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Potencjalne zastosowanie
krotkich interferujgcych RNA
(siRNA) w terapii astmy

Potential applications of short interfering RNA (SIRNA) in
asthma therapy

SUMMARY

Short interfering RNAs (siRNAs) are highly specific molecules capable of precisely targeting genes involved in
disease development. The use of this technology may enable the development of more selective and effective
treatments compared to current methods. This article presents the current state of research on the application
of siRNA in asthma therapy, with a particular focus on the advantages and limitations of the method and a
discussion of preclinical study results.

Krétkie interferujgce RNA (siRNA) to czasteczki o wysokiej specyficznosci dziatania i mozliwo$ci precyzyjnego
celowania w konkretne geny zaangazowane w rozwdj choroby. Wykorzystanie tej technologii moze pozwoli¢

na opracowanie bardziej selektywnego i skutecznego leczenia niz obecne metody. Niniejszy artykut przedsta-
wia aktualny stan badan nad zastosowaniem siRNA w leczeniu astmy, ze szczegéInym uwzglednieniem zalet i

wad metody oraz oméwieniem wynikéw badan przedklinicznych.
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ediug szacunkéw Swiatowej Organizacii
WZdrowia, astma dotyka okofo 300 min os6b na

calym Swiecie, a liczba ta ma tendencije wzro-
stowg [1]. Okoto 5-10% pacjentdw choruje na astme ciez-
kg, a w przypadkach niekontrolowanej postaci choroby
kwalifikujg sie oni sie do terapii biologicznych opartych
na przeciwciatach monoklonalnych [2]. Obecnie dostep-
ne leki na astme skupiaja sie na tagodzeniu objawdw, co
podkresla potrzebe opracowania nowych metod terapeu-
tycznych, ktdre cechuje wysoka skutecznos¢ oraz mini-
malne dziatania niepozgdane.

Krotkie interferujgce RNA (siRNA) to dwuniciowe czg-
steczki RNA o diugosci 20-25 par zasad [3]. W komor-
ce siRNA jest inkorporowane do kompleksu biatkowe-
go RISC (ang. RNA-induced silencing complex), gdzie
nastepuje rozdzielenie nici. SIRNA wigze sie z sekwen-
cjg docelowego mRNA na zasadzie catkowitej komple-
mentarno$ci, co prowadzi do degradacji nowopowstate-
go kompleksu mRNA/siRNA przez endonukleaze Ago2
z rodziny biatek Argonaute. Efektem jest wyciszenie eks-
presji docelowego genu. Proces ten, znany jako inter-
ferencja RNA, jest intensywnie badany pod katem jego
potencjalnego zastosowania terapeutycznego w regula-
cji ekspresji genow.

Ze wzgledu na to, ze celem siRNA jest tylko jeden
konkretny gen, kluczowym elementem potencjalnej tera-
pii jest identyfikacja genu odpowiedzialnego za rozwaoj
choroby [4]. Znajomos¢ sekwenciji gendw umozliwia

szybkie i stosunkowo proste zaprojektowanie odpowied-
niej czgsteczki.

Krétkie interferujgce RNA (siRNA) dzialajg
w cytoplazmie, co ufatwia ich dostarczenie do komo-
rek; jednoczes$nie niewielka ilos¢ (kilka nanomoli)
jest wystarczajgca do wyciszenia genu docelowe-
go. Co istotne, terapia siRNA jest bardziej selektyw-
na i specyficzna niz terapie oparte na przeciwciatach
monoklonalnych.

Pomimo tych zalet, terapia SIRNA napotyka na pewne
trudnosci, takie jak niewystarczajgca efektywnosc dostar-
czania do komorek, problemy ze stabilnoscig, podatnos¢
na degradacje przez enzymy komorkowe, mozliwos¢
indukcji odpowiedzi immunologicznej oraz ryzyko nie-
specyficznego wyciszania innych genow (tzw. efekt off-
target). Dodatkowo, zastosowanie SiRNA w leczeniu cho-
réb ztozonych jest ograniczone ze wzgledu na ztozonos¢
czynnikow srodowiskowych i genetycznych, ktore czesto
trudno powigzac z jednym konkretnym genem.

Sposoby dostarczania siRNA do organizmu
Istnieje kilka metod dostarczania siRNA do organi-
zmu, ktore roznig sie pod wzgledem skutecznosci, szyb-
kosci dziatania, stabilnosci dziatania oraz ryzyka wywota-
nia odpowiedzi immunologicznej. Istotna jest tutaj zardw-
no forma podania leku, jak i sposob jego dostarczania.
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SiRNA moze by¢ dostarczane w réznych for-
mach: za pomocg systeméw wirusowych, takich jak
retrowirusy, lentiwirusy czy wirusy zwigzane z ade-
nowirusami (ang. Adeno-Associated Virus, AAV), lub
przy uzyciu peptydow, liposoméw, polimeréw, nano-
czgsteczek, badz w oryginalnej albo zmodyfikowanej
chemicznie formie dwuniciowych nukleotydéw [5-7].

Systemy wirusowe zapewniajg lepszg efektywnos$c
dostarczenia siRNA poprzez proces transdukcji oraz
umozliwiajg trwatg lub przejSciowg ekspresje; jednakze
ich stosowanie wigze sie z ryzykiem mutagenezy, inten-
sywnej odpowiedzi immunologicznej oraz cytotoksycz-
nosci [8]. Metody nie wykorzystujace wirusow charakte-
ryzUja sie nieco nizszg skutecznoscig, ale ich plusem jest
wysoka biokompatybilno$¢ i biodegradowalno$¢ oraz
niska immunogenno$¢. Ponadto, chemiczne i fizyczne
wiasciwosci tych materiatow mozna odpowiednio zmody-
fikowac w celu poprawy efektywnosci dostarczania, sku-
tecznosci czy stabilno$ci.

Czasteczki najczesciej sg dostarczane
w formie zastrzyku podskornego, zastrzyku bezposrednio
do narzadu docelowego, wlewu dozylnego, donosowo
lub za pomocg inhalaciji [9-11]. Szczegdinie ta ostatnia
metoda charakteryzuje sie dos¢ duzg skutecznoscig oraz
dziataniem miejscowym w terapii chordb drég oddecho-
wych. Badania przedkliniczne wykazaly, iz dostarczenie
SiRNA lokalnie, zamiast systemowo, pozwala na szybsze
uzyskanie odpowiedniego stezenia przy jednoczesnym
zminimalizowaniu niespecyficznej dystrybucji do innych
organow.

Problemy zwigzane z podaniem leku

Ztozona budowa uktadu oddechowego, obecnos¢
Sluzu i surfaktantu w drogach oddechowych, klirens $lu-
zowo-rzeskowy i fagocytoza to kluczowe czynniki, ktore
przekfadajg sie na skutecznosc¢ terapii z zastosowa-
nie siRNA [11]. Lek musi zawiera¢ czasteczki o wlasci-
wej wielkosci, ktdra umozliwi akumulacje odpowiedniej
dawki siRNA w dolnych drogach oddechowych, jedno-
czesnie minimalizujgc ryzyko fagocytozy przez makrofa-
gi [4]. Formuta leku powinna takze pozwala¢ na skutecz-
ne przenikanie przez warstwe $luzu do komorek docelo-
wych.

Podanie lekow poprzez inhalacje jest sprawdzo-
nym sposobem w terapii astmy. Najczescie] stosowa-
ne urzadzenia to inhalatory cisnieniowe z dozownikiem
(pPMD), inhalatory suchego proszku (DPI) i nebulizatory
[12]. W pMDI pojemnik zawiera sprezony gaz, ktéry stuzy
jako nosnik dla czagsteczek leku. Jednak wysoka pred-
kos¢ aerozolu moze prowadzi¢ do degradacji sSiRNA,
co wymaga modyfikacji sposobu ich podania, najcze-
Sciej w formie kompleksow polimerowych [13]. Z kolei
zastosowanie DPI wymaga precyzyjnego doboru wielko-
Sci czgsteczek oraz zapewnienia odpowiedniej wilgotno-
Sci, czesto przy uzyciu substancji pomocniczych, takich
jak weglowodany (np. trehaloza, mannitol). Nebulizacja,
cho¢ uzyteczna, wykazuje najmniejszg skutecznosc,
poniewaz sity dziafajgce podczas wytwarzania aerozolu
prowadzg do zbyt szybkiej degradacji sSiRNA.
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Badania przedkliniczne ujawnity kilka istotnych pro-
blemow: réznice w anatomii drog oddechowych pomie-
dzy ludzmi a myszami, trudnosci w ocenie stezenia leku
osiggajacego efekt terapeutyczny oraz ogélnego stezenia
w roznych regionach ptuc, a takze ograniczenia zwigzane
z metodg podania leku (poprzez nebulizacje lub w komo-
rze inhalacyjnej) [14]. Alternatywne metody dostarczenia
leku, takie jak podanie donosowe i dotchawicze, mogg
lepiej nasladowac¢ aerodynamike leku podanego w spo-
sob naturalny, jednakze wymagajg zastosowania znieczu-
lenia. Znieczulenie to moze zaburzac¢ klirens $luzowo-rze-
skowy, co utrudnia ocene eliminacii siRNA z organizmu.

Badania kliniczne

Amerykanska Agencja Zywnosci i Lekéw zatwier-
dzita dotychczas jedynie sze$¢ preparatow opartych
na siRNA, z ktérych zaden nie jest stosowany w pneumo-
nologii. Wiekszo$¢ z nich jest przeznaczona do leczenia
rzadkich chorob genetycznych [15]. Kazdy z zatwierdzo-
nych lekow musiat wykaza¢ sie specyficznoscig dla kon-
kretnych komorek, skutecznoscig dostarczenia do miej-
sca docelowego oraz odpornoscig na zbyt szybka elimi-
nacje z organizmu i hydrolize przez nukleazy. Te wyzwa-
nia rozwigzano poprzez odpowiednie modyfikacje che-
miczne oraz zastosowanie nanoczgsteczek lipidowych
jako nosnikow.

Zastosowanie lekéw opartych na siRNA w lecze-
niu chordb genetycznych jest jak najbardziej uza-
sadnione, poniewaz mutacje prowadzgce do cho-
roby sg znane i dobrze zdefiniowane. SIRNA mozna
odpowiednio zaprojektowaé, aby precyzyjnie celo-
wac i wycisza¢ wadliwy gen, co prowadzi do zmniej-
szenia objawdw choroby.

W chorobach zfozonych, fenotyp jest efektem kom-
binacji czynnikéw srodowiskowych i genetycznych,
co utrudnia wskazanie jednego celu dla terapii siRNA.
Wymagane jest wiec bardziej wszechstronne podej-
Scie. W zwigzku z tym wiekszo$¢ badan koncentruje sie
na opracowywaniu jak najlepszych nosnikow dlia siRNA
oraz na celach genetycznych, ktore sg wykorzystywane
w istniejgcych terapiach biologicznych lub zostaty wska-
zane w badaniach asocjacyjnych cafego genomu jako
istotne.

Obecnie nie prowadzi sie zadnych aktywnych
badan klinicznych dotyczgcych zastosowania siRNA
w terapii astmy. Ostatnie badanie tego typu dotyczy-
fo preparatu Excellair™, opracowanego przez ZaBeCor
Pharmaceuticals. Byt to inhalacyjny lek bez nosnika,
skierowany przeciwko mRNA kinazy tyrozynowe;j Sle-
dzionowej (SYK), majgcy na celu zfagodzenie odpo-
wiedzi zapalnej i leczenie astmy [16]. SYK to kluczowy
enzym w komorkach tucznych; po aktywacji uczestni-
czy w degranulacji tych komorek i wydzielaniu mediato-
row stanu zapalnego, takich jak interleukina 4 (IL-4) i inter-
leukina 13 (IL-13) [17]. Badania fazy | wykazaly, iz lek byt
dobrze tolerowany przez pacjentow, bez skutkow ubocz-
nych u 100% uczestnikow, a takze poprawit zdolnos¢
oddechowg u 75% pacjentow z astmag. Jednakze bada-
nie fazy II, rozpoczete w 2009 roku, zostato przerwane
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w 2015 roku z nieznanych przyczyn; niewiadome jest czy
preparat wykazat sie odpowiednig skutecznoscig i bez-
pieczenstwem stosowania [18].

Badania przedkliniczne

Zastosowanie siRNA w celach terapeutycznych
zostato wielokrotnie przebadane na modelach komaorko-
wych i zwierzecych.
* W jednym z badan skupiono sie na czynniku transkryp-
cyjnym GATAS3, kluczowym regulatorze odpowiedzi
immunologicznej, szczegdlnie w réznicowaniu i funkcjo-
nowaniu limfocytow T pomocniczych typu 2 (Th2) [19].
Komorki Th2 aktywowane przez GATAS3 produkujg cyto-
kiny, takie jak IL-4 i IL-13, ktore odgrywajg istotng role
w patogenezie chorob alergicznych. Zespot badawczy
opracowat lek oparty na kompleksie siRNA skierowa-
nym przeciwko GATAS i transferryng-polietylenoiming
(TF-PEI). Polietylenoimina (PEI) pefni role nosnika poli-
kationowego, a transferyna umozliwia przenikniecie
kompleksu do wnetrza limfocytéw T poprzez aktywa-
Cje swojego receptora. Problemem byfa retencja kom-
pleksu w endosomach, co stanowi istotne wyzwanie
w terapii RNA [20]. Zmodyfikowano wiec formute leku
poprzez dodanie kompleksu opartego na zmodyfiko-
wanej melitynie (Mel-PEl), peptydzie wspomagajgcym
wydostawanie sie czgsteczek z endosomow do cyto-
plazmy. T-Mel-PEI wykazywat wysokg stabilnos¢, mate
rozmiary (ponizej 200 nm) oraz zwigkszong przenikal-
no$¢ do cytoplazmy. Efektywnos¢ tego systemu zosta-
fa przetestowana na ludzkich organoidach ptucnych, tj.
precyzyjnie skrojonych skrawkach ptuc (ang. Precision
Cut Lung Slices, PCLS) [21]. Lek skutecznie dostarczyt
siRNA do nabtfonka drog oddechowych i wyciszyt eks-
presje GATA3 z wydajnosciag 88%.
Podanie donosowe SiRNA skierowanego przeciwko IL-4
i IL-13 w mysim modelu uczulenia na owalbumine spo-
wodowato wyciszenie ekspresji tych cytokin o ponad
50%, co w efekcie zmniejszyto stan zapalny, eozynofilie
oraz nadreaktywno$¢ drog oddechowych [22].
W innym badaniu, w tym samym modelu, kompleks
SiRNA przeciwko IL-4Ra (receptor dla IL-4 i IL-13) potg-
czono z peptydem RVGIR3LC i podano dotchawiczo
[23]. Efektem byto wyciszenie ekspresji IL-4Ra oraz
zmniejszenie stanu zapalnego, nadreaktywnoséci drég
oddechowych, metaplazji komarek kubkowych i wydzie-
lania $luzu. Kompleks RVGIOR:siRNA ma odpowiednig
wielko$¢ (165 nm) i rozpoznaje odpowiednie recepto-
ry na powierzchni komaorek nabtonka drdg oddecho-
wych, co gwarantuje jego specyficznose, jednoczesnie
nie wzbudzajac odpowiedzi immunologicznej.
Choi i wsp. badali chitynaze jako potencjalny cel tera-
peutyczny w ciezkiej astmie [24]. Chitynazy Chil3
i Chil4 sg kluczowymi enzymami produkowanymi
przez makrofagi po aktywacji cytokinami Th2, odgry-
wajgc istotng role w patogenezie astmy poprzez induk-
cje stanu zapalnego i przebudowy drég oddechowych
[25]. W badanym modelu, siRNA skierowane przeciw-
ko Chil3 i Chil4, potgczone z ligandem HMG (ang. High
Mobility Group) oraz micelami OR (ang. Oligoarginine

Micelle), wykazywaly zdolno$¢ do wigzania z receptora-
mi TLR4 (ang. Toll-like receptor 4) i RAGE (ang. recep-
tor for advanced glycation endproducts) na powierzch-
ni aktywowanych makrofagéw. Podanie dotchawicze
w mysim modelu uczulenia na owalbumine obnizyto
ekspresje Chil3 i Chil4 w ptucach oraz zmniejszyto obja-
wy astmy, takie jak eozynofilia, stan zapalny drég odde-
chowych oraz nadmierna produkcja $luzu.

W innym badaniu celem terapii siRNA byt receptor kina-
zy tyrozynowej ¢c-KIT, protoonkogen kluczowy w rozwo-
ju stanu zapalnego w astmie [26]. Lek zawierajacy che-
micznie zmodyfikowane siRNA, podany donosowo
w mysim modelu astmy alergicznej, skutecznie obni-
2yt ekspresje ¢c-KIT oraz ztagodzit objawy astmy, takie
jak eozynofilia, nadprodukcia sluzu oraz podwyzszony
poziom cytokin Th2.

Zafraiwsp. skupili sie na genie SOCS3 (ang. Supressor
of Cytokine Signalling 3), regulatorze szlaku sygnafo-
wego, ktérego ekspresja jest znaczgco zwiekszona
U pacjentow z ciezkg astmag [27]. Donosowa aplika-
cja ,nagiego” siRNA (bez nosnika i modyfikacji) prze-
ciw SOCS3 w mysim modelu astmy przewleklej dopro-
wadzita do zmniejszenia produkcii $luzu oraz depozycii
kolagenu w piucach. Ponadto, zaobserwowano obnize-
nie fosforylacji STAT3, co potwierdza role SOCS3 jako
regulatora szlaku JAK/STAT w patogenezie astmy.
Natomiast Zhang i wsp. opracowali nanoczgsteczki lipi-
dowe (LNP) ukierunkowane na receptor ICAM-1 (ang.
Intercellular Adhesion Molecule 1), ktdre zostaly zatado-
wane siRNA przeciwko mRNA TSLP tworzac kompleks
Pep-LNP [28]. ICAM-1 to biatko powierzchniowe komd-
rek, ktore odgrywa kluczowa role w procesach adhe-
zji migdzykomorkowej: jest odpowiedzialne za rekru-
tacje komorek zapalnych, wzmacnia odpowiedz aler-
giczna, stymuluje proliferacje i aktywacije fibroblastow,
co prowadzi do przebudowy drdg oddechowych [29].
Nowatorski kompleks Pep-LNP wykazat selektywnos$¢
wobec komorek nabtonka drog oddechowych, prowa-
dzac do zmniejszenia nasilenia stanu zapalnego, obni-
zenia poziomu cytokin IL-4 i IL-13 oraz ograniczenia
produkciji $luzu.

Podsumowanie

Astma stanowi powazny problem zdrowotny, a obec-
ne terapie jedynie fagodzg objawy, nie eliminujgc ich
przyczyny. SIRNA to obiecujgca metoda terapeutyczna,
ktora moze okaza¢ sie bardziej skuteczna i bezpieczna
niz dostepne leki biologiczne, co jest szczegdlnie istot-
ne w leczeniu ciezkiej postaci astmy. Gtéwnym wyzwa-
niem w terapii siRNA jest skuteczne dostarczenie cza-
steczek do komorek docelowych w ptucach. W tym
celu siRNA jest najczesciej tadowane do odpowiednich
no$nikow. Najbardziej obiecujgcg metodg dostarczania
SiRNA do terapii chorob drog oddechowych jest inha-
lacja. Badania przedkliniczne wykazaly, ze siRNA moze
skutecznie wyciszac ekspresje genow zaangazowanych
w rozwoj astmy i fagodzi¢ objawy choroby. Konieczne sg
dalsze badania Kliniczne, aby potwierdzi¢ bezpieczen-
stwo i skuteczno$c terapii SIRNA w leczeniu astmy. [ ]
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