). Wysokie stezenie rybozymu zwieksza prawdopodobienstwo,
ze bedzie on niespecyficznie oddziatywat z biatkami i innymi elementami komaorko-
wymi, powodujgc zaburzenia w jej prawidtiowym funkcjonowaniu.

Tabela 1

Wybrane przykiady atakowania wirusa HCV za pomocg rybozyméw

Atakowany fragment : . .
Rybozym v frag Srodowisko reakji Efektywno$¢ Literatura

genomu wirusa HCV
hammerhead 5'UTR komérki Huh7 50-70% inhibicja translacji 5’UTR/LUC (74)

hammerhead 5'UTR IRES minus  komorki CHO, hepatocyty znaczaca eliminacja wirusa (75)
w zainfekowanych komérkach

hammerhead 5'UTR komérki HelLa i Hep3B 40-80% inhibicja translacji 5’'UTR/LUC (76)
>90% inhibicja replikacji HCV-poliowirus
PV chimery
hammerhead 5'UTR in vitro 90% inhibicja translacji 5’UTR/LUC 7)
hammerhead 5'UTR komorki HelLa >98% inhibicja replikacji (78)

HCV-poliowirus PV chimery w obecnosci
IFN-a2a, IFN-a2b i IFN konsensus

hammerhead 5'UTR komérki HepG2 i CCL13 >70% inhibicja translacji 5’UTR/RLuc (79)
hairpin 5'UTR komorki HepG2 >70% inhibicja translacji (80)
biatko ptaszcza >90% inhibicja translacji

zastosowanie wektora retrowirusowego

hairpin 5’'UTR komorki Huh-7 20-50% inhibicja translacji w uktadzie (81)
3’UTR (region X) bicistronowym
3’'UTR nici pRL-5'UTR-FL-3'UTR
replikacyjnej (brak znaczacego efektu dla rybozymu
(region X(-)) anty-5'LITR)

>35% inhibicja replikacji
25-50% obnizenie ekspresji NS5B

delta 5’'UTR in vitro 21-28% przecigcia RNA IRES (82)

w obecnoéci formamidu
delta 5'UTR in vitro efektywne ciecie RNA IRES @27)
trans-splicing 5’'UTR komoérki Huh-7 >70% redukcja ilosci komérek (29)

spowodowana wystgpieniem efektu
cytotoksycznego

Podczas projektowania rybozyméw wprowadzane sa rowniez zmiany w global-
nej architekturze ich czasteczek. Technika selekcji in vitro pozwala na otrzymanie
tzw. rybozyméw allosterycznych. Posiadaja one dodatkowe domeny strukturalne,
ktére, oddziatujgc z odpowiednim efektorem np. niskoczgsteczkowym zwigzkiem
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Rys. 2. Schematyczne przedstawienie rybozymu SOFA (27) w formie nieaktywnej oraz w formie kata-
litycznie aktywnej.

chemicznym lub biatkiem, umozliwiaja w sposéb kontrolowany przetaczanie rybo-
zymu z formy nieaktywnej w aktywng (25,26). Ciekawym przykladem takiej regulaciji
jest rybozym HDV typu SOFA (ang. Specific On/Off Adaptor), posiadajgcy dodatkowe
elementy: sekwencje blokujacg oraz biosensor, dzieki ktérym rybozym jest aktywny
jedynie w obecnosci efektora, ktorym jest docelowa czgsteczka RNA (rys. 2) (27,28).
Przy braku efektora, sekwencja blokujgca oddziatuje z regionem rozpoznawania
substratu tworzac odcinek dwuniciowy, co powoduje, ze rybozym przyjmuje forme
nieaktywng. Biosensorem jest 15-nukleotydowy fragment sekwencji rybozymu kom-
plementarny do sekwencji czasteczki docelowej. Obecnosé¢ docelowego RNA powo-
duje rearanzacje struktury rybozymu, ktéry przechodzi w forme aktywna, zdolng do
przeciecia czgsteczki docelowej (rys. 2). Rybozym-SOFA wykazuje wiekszg efektyw-
nos¢ w poréwnaniu z niezmodyfikowang wersjg rybozymu FIDV. Element IRES wiru-
sa FICV przecinany byt w warunkach in vitro przez rybozym typu dzikiego z bardzo
matg wydajnoscia, natomiast intensywnos¢ ciecia wzrosta wielokrotnie przy zasto-
sowaniu rybozymu-SOFA (27,28).

Odmienne rozwigzania w terapii przeciwwirusowej oferujg rybozymy zdolne do
katalizowania reakcji splicingu in trans (ang. trans-splicing ribozymes). Sa one wy-
korzystywane w warunkach in vivo do naprawiania zmutowanych nukleotyddow
w czgsteczkach mRNA. W badaniach skierowanych przeciwko wirusowi F1CV zapro-
ponowano tego typu rybozym, ktory przytaczat fragment RNA kodujacy biatko DTA
(ang. Diphtheria Toxin A), wykazujgce aktywno$¢ cytotoksyczng (29). Fragment ten
znajdowat sie pod kontrolg elementu IRES wirusa FI1CV, co umozliwiato translacje
biatka DTA (rys. 3). Wprowadzenie rybozymu do komérek, ktére transfekowane byty
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Rys. 3. Schemat przedstawiajgcy powstanie nowego transkryptu IRES-DTA za pomoca rybozymu
zdolnego do katalizowania reakcji splicingu in trans (29). DTA - toksyczne biatko (ang. Diphtheria Toxin A).

réwnoczesnie konstruktem zawierajgcym element IRES, powodowato aktywacje szla-
ku programowanej $mierci komérki. Rybozym cechowat sie przy tym duza specy-
ficznoscia, a obecnosé toksycznego biatka powodowata ponad 70% redukcje ilosci
zywych komoérek, co swiadczyto o jego bardzo duzej efektywnosci (29). Wprowa-
dzenie toksycznego biatka do komorek watroby pacjenta nie wydaje sie jednak do-
brym rozwigzaniem, poniewaz niesie za soba niebezpieczenstwo uszkodzenia orga-
nu. Natomiast ciekawa jest idea wprowadzania za pomocg rybozyméw dziatajgcych
w ten sposob innych biatek np. zaangazowanych w odpowiedz immunologiczna.

Technologia oparta na wykorzystaniu rybozymu RNazy P z przytagczong sekwen-
cja EGS (ang. External Guide Sequence), komplementarng do czgsteczki docelowej,
byla z powodzeniem wykorzystana w badaniach nad inhibicjg wirusa cytomegalii
(HCMV) (30), wirusa zespotu nabytego braku odpornosci (HIV) (31), czy tez wirusa
herpes simplex (HSV) (30). Natomiast w przypadku wirusa HCV zaobserwowano, ze
w warunkach in vitro ludzka RNaza P w sposGb specyficzny rozpoznaje i przecina ge-
nom wirusa w obrebie elementu IRES, w poblizu kodonu AUG (32). Rowniez RNaza P
z cyjanobakterii Synechocystis hydrolizuje IRES w zblizonym regionie (33). Co cieka-
we, rozpoznanie to nie wymaga sekwencji EGS, co Swiadczy o obecnosci w obrebie
elementu IRES struktury podobnej do tRNA (ang. tRNA-like). Ponadto, w przypadku

20 PRACE PRZEGLADOWE



Oligoniikleotydy jako potencjalne czynniki terapeutyczne skierowane przeciw wirusowi

bakteryjnej RNazy P, aktywnos$¢ katalityczng wykazuje komponent RNA bez udziatu
czesci biatkowej enzymu. Ta obserwacja moze sta¢ sie podstawg do zaprojektowa-
nia rybozymu, ktéry mégtby inaktywowa¢ wirusa HCV w komérkach. Dodatkowo za-
obserwowano, ze pojedyncze mutacje, ktére pojawiaja sie w regionie rozpoznawa-
nym przez bakteryjng RNaze P, nie wplywaja na efektywnos¢ ciecia, co oznacza, ze
zaprojektowany na jej podstawie rybozym stanowit uniwersalne narzedzie w inakty-
wacji wirusa HCV (33).

Przyktadem katalitycznych kwaséw nukleinowych sg takze deoksyrybozymy
(DNAzymy) otrzymane drogg selekcji in vitro (22,34). Ich zwiekszona stabilnos¢ w $ro-
dowisku komoérkowym w poréwnaniu do rybozymow, wysoka efektywnosé oraz szyb-
ka i tania synteza sprawity, ze DNAzymy budzg duze zainteresowanie badaczy. Do tej
pory ukazato sie tylko kilka publikacji przedstawiajacych probe wykorzystania DNAzy-
mow w ukierunkowanej hydrolizie RNA wirusa HCV (35-37). DNAzym Dz858-4-OMe,
zawierajgcy dodatkowo grupy 2'-0-metylo w obrebie ramion wigzacych substrat, po-
wodowat w komérkach watrobowych 63% redukcje ilosci RNA wirusa HCV i obnizenie
poziomu biatka ptaszcza o 87% (36). Udalo sie otrzymaé DNAzymy, ktére efektywnie
blokowaly translacje zalezng od elementu IRES HCV w ukladzie in vitro, jak réwniez
w systemie komoérkowym (37). Podjeto takze proby zaprojektowania DNAzymow
przeciwko 3’-terminalnemu regionowi X. jednakze, sposréd siedmiu zbadanych tylko
jeden wykazywat aktywnos¢ katalityczng prowadzac do obnizenia o okoto 20% pozio-
mu RNA w warunkach in vitro. Zwiekszanie ilosci DNAzymu nawet do 2000-krotnego
nadmiaru nie wptyneto na efektywnos$¢ ciecia czasteczki docelowej (35).

4. Aptamery oraz inne niskoczasteczkowe RNA

Aptamery sg to czgsteczki RNA uzyskane na drodze selekcji in vitro (metoda SELEX,
ang. Systematic Evolution of Ligands by Exponential Enrichment) o $cisle okreslonych,
pozadanych witasciwosciach np. wysokim powinowactwie do zwigzkow niskoczgstecz-
kowych lub biatek (38). Metode te zastosowano takze do poszukiwania aptame-
row, ktore bylyby zdolne asocjowac do biatek lub fragmentéw genomu wirusa HCV
i w ten sposéb zaburzac ich funkcje biologiczne. Dotychczas udato sie otrzymac ap-
tamery, ktore efektywnie blokujg aktywnos$¢ polimerazy i proteazy wirusa.

Z puli czasteczek RNA, ktére zawieraty 35-nukleotydowa sekwencje typu random
wyselekcjonowano aptamer wykazujacy duze powinowactwo (Kd= 1,5 nM) do biatka
NS5B wirusa HCV w warunkach in vitro (39). Otrzymany 45-nukleotydowy aptamer
byt bardzo selektywny, poniewaz nie oddziatywat z polimerazg RNA wirusa polio ani
z biatkiem NS5B wirusa GBV-B, bardzo blisko spokrewnionego z wirusem HCV. Wyka-
zano, ze aptamer uniemozliwiat tworzenie sie kompleksu biatka NS5B z matryca/
starterem poli(rA)/oligo(rV), a duzy nadmiar matrycy/startera nie interferowat w od-
dziatywanie aptameru z biatkiem. Oznacza to, ze aptamer dziatat na zasadzie inhibi-
cji niekompetycyjnej, przytaczajgc sie w miejscu odlegtym od miejsca przytgczania
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matrycy. W badaniach tych pokazano, ze aptamer, oddziatujgc z biatkiem, moze po-
wodowac ,zamrozenie” struktury biatka w konformacji zamknietej, co uniemozliwia
odpowiednie umiejscowienie matrycy w miejscu aktywnym (39).

Przyktadem innego aptameru specyficznie oddzialujgcego z polimeraza wirusa
HCV jest aptamer RNA, ktory zostat wyselekcjonowany z biblioteki kombinatorycz-
nej zawierajgcej 40-nukleotydowy region rondom (40). Aptamer ten byt zdolny, przy
szesciokrotnym nadmiarze, wyprze¢ z kompleksu z polimerazg wirusa HCV frag-
ment RNA odpowiadajacy regionowi 3'UTR lub regionowi X. Oznacza to, ze wykazu-
je on wieksze powinowactwo do biatka NS5B niz fragmenty RNA odpowiadajgce ma-
trycy oraz, ze przylgcza sie prawdopodobnie w tym samym miejscu. Sugerowano, ze
wysoka efektywnosé aptameru moze wynikac z jego strukturalnego podobienstwa do
regionu X wirusa HCV. Na podstawie mapowania kompleksu aptameru z polimerazg
za pomoca trawienia RNazami wykazano jednak, ze miejsca przytaczenia polimera-
zy w obrebie aptameru sg inne niz w regionie X (40).

Na drodze selekgji in vitro udato sie takze otrzymac, z biblioteki kombinatorycz-
nej czasteczek RNA o 30-nukleotydowym regionie random, trzy aptamery, ktére
przy pieciokrotnym nadmiarze molowym obnizaly o 90% aktywnos$¢ proteazy NS3
wirusa HCV (41). W obecnosci kofaktora proteazy - biatka NS4A, jej aktywnos$¢ byta
redukowana do 30%. W badaniach mechanizmu inhibicji wykazano, ze aptamery
przytaczaty sie do proteazy w miejscu odlegtym od jej miejsca aktywnego. W celu
sprawdzenia aktywnosci w ukfadzie komoérkowym jednego z wyselekcjonowanych
aptameréw, aptameru G9-11, zaprojektowano specjalny wektor, w ktérym przytgczo-
no go do rybozymu HDV (rys. 4) (42). Dodatkowo, wprowadzono sekwencje GTE
(ang. Constitutive Transport Element) utatwiajacqg transport RNA z jadra do cytopla-
zmy. Taki uktad w wektorze ekspresyjnym wystepowat w kilku kopiach, w celu
zwiekszenia ilosci aptameru w komérce, natomiast obecno$¢ rybozymu gwaranto-
wata jego precyzyjne wyciecie z dilugiego transkryptu. Konstrukt HDV-G9-1l wykazy-
wat wiekszg efektywnos$¢ (50% obnizenie aktywnos$ci proteazy) niz aptamer G9-1l,
ktory byt wprowadzany do komérek Hela w pojedynczej kopii (42).

Otrzymano réwniez aptamer RNA oddziatujgcy specyficznie z domeng o aktyw-
nosci helikazy biatka NS3 wirusa HCV (43). Wykazywat on podobiernistwo struktural-
ne do regionu zmiennego w obrebie 3'UTR, ktéry moze peini¢ funkcje regulatora
aktywnosci helikazy. Uzyskanie aptameréw specyficznie oddziatujgcych z domeng
0 aktywnosci proteazy oraz helikazy umozliwito zaprojektowane czasteczek RNA
zdolnych do blokowania jednocze$nie obydwu funkcji biatka NS3 w warunkach in
vitro, oraz w warunkach komoérkowych (44-46).

Metode sefekcji in vitro wykorzystano takze do znatezienia aptameréw oddzia-
tujacych z regionem niekodujgcym 5 genomu wirusa HCV (47-49). Otrzymano dwa
aptamery, ktére silnie wigzaty sie do petli apikalnej domeny Il elementu IRES (Kd=
= 11 nM) oraz aptamer oddziatujgcy z petlg apikalng domeny llld (47,50). W warun-
kach in vitro dwa pierwsze aptamery powodowaly inhibicje translacji zaleznej od
elementu IRES wirusa HCV o okoto 30%, natomiast aptamer trzeci az o 90%, W tym
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Rys. 4. Schemat otrzymania konstruktu rybozym HDV-aptamer G9-Il przez Nishikawe i wsp. (42).
Strzalka zaznaczone miejsce autokatalitycznego przecinania sie rybozymu HDV.

przypadku jego przytgczenie do domeny llld zaburzyto prawdopodobnie oddzia-
tywanie z podjednostka 40S rybosomu.

Przyktadem innych, efektywnie dziatajgcych aptamerdw, sg chimeryczne czastecz-
ki RNA, otrzymane w dwuetapowym procesie setekcji in vitro, zawierajgce domene
katalityczng (rybozym typu hammerhead) oraz domene specyficznie oddziatujgca
z okreslonym regionem IRES (domena IV) wirusa HCV (51,52). Otrzymane czasteczki
RNA obnizaly translacje zalezng od elementu IRES nawet o 95%. Dodatkowo, w ko-
mérkach Huh-7, niosgcych replikon wirusa HCV typu lb, zaobserwowano obnizenie
poziomu wirusowego RNA o 50%, 24 godziny po transfekcji (52). Na podstawie po-
réwnania aktywnosci chimerycznych czgsteczek RNA z aktywnoscig odpowiedniego
aptameru bez domeny katalitycznej wykazano jednak, ze efekt inhibicji w duzej
mierze jest wynikiem specyficznego oddziatywania aptameru z elementem IRES wi-
rusa HCV (51).

Przyktadem strategii antywirusowej opartej na wykorzystaniu oligonukleotydéw
jest rowniez zastosowanie czasteczek RNA, ktére przyjmuja strukture podobng do
naturalnie wystepujacych w obrebie genomu wirusa elementéw strukturalnych -
ang. decoy strategy. Takie czasteczki RNA oddziatujgc z biatkami, ktore sg istotne dla
replikacji lub translacji wirusa dzialajg na zasadzie inhibitoréw kompetycyjnych
i powodujg obnizenie efektywnosci tych proceséw. Wykazano w uktadzie komorko-
wym, ze czasteczka RNA odpowiadajaca domenie Il elementu IRES wirusa HCV
(rys. 1) powodowata 80% inhibicje translacji zaleznej od IRES, natomiast nie wywie-
rata negatywnego wplywu na proces translacji mRNA zalezny od kapu (53). W dal-
szych badaniach wykazano, ze czgsteczki RNA odpowiadajgce subdomenom Ule i IlIf
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sg odpowiedzialne za obnizenie poziomu translacji zaleznej od IRES. Inhibicja trans-
lacji jest wynikiem ich oddziatywania z biatkiem rybosomalnym S5 bedgcym kompo-
nentem podjednostki 40S. To oddzialywanie prawdopodobnie uniemozliwia przy-
taczenie podjednostki 40S do elementu IRES wirusa HCV i tym samym uformowanie
funkcjonalnego kompleksu inicjujgcego translacje (53).

W obrebie regionu kodujacego biatko NS5B genomowy RNA wirusa HCV przyj-
muje strukture drugorzedowg z trzema motywami typu spinki: 5BSL3.1, 5BSL3.2,
5BSL3.3, ktére sg niezbedne dla prawidtowego przebiegu procesu replikacji wirusa
(CRE, ang. Cis-Acting Replication Element). Zaobserwowano, ze czgsteczki RNA typu
decoy odpowiadajgce spince 5BSL3.1 i 5BSL3.2 efektywnie blokowaly replikacje wi-
rusa, powodujac ponad 35-krotne obnizenie poziomu RNA w komdrce (54). Co cie-
kawe, czasteczki RNA bedace analogami spinek, ktére pochodzity z wirusa o geno-
typie 2a efektywnie hamowalty replikacje wirusa o ewolucyjnie odleglym genotypie
Ib. Jest to obserwacja bardzo istotna, gdyz zastosowanie tego typu podejScia nie
bytoby ograniczone do jednego genotypu wirusa. W przypadku innych narzedzi oli-
gonukleotydowych, brak pozadanej uniwersalnosci ich dziatania stanowi czesto
znaczny problem w ich wykorzystaniu. Zastosowanie strategii decoy wigze sie z po-
znaniem doktadnego mechanizmu dziatania stosowanych czasteczek RNA. W przy-
padku analogéw spinek 5BSL3.1 i 5BSL3.2, jak sie wydaje, moga one oddziatywac
z biatkami komoérkowymi zaangazowanymi w tworzenie kompleksu replikacyjnego
i przez to zmniejsza¢ szanse przytaczenia sie do niego nici RNA wirusa. Rodzi sie py-
tanie czy wprowadzenie czasteczek RNA, ktére wykazuja powinowactwo do bialek
komorkowych nie zaburzy prawidtowego funkcjonowania komorki. Obecno$¢ RNA
5BSL3.1 i 5BSL3.2 w komérkach Huh nie spowodowata widocznych efektéw ubocz-
nych; konieczne sgjednak datsze szczegodtowe badania w celu petnego zrozumienia
funkcjonowania zastosowanych inhibitorow RNA.

Poszukiwano takze naturalnie wystepujacych RNA, ktore bylyby zdolne do zabu-
rzania prawidtowego funkcjonowania wirusa HCV. Przykladem takiej czasteczki jest
IRNA, RNA o dtugosci 60 nukleotyddéw, ktéra wystepuje u drozdzy Saccharomyces
cerevisiae. Wczesniej zaobserwowano, ze IRNA blokuje IRES-zalezng translacje wiru-
sa polio, natomiast nie wykazuje negatywnego wptywu na przebieg translacji zalez-
nej od kapu. Inhibicja jest prawdopodobnie wynikiem oddziatywania IRNA z bial-
kami komérkowymi np. biatkiem La (55). Wykazano, ze zaréwno w warunkach in vitro,
jak i in vivo IRNA hamuje takze IRES-zalezng translacje wirusa HCV (55,56). Inhibicja
translacji w komorkach wynosita od 50 do 90%. Na podstawie badan strukturalnych
IRNA wykazano, ze czasteczka ta przyjmuje strukture typu spinki do wioséw, a jej
podobieristwo do niektérych elementdéw strukturalnych IRES wirusa HCV moze mie¢
istotne znaczenie w mechanizmie jej dziatania.
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5. Interferencyjne RNA: siRNA oraz shRNA

Wirus HCV nalezy do grupy najbardziej intensywnie badanych patogenéw pod

katem mozliwosci wykorzystania technologii interferencji RNA do hamowania eks-

presji jego gendéw (57). W obrebie genomu wirusa poszukuje sie miejsc podatnych
na dziatanie interferencyjnych RNA (siRNA i shRNA), przy czym region niekodujgcy
5’, ze wzgledu na wysoka zachowawczos$é, jak sie wydaje, jest szczegdlnie atrak-
cyjnym ,celem ataku” (tab. 2). Wykazano, ze siRNA komplementarne do domeny |V,

Zestawienie przyktadéw atakowania wirusa HCV za pomoca siRNA/shRNA

Atakowany |
Spos6b
fragment X
wprowadzenia
genomu )
) SIRNA/shRNA
wirusa HCV
1 2
SiRNA
wektor siRNA
wektor shRNA
SiRNA
wektor shRNA
wektor siRNA
5TITR

wektor shRNA

wektor shRNA

wektor shRNA
shRNA

wektor siRNA

SIRNA

Srodowisko reakcji/

Rodzaj replikonu wirusowego

3

komérki Huh 7
replikon subgenomowy Rep-Feo

(Ib)

komorki Hub 7
replikon subgenomowy

komérki Huh 7
13«.)/INS3-3VLiicUbiNeo-I-t (la/lb)

komérki Huh 7
replikon monocistronowy
1"Kghyg-ubi/ NS3-3'/5.1

komorki 293FT
model mysi

komorki Huh 7
replikon monocistronowy
13Kc,/hyg-ubi/NS3-3/5.1 (lb)

komérki Huh 7
replikon subgenomowy

komérki Huh 7
13H9,hyg-ubi/ NS3-3V5.1

komérki En5-3, 2-3c
replikon subgenomowy
Ntat2Aneo (la)
NNoe (1b)
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Tabela 2
Efektywno$¢ dziatania Literatura
4 5
77-94% inhibicja ekspresji (48)

replikonu (genu Fluc)

znaczna inhibicja ekspres;ji
replikonu (genu Fluc)

80-90% obnizenie aktywnosci genu

FLuc

znaczna inhibicja ekspres;ji
replikonu (genu Fluc)

60% redukcja poziomu RNA wirusa

(Northern biot)
60-70% redukcja poziomu biatka
NS5b (Western biot)

obnizenie poziomu genu FLuc
duza efektywno$¢

>80% inhibicja replikacji

inhibicja replikacji wirusa (RT-PCR)

75% redukcja RNA wirusa
(Northern biot)

redukcja RNA wirusa
(RT-PCR)

(83)

(58)

(61)

(60)

(70)

(67)

(59)

(84)
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SIRNA

biatko C

SIRNA

wektor shRNA

SiRNA
giikoproteina
E2
tsiRNA (tandem
SiRNA)
SiIRNA
tsiRNA (tandem
SiRNA)
SIRNA
protcaza
NS3
wektor shRNA
wektor shRNA
wektor siRNA
SiIRNA
NS4B
SIRNA
SIRNA
NS5A
SiRNA
. SIRNA
polimeraza
RNA NS5B

26

3

komérki Huh 7.5
repiikon HCV-Conl (Ib)

komorki HEK 293T E2 (na bazie
pC,EM-HCj4) (Ib)

repiikon (la)

komérki HEK 293T
plazmid pEGFP-E2 (na bazie
pGEM-HCj4) (Ib)

komérki Huh 7
HCV repiikon FK-R2AN

komérki Huh 7
repiikon subgenomowy S| 1791 (1b)

komorki Huh 7
HCV repiikon FK-R2/VN

komérki Huh 7
repiikon subgenomowy
HCVrepAB12neo (lb)

komorki Huh 7
repiikon pFK2884Gly (Ib)

repiikon (la)

komorki Huh 7
13«9/hyg-ubi/ NS3-3V5.1

komorki Huh 7.5
repiikon HCV-Conl (Ib)

komérki Huh 7
I3K9/NS3-3'/LucUbiNeo-Et (la/lb)

komorki HepGA
P90/HCV-FL (tylko NS5a) (la)
repiikon HCV-Conl (Ib)

komorki Huh 7
I13H9/NS3-3'/LucUbiNeo-Et (la/lb)

komorki Huh 7 subgenomowy
repiikon SI 1791 (Ib)

4

> 80-krotne obnizenie poziomu
RNA wirusa
(RT-PCR)

15-krotne obnizenie poziomu RNA C
(RT-PCR)

inhibicja biatek wirusa
(Western biot)

12-krotne obnizenie poziomu RNA
E2
(RT-PCR)

inhibicja replikacji, ok. 50%
inhibicja biatek wirusa (Western
biot)

5,7-krotne obnizenie poziomu RNA
wirusa (Northern biot)

inhibicja replikacji, ok. 50%
inhibicja biatek wirusa (Western
biot)

~ 50% obnizenie poziomu RNA
wirusa (Northern biot)

inhibicja replikaciji
(RT-PCR)

inhibicja biatek wirusa
(Western biot)

75% redukcja RNA wirusa
(Northern biot)

> 80-krotne obnizenie poziomu
RNA wirusa
(RT-PCR)

90-99% inhibicja ekspresji
replikonu (genu Fluc)

~ 70% obnizona ekspresja biatka
NS5a
obnizona ekspresja biatek wirusa
(Western biot)

90-99% inhibicja ekspresji
replikonu (genu Fluc)

8,3 - krotne obnizenie poziomu
wirusa RNA
(Northern biot)
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63)

(85)

6)

(85)

(87)

(66)

(87)

@8)

(89)

(86)

(59)

63)

(58)

(64)

(58)

(66)
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1 2 3 4 5
SiRNA komorki Hull 7 > 90% obnizenie poziomu RNA (88)
wektor shRNA replikon siibgenomowy wirusa (RT-PCR)

HCVrepAB12neo (Ib)

SiRNA komorki Hiih 7 90-99% inhibicja ekspres;ji (58)
1.W/NS3-3'/LucUbiNeo-Et (1a/lb) replikonu (genu Fluc)
wektor shRNA komorki Hub 7 inhibicja replikacji (89)
replikon pFK2884Gly (1b) (RT-PCR)
wektor shRNA replikon (la) inhibicja biatek wirusa (86)

(Western biot)

wektor shRNA komorki Huh 7 98% inhibicja replikacji (70)
replikon monocistronowy
lscohyg-ubi/NS3-375.1 (Ib)

3'UTR- wektor siRNA komérki Huh 7 50% redukcja poziomu RNA wirusa (eh
region X replikon monocistronowy (Northern biot)
IsSe,hyg-ubi/ NS3-375.1 60% redukcja poziomu biatka NS5b

(Western biot)

wektor siRNA komérki Huh 7 75% redukcja RNA wirusa (59)
I"sg hyg-ubi/ NS3-375.1 (Northern biot)

regionu pseudowezia oraz sekwencji w poblizu kodonu START bardzo efektywnie
inhibowaly translacje zalezna od elementu IRES (58). Wyniki uzyskane dla domeny 1l
i 1l sg rozbiezne, jedni autorzy sugeruja, ze te fragmenty IRES nie sg odpowiednim
celem dla siRNA, inna grupa badawcza przedstawia rezultaty Swiadczace o duzej po-
datnosci zaréwno domeny 11, jak i domeny 1l na dziatanie krétkich interferencyj-
nych RNA (58,59). Rozbieznosci te moga wynika¢ z zastosowania siRNA komplemen-
tarnych do réznych sekwencji w obrebie domeny 1l i lll. Wykazano takze, ze siRNA
z ponad 90% efektywnoscia obniza aktywnos¢ translacyjng sekwencji IRES w komor-
kach ludzkich transfekowanych plazmidem z genem reporterowym lucyferazy, kt6-
rego ekspresja zalezna byta od elementu IRES (60). Region X, stanowigcy fragment
niekodujgcego regionu 3’ wirusa HCV, jest takze potencjalnie atrakcyjnym celem dla
siRNA. Otrzymano siRNA komplementarne do tego regionu, ktére powodowaty
okoto 50% obnizenie poziomu wirusowego RNA w komérce (59,61). Wydaje sie jed-
nak, ze region X nie jest zbyt dostepny dla siRNA, o czym Swiadczg wyniki prezento-
wane przez Smitha i wsp. (62), gdyz zaden z 13. zastosowanych siRNA nie powodo-
wat znaczacej redukcji poziomu replikacji wirusa HCV. SIRNA komplementarne do
spinki SU regionu X nici replikacyjnej obnizato poziom wirusowego RNA jedynie
0 25%, przy czym nie ulegat zmianie poziom ekspresji wirusowego biatka NS5B. Praw-
dopodobnie, ukierunkowanie siRNA na ni¢ replikacyjng powoduje, ze efekt wycisze-
nia moze by¢ obserwowany na poziomie biatka dopiero po dtuzszym czasie (60,61).

Atakujgc regiony niekodujgce 5 i 3' wirusa HCV zaobserwowano, ze obydwie
nici siRNA mogg aktywnie uczestniczy¢ w procesie wyciszania, dziatajgc zaréwno na
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genomowy RNA, jak i RNA o polarnosci ujemnej (59,62). SiRNA zaprojektowane na
domene SU i SL2 regionu X powodowaly obnizenie o okoto 30-60% ekspresji genu
lucyferazy przytaczonego do fragmentu genomu wirusa znajdujagcego sie w orienta-
cji sens jak i antysens, co wskazywato, ze obydwie nici dupleksu siRNA braly aktyw-
ny udziat w procesie wyciszenia (59). Nie wszystkie siRNA dziatajg jednak z tg samg
efektywnos$cig na obydwie nici wirusowego RNA. Wykazano, ze siRNA zaprojekto-
wany na fragment RNA pomiedzy domeng llld a Ule regionu niekodujacego 5' nie
powodowat widocznego efektu wyciszenia nici genomowej jednak efektywnie dziatat
na ni¢ o polarnosci ujemnej. Podobne obserwacje raportowano dla regionu X (59,62).
Preferencje wykorzystania danej nici siRNA, z jednej strony uwarunkowane sg para-
metrami termodynamicznymi tworzonego dupleksu, z drugiej dostepnoscig docelo-
wej czgsteczki RNA do hybrydyzacji. Dotychczas uzyskane wyniki $wiadczg o wiek-
szej podatnosci na dziatanie siRNA nici genomowej wirusa HCV, zaréwno w regionie
niekodujgcym, jak i w jej czesci kodujacej (59,62). Dodatkowo zaobserwowano, ze
zastosowanie jednoczes$nie kilku siRNA atakujgcych rézne regiony genomu przynosi
lepszy efekt, ktory jest obserwowany dla obydwu nici wirusowego RNA (59).
Planowanie siRNA obejmuje wybdr sekwencji docelowej oraz sposéb wprowa-
dzenia siRNA do komorki. Dostepnosc¢ sekwencji docelowej do hybrydyzacji oraz jej
zachowawczos$¢ to podstawowe kryteria, ktére musza byé spetnione przy projekto-
waniu siRNA. Petna komplementarnos¢ sekwencji jest niezbedna do efektywnego
wyciszenia genu. Obecnos¢ dwadch, trzech niesparowan pomiedzy siRNA a czasteczka
docelowg bardzo obniza efekt interferencji (63,64). Wprowadzenie do komoérek za-
wierajgcych replikon genotypu Ib wirusa HCV kilku siRNA komplementarnych do tej
samej sekwencji, ale pochodzacej z trzech réznych genotypéw: la, Ib oraz 2a wyka-
zato, ze tylko siRNA zaprojektowane na bazie genotypu Ib powodowalo efektywne
obnizenie poziomu ekspresji genu reporterowego (58). Poniewaz roéznice w se-
kwencji pomiedzy genotypami wirusa HCV moga przekracza¢ 30% bardzo istotne
jest, aby sekwencja docelowa byfa jak najbardziej konserwatywna. Dodatkowo, sto-
sowanie kilku siRNA jednoczesnie zwieksza szanse uzyskania wysokiego efektu wy-
ciszenia. Zaobserwowano réwniez pojawianie sie mutacji przystosowawczych, kto-
re obnizaly efektywno$¢ dziatania siRNA. Po jednorazowym zastosowaniu SiRNA
komplementarnego do regionu kodujgcego biatko NS5B w wirusowym RNA pojawity
sie pojedyncze mutacje. Sg one jednak nieuniknione, poniewaz polimeraza wirusa
nie posiada funkcji naprawczej. Co ciekawe, po pieciu kolejnych aplikacjach siRNA
do komérek, mutacje w regionie atakowanym zaczely sie kumulowaé. Swiadczy to,
ze pojedyncza mutacja nie jest w stanie catkowicie zablokowa¢ efektu RNAI, nato-
miast pojawienie sie dodatkowych zmian w sekwencji regionu atakowanego przy-
czynia sie do znacznego obnizenia efektywnosci zastosowanych siRNA (65).
Wprowadzenie do komoérki interferencyjnych RNA (siRNA lub shRNA) wigze sie
z mozliwoscig aktywacji odpowiedzi interferonowej, co jest efektem niepozada-
nym. Dla poréwnania, w komérkach traktowanych interferonem a po dwdoch dniach
zaobserwowano ponad 300-krotny wzrost poziomu biatka MxA oraz kilkukrotny
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wzrost poziomu biatka PKR. Natomiast po wprowadzeniu siRNA komplementarnych
do regionu kodujgcego NS3 i NS5B wirusa HCV nie zaobserwowano zmiany ekspre-
sji biatlek MxA i PKR w poréwnaniu z proba kontrolng (66). Wprowadzenie do ko-
morki shRNA, uzyskanego w warunkach in vitro w systemie polimerazy RNA T7, row-
niez nie aktywowato genéw szlaku interferonowego w komérkach Huh 7 zawie-
rajacych replikon HCV (67). Nie zaobserwowano wzrostu poziomu ekspresji biatka
IRF-3, wzmozonej aktywnosci biatka PKR czy RNazy L. Brak odpowiedzi interferono-
wej moze by¢ jednak spowodowany mniejszg wrazliwoscig komérek Huh 7 na obec-
nos¢ dsRNA w poréwnaniu do komadrek HEK 239 czy HeLa. W komorkach tych siRNA,
otrzymane w warunkach in vitro w systemie polimerazy T7, indukowaty odpowiedz
immunologiczng (68). Generowanie w komorce shRNA z wektora ekspresyjnego bu-
dzi jeszcze wieksze kontrowersje. Na podstawie analizy mikromacierzowej wykaza-
no, ze obecnos¢ shRNA transkrybowanego przy udziale polimerazy Il z wektora
opartego na lentiwirusie aktywowata szereg genéw odpowiedzi interferonowej (69).
Zaobserwowano ponad 50-krotny wzrost ekspresji 2’,5’-syntetazy oligoadenylowe;.
Co ciekawe, wprowadzenie siRNA za pomocg tego samego rodzaju wektora nie in-
dukowato zmiany poziomu ekspresji tego biatka (69). W literaturze przedstawione
sg takze wyniki Swiadczace o braku indukcji odpowiedzi interferonowej w obecno-
éci shRNA wprowadzanego do komorki poprzez wektor ekspresyjny (70).

Obok prac prowadzonych w uktadach komérkowych pojawiajgq sie takze donie-
sienia o zastosowaniu technologii RNAi na modelach zwierzecych. Duzy problem
przy tego rodzaju badaniach stanowi sposéb wprowadzenia obcego DNA/RNA do or-
ganizmu zwierzecia. Obecnie jedng ze stosowanych metod jest wstrzykniecie duzej
objetosci roztworu DNA/RNA do zyly ogonowej myszy (ang. Hydrodynamic Transfec-
tion Method) (71). Stosujgc te metode udato sie obnizyé o ponad 80% ekspresje
biatka lucyferazy w watrobie podajac siRNA dorostym osobnikom myszy (72). Myszy
nie sg naturalnie infekowane przez wirusa HCV; istnieje jednak mozliwos¢ wprowa-
dzenia plazmidu zawierajacego elementy genomu wirusa i w ten sposéb badania
efektywnosci zastosowania siRNA. Zaprojektowano shRNA, ktére powodowato ponad
90% redukcje translacji biatka lucyferazy, zaleznej od elementu IRES HCV w watro-
bie myszy (60). Dodatkowo zauwazono, ze wprowadzenie siRNA za pomoca plazmi-
du powodowato inhibicje ekspresji biatka juz w ciggu 6 godzin od iniekcji, ale po
krétkim czasie efekt zanikal. Natomiast w przypadku shRNA wyciszenie genu byto
obserwowane dopiero po 24 godzinach i utrzymywato sie przez nastepna dobe (60).

Odrebna strategia walki z wirusem HCV opartag na technologii RNAI jest obnizanie
poziomu ekspresji biatek komoérkowych zaangazowanych w cykl zyciowy wirusa.
Wyciszenie genow takich biatek jak: PTB, La, hVAP oraz HuR prowadzito do obnize-
nia poziomu replikacji wirusa (61,73). Bialka La, PTB oraz HuR oddzialujg z regiona-
mi niekodujgcymi wirusowego RNA, co jak sie wydaje, ma znaczenie dla syntezy nici
potomnej. Natomiast biatko hVAP stuzy jako receptor btonowy dla kompleksu repli-
kacyjnego. Obnizenie ekspresji tych biatek, poprzez zastosowanie siRNA, przyczy-
nito sie prawdopodobnie do uposledzenia procesu replikacji wirusa. Nasuwa sie
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jednak pytanie: czy wyciszajac endogenne geny nie dojdzie do zaburzeh w pra-
widtowym funkcjonowaniu komorki gospodarza? Chociaz atakowanie wirusa HCV
poprzez obnizenie poziomu ekspresji biatek gospodarza istotnych dla jego proce-
séw zyciowych, jak sie wydaje, jest ciekawym pomystem, to kazdorazowo nalezy
sprawdzi¢ jak redukcja poziomu okreslonego biatka wptywa na prawidtowe funkcjo-
nowanie komorki.

6. Podsumowanie

w ostatnich kilkunastu latach dokonano znacznego postepu prac w kierunku
zwiekszenia trwatosci potencjalnych terapeutykéw oligonukleotydowych in vivo, pod-
jeto szereg prob ulepszenia naturalnie wystepujacych rybozyméw oraz poszukiwa-
nia nowych czasteczek zaréwno RNA jak i DNA o pozadanych wtasciwosciach, a tak-
ze opracowano nowe systemy utatwiajgce wprowadzanie oligonukleotydéw do ko-
morki. To takze czas ogromnego rozwoju w biologii molekularnej, ktéry przejawia
sie, w przypadku badan nad wirusem HCV, opracowaniem replikonéw zawieraja-
cych caly genom wirusa oraz coraz czestszymi probami prowadzenia badan na mo-
delu zwierzecym. Wykorzystanie technologii opartych na kwasach nukleinowych,
w poszukiwaniu skutecznej terapii przeciwko wirusowi HCV, budzi szczegélnie
duze zainteresowanie badaczy oraz firm farmaceutycznych i mozna oczekiwaé, ze
w najblizszych latach prace te zakohczag sie sukcesem.

Opracowanie powstato w ramach realizacji projektéw badawczych finansowanych przez Minister-
stwo Nauki i Szkolnictwa Wyzszego: nr 2 PO4A 051 28 oraz nr N N302 385537.

Literatura

Zamecnik C., Stephenson M. L., (1978), Proc. Natl. Acad. Sci. U S A., 75, 280-284.

Kurreck j., (2003), Eur. j. Biochem., 270, 1628-1644.

Vidal L., Blagden S., Attard G., de Bono j., (2005), Eur. J. Cancer., 41, 2812-2818.

Romero-Lopez C., Sanchez-Luque F.j., Berzal-Herranz A., (2006), Infect. Disord. Drug Targets., 6,

121-145.

Alt M., Renz R., Hofschneider P. H., Caselmann W. H., (1997), Arch. Virol., 142, 589-599.

Alt M., Eisenhardt S., Serwe M., Renz R., EngelsJ. W., Caselmann W. H., (1999), Eur.j. Clin. Invest.,

29, 868-876.

7. Smith R. M., Walton C. M., Wu C. H, Wu G. Y., (2002), j. Virol., 76, 9563-9574.

8. Reigadas S., Ventura M., Andreola M. L., Michel J., Gryaznov S., Tarrago-Litvak L., Litvak S.,
Astier-Gin T., (2003), Virology, 314, 206-220.

9. Nulf C. J., Corey D., (2004), Nucleic Acids Res., 32, 3792-3798.

10. Alotte C., Martin A., Caldarelli S. A., di Giorgio A., Condom R., Zoulin F., Durantel D., Flantz O.,
(2008), Antiviral Res., 80, 280-370.

11. Brown-Driver V., Eto T., Le$nik E., Anderson K. P., Hanecak R. C., (1999), Nucleic Acid Drug Dev., 9,
145-154.

12. Wakita T., Moradpour D., Tokushihge K., Wands j. R., (1999), j. Med. Virol., 57, 217-222.

»wn e

o u

30 PRACE PRZEGLADOWE



13.
14.
15.

16.

17.

18.

19.
20.
21.

22.
23.
24.

25.
26.
27.
28.
29.
30.
31.

32.
33.
34.
35.
36.
37.
38.
39.
40.
41.
42.

43.
44.

45.

46.

a7.

48.

Oligonukleotydy jako potencjalne czynniki terapeutyczne skierowane przeciw wirusowi

Heintges T., Encke J., Wands J. R., (2001), J. Med. Virol., 65, 671-680.

Wakita T., Wands J. R., (1994), J. Biol. Chem., 269, 14205-14210.

Vidalin O., Major M. E., Rayner B., Imbachj. L., Trepo C., Inchauspe G., (1996), Antimicrob. Agents
Chemother., 40, 2337-2344.

Soler M., McHutchison j. G., Kwoh T. j.. Dorr F. A., Pawlotsky J. M., (2004), Antivir. Ther., 9,
953-968.

McHutchison j. G., Patel K., Pockros P., Nyberg L., Pianko S., Yu R. Z., Dorr F. A., Kwoh T.j., (2006),
j. Hepatol., 44, 88-96.

Takkenberg B., de Bruijne j., Weegink C., Jansen P., Reesink H., (2008), Curr. Gastroenterol. Rep.,
10, 81-90.

Rayburn E. R., Zhang R., (2008), Drug Discov. Today, 13, 513-521.

Bartolome j., Castillo 1, Carreno V., (2004), Minerva Med., 95, 11-24.

Gomez J., Nadal A., Sabariegos R., Beguiristain N., Martell M., Piron M., (2004), Curr. Pharm. Des.,
10, 3741-3756.

Peracchi A., (2004), Rev. Med. Virol., 14, 47-64.

Hafez I. M., Maurer N., Cullis P. R., (2001), Gene Ther., 8, 1188-1196.

Lee P. A, Blatt L. M., Blanchard K. S., Bouhana K. S., Pavco P. A, Bellon L., Sandberg J. A., (2000),
Hepatology, 32, 640-646.

Soukup G. A., Breaker R. R., (2000), Curr. Opin. Struct. Biol., 10, 318-325.

Breaker R. R., (2002), Curr. Opin. Biotechnol., 13, 31-39.

Bergeron L. J., Perreaultj. P., (2005), Nucleic Acids Res., 33, 1240-1248.

Bergeron L. j., Reymond C., Perreault j. P., (2005), RNA, 11, 1858-1868.

Ryu K. j., Kimj. H., Lee S. W., (2003), Mol. Ther., 7, 386-395.

Yang Y. H., Li H., Zhou T., Kim K, Liu F., (2006), Nucleic Acids Res., 34, 575-583.

lkeda M., Habu Y., Miyano-Kurosaki N., Takaku H., (2006), Nucleosides Nucleotides Nucleic Acids.,
25, 427-437.

Nadal A., Martell M., Lytle J. R,, Lyons A. j., Robertson H. D., Cabot B., Esteban j. L, Esteban R,
Guardia j., Gomez j., (2002), j. Biol. Chem., 277, 30606-30613.

Sabariegos R., Nadal A., Beguiristain N., Piron M., Gomez j., (2004), FEBS Lett., 577, 517-522.
Silverman S. K., (2005), Nucleic Acids Res., 33, 6151-6163.

Smith R. M., Walton C. M., Wu H.,Wu G. Y., (2002), j. Virol., 76, 9563-9574.

Trepanier j. B., Tanner j. E., AlfleriC., (2008), Virology, 377, 399-444.

Roy S., Gupta N., Subramanian N., Mondal T., Banerjea A. C., Das S., (2008), j. Gen. Virol., 89,
1579-1586.

Famulok M., Mayer G., Blind M., (2000), Acc. Chem. Res., 33, 591-599.

Biroccio A., Hamm j., Incitti L, de Francesco R., Tomei L., (2002), j. Virol., 76, 3688-3696.

Vo N. V., Ohj. W,, Lai M. M., (2003), Virology, 307, 301-316.

Fukuda K., Vishnuvardhan D., Sekiya S., Hwangj., Kakiuchi N., Taira K., Shimotohno K., Kumar P. K.,
Nishikawa S., (2000), Eur. J. Biochem., 267, 3685-3694.

Nishikawa F., Kakiuchi N., Funaji K., Fukuda K., Sekiya S., Nishikawa S., (2003), Nucleic Acids Res.,
31, 1935-1943.

Nishikawa S., Nishikawa F., Fukuda K., (2003), Nucleic Acids Res., Suppl 241-242.

Fukuda K., Umehara T., Sekiya S., Kunio K., Hasegawa T., Nishikawa S., (2004), Biochem. Biophys.
Res. Commun., 325, 670-675.

Umehara T., Fukuda K., Nishikawa F., Sekiya S., Kohara M., Hasegawa T., Nishikawa S., (2004), Nuc-
leic Acids Symp., Ser. (OxO 195-196.

Umehara T., Fukuda K., Nishikawa F., Kohara M., Hasegawa T., Nishikawa S., (2005), J. Biochem.,
(Tokyo) 137, 339-347.

Kikuchi K., Umehara T., Fukuda K., Hwang j.. Kuno A., Hasegawa T., Nishikawa S., (2003), Nucleic
Acids Res., Suppl 291-292.

Yokota T., Sakamoto N., Enomoto N., Tanabe Y., Miyagishi M., Maekawa S., Yi L., Kurosaki M., Taira
K., Watanabe M., Mizusawa H., (2003), EMBO Rep., 4, 602-608.

BIOTECHNOLOGIA 1 (88) 13-33 2010 31



Agata Swiagtkowska, Jerzy Ciesiotka

49.

50.

51.

52.

53.
54.

55.

56.
57.
58.

59.
60.
61.
62.
63.
64.
65.
66.
67.

68.
69.
70.

71.
72.

73.
74.
75.
76.
77.
78.
79.
80.
81.
82.

83.
84.

32

Kikuchi K., Umehara T., Fukuda K., Kuno A., Hasegawa T., Nishikawa S., (2005), Nucleic Acids Res.,
33, 683-692.

Kikuchi K., Fukuda K., Umehara T., Flwang J., Kuno A., Flasegawa T., Nishikawa S., (2002), Nucleic
Acids Res., Suppl 267-268.

Romero-Lopez C., Barroso-deljesus A., Puerta-Fernandez E., Berzal-Flerranz A., (2005), Biol. Chem.,
386, 183-190.

Romero-Lopez C., Diaz-Gonzalez R., Barroso-deljesus A., Berzal-Flerranz A., (2009), j. Gen. Virol.,
90, 1659-1669.

Ray P. S., Das S., (2004), Nucleic Acids Res., 32, 1678-1687.

Zhang j., Yamada 0., Sakamoto T., Yoshida Fl., Araki Fl., Murata T., Shimotohno K., (2005), Viro-
logy, 342, 276-285.

Das S., Ott M., Yamane A., Tsai W., Gromeier M., Lahser F., Gupta S., Dasgupta A., (1998), J. Virol.,
72, 5638-5647.

Liang X. S., Lian j. Q., Zhou Y. X., Wan M. B., (2004), World j. Gastroenterol., 10, 664-667.
Volarevic M., Smoli¢ R., Wu C. H., Wu G. Y., (2007), Expert Rev. Anti. Infect. Ther., 5, 823-831.
Kronke J., Kittler R., Buchholz F., Windisch M. P., Pietschmann T., Bartenschlager R., Frese M.,
(2004), J. Virol., 78, 3436-3446.

KorfM., Meyer A., Jarczak D., Beger C., Manns M. P., Kruger M., (2007),j. Viral Flepat., 14, 122-132.
Wang Q., Contag C. Fl., lives H., Johnston B. H., Kaspar R. L., (2005), Mol. Ther., 12, 562-568.
Korf M., Jarczak D., Beger C., Manns M. P., Kruger M., (2005), J. FlepatoL, 43, 225-234,

Smith R. M., Smoli¢ R., Volarevic M., Wu G. Y., (2007), J. Viral Flepat., 14, 194-212.

Randall G., Grakoui A., Rice C. M., (2003), Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 100, 235-240.

Sen A., Steele R.,, Ghosh A. K., Basu A., Ray R., Ray R. B., (2003), Virus Res., 96, 27-35.

Wilson J. A., Richardson C. D., (2005), J. Virol., 79, 7050-7058.

Kapadia S. B., Brideau-Andersen A., Chisari F. V., (2003), Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 100, 2014-2018.
Flamazaki Fl., UJino S., Miyano-Kurosaki N., Shimotohno K., Takaku Fl., (2006), Biochem. Biophys.
Res. Commun., 343, 988-994.

Kim D. H., Longo M., Flan Y., Lundberg P., Cantin E., Rossi J.J., (2004), Nat. BiotechnolL, 22, 321-325.
Bridge A. J., Pebernard S., Ducraux A., Nicoulaz A. L., Iggo R., (2003), Nat. Genet., 34, 263-264.
Flenry S. D., Metselaar H. J., Tilanus Fl. W., Scholte B. J., van der Laan L. J., (2006), Mol. Ther., 14,
485-493.

Liu F., Song Y., Liu D., (1999), Gene Ther., 6, 1258-1266.

McCaffrey A. P., Ohashi K., Meuse L., Shen S., Lancaster A. M., Lukavsky P.J., Sarnéw P., Kay M. A,,
(2002), Mol. Ther., 5, 676-684.

Zhang J., Yamada 0., Sakamoto T., Yoshida Fl., lwai T., Matsushita Y., Shimamura FI., Araki Fl., Shi-
motohno K., (2004), Virology, 320, 135-143.

Sakamoto N., Wu C. H., Wu G. Y., (1996), J. Clin. Invest., 98, 2720-2728.

Lieber A., He C. Y., Polyak S.J., Gretch D. R, Barr D., (1996), J. Virol., 70, 8782-8791.

Macejak D. G., Jensen K. L.,Jamison S. F., Domenico K., Roberts E. C., Chaudhary N., Bellon L., Tong
M. J., Conrad A., Pavco P. A, Blatt L. M., (2000), Hepatology, 31, 769-776.

Caselmann W. H., Serwe M., Lehmann T., Ludwig J., Sproat B. S., Engels J. W., (2000), World J. Ga-
stroenterol., 6, 626-629.

Macejak D. G., Jensen K. L., Pavco P. A, Phipps K. M., Heinz B. A., Colacino J. M., Blatt L. M., (2001),
J. Viral Hepat., 8, 400-405.

Gonzalez-Carmona M. A., Schussler S., Serwe M., Alt M., Ludwig J., Sproat B. S., Steigerwald R.,
Hoffmann P., Quasdorff M., Schildgen 0., Caselmann W. H., (2006), J. Hepatol., 44, 1017-1025.
Welch P. J., Tritz R, Yei S., Leavitt M., Yu M., Barber J., (1996), Gene Ther., 3, 994-1001.
Jarczak D., KorfM., Beger C., Manns M. P., Kruger M., (2005), FEBS J., 272, 5910-5922.

Yu Y. C,, Mao Q.,, Gu C. H, Li Q. F., Wang Y. M., (2002), World J. Gastroenterol., 8, 694-698.
Seo M. Y., Abrignani S., Houghton M., Han J. H., (2003), J. Virol., 77, 810-812.

Chevalier C., Saulnier A., Benureau Y., Flechet D., Delgrange D., Colbere-Garapin F., Wychowski C.,
Martin A., (2007), Mol. Ther., 15, 1452-1462.

PRACE PRZEGLADOWE



85.

86.

87.
88.

89.

90.

Oligonukleotydy jako potencjalne czynniki terapeutyczne skierowane przeciw wirusowi

Liu M., Ding H., Zhao P., Qin Z. L., GaoJ., Cao M. M., LuanJ., Wu W. B., Qi Z. T., (2006), Biosci. Bio-
technol. Biochem., 70, 2049-2055.

Prablui R., Vittal P., Yin Q., Flemington E., Garry R., Robichaux W. H., Dash S., (2005), J. Med. Virol.,
76, 51 1-519.

Duckhyang S., Hyeon L., Soo I. K., (2009), RNA, 15, 898-910.

Wilson J. A.,Jayasena S., Khvorova A., Sabatinos S., Rodrigue-Gervais I. G., Arya S., Sarangi F., Flar-
ris-Brandts M., Beaulieu S., Richardson C. D., (2003), Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 100, 2783-2788.
Takigawa Y., Nagano-Fujii M., Deng L., Hidajat R., Tanaka M., Mizuta Fi., Hotta H., (2004), Micro-
biol. Immunol., 48, 591-598.

Dutkiewicz M., (2005), Badanie strukturyfragmentéw niekodujagcych RNA wirusa zapalenia watroby typu C,
praca doktorska. Instytut Chemii Bioorganicznej PAN, Poznan.

BIOTECHNOLOGIA 1 (88) 13-33 2010 33



