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OZET

Gen susturulmasi terimi, bir genin genetik modifikasyon ile degil, hiicresel bir
mekanizma tarafindan islevinin bastirilmasini ifade eder. Post-transkripsiyonel
gen susturulmasi, mRNA (zerinden protein sentezinin engellenmesiyle
saglanir. Bu mekanizmaya RNA interferansi (RNAi) denir. RNAi‘de gen
susturulmasi, gift zincirli bir RNA molekli (dsRNA) ile saglanmaktadir. dsRNA
molekull sitoplazmada veya cekirdek icerisinde Dicer ve Drosha enzimleriyle
islenerek etkili birer gen susturma ajanlari olan siRNA ve miRNA (small
interfering RNA ve microRNA) haline getirilir. Olusan oligontkleotit, ilgilenilen
gen bdlgesini protein haline getirecek olan mRNA molekilind pargalar ve gen
susturulmasi saglanmis olur. Ilk olarak bitkilerde varhi§i saptanan RNAI
Uzerinde son yillarda bircok calisma yapilmaya baslanmis ve basarili sonuglar
elde edilmistir. Mekanizmay! aciklamis olan bilim adamlari, 2006 yilinda
Fizyoloji ve Tip alaninda Nobel Odiili'ne layik gérilmislerdir. Glinimizde bu
mekanizma, hulcredeki herhangi bir genin fonksiyonunun belirlenmesinde
kullanilan guglu bir yontemdir. Genetik hastaliklar, viral hastaliklar, kanser ve
diger bir cok hastaligin tedavisinde yeni bir ydntem olarak karsimiza gikmakla
birlikte, ayni zamanda zarar gérmus genlerin inhibisyonu da bu ydntemle
yapilabilmektedir. RNAi'nin kullanim alanlari konusunda son yillarda pek ¢ok
calisma yapilmis ve hala da yapiimaktadir. Ozellikle gen susturulmasi prensibi
ile calisan yeni gen tedavisi protokolleri gelistiriimektedir. RNAI
mekanizmasinin uygulanmasi vlcuda goénderim, nukleazlar tarafindan cok
cabuk yikilma, hlcresel alimda problemler, toksisite, endozomal degredasyon
gibi birgok zorluga sahip olmasina ragmen arastirma ve klinik uygulamalarda
gelecek vaat etmektedir.
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GIRIS
Cok hucreli organizmalarda gen ifadelenmesinin kontroll canlihk icin blyuk
onem tasimaktadir. Genlerin cogu hiicre gekirdedinde yerlesik kromozomlarda

bulunur ve kendilerini sitoplazmada proteinler olarak ifade ederler. Bu genlerin
ifadelenmesinin gerekli dlizeyde yapilabilmesi, kontrol elemanlariyla saglanir.

1980'lerin basinda E. coli'de mRNA dizisine tamamlayici olarak baglanan ve
translasyonu inhibe eden kliclik RNA molekdlleri saptanmistir[1]. Daha sonra
1998 yilinda ise bir 6karyot olan C. elegans'ta da tamamlayici RNA'nin protein
sentezinin dizenlenmesini yaptigi ortaya c¢ikmistir[2]. Andrew Fire ve Craig
Mello, bu kesiflerinden dolaylr 2006 yilinda Fizyoloji ve Tip alaninda Nobel
Odili’ne layik gorilmuslerdir. Okaryotlarda yapilan calismalar sonucunda da,
bu canlilarin yani sira bitki hlcreleri ve memeli canlilarin hlcrelerinde de
benzer bir mekanizmanin oldugu tespit edilmistir[3]. Bu olay daha sonra RNA
interferansi olarak isimlendirilmisgtir. Batlin bu gelismelerin sonucunda bilim
insanlari posttranskripsiyonel gen susturulmasi izerine yogunlasmistir.

RNAi MEKANIZMASI

RNAi mekanizmasi oOkaryotlarda, sitoplazmada gerceklesen bir olaydir.
Mekanizmayi saglayan 2 tir efektér molekul vardir. Birincisi, 21-23 nikleotid
uzunlugunda ve cift zincirli RNA (dsRNA) molekli olan siRNA (small interfering
RNA)'dir; ikincisi ise 22 nikleotid uzunlugunda dsRNA molekdili olan miRNA
(micro RNA)'dir. Bu kiictik RNA molekdilleri kodlayici 6zellige (genler lizerinden
protein kodlama) sahip degillerdir[4, 5].

siRNA'nin olusumu, sitoplazmaya uzun dsRNA molekulinin ekzojen olarak
gbnderilmesinden sonra orada Rnaz III enzim ailesinin bir endonlkleazi olan
Dicer enzimi ile 21-23 nukleotidlik parcalara ayrilmasiyla gerceklesir[6].
miRNA'nin olusumu ise c¢ekirdekte baslar. Burada endojen olarak kodlanan
primer miRNA (pri-miRNA) molekult, RNaz III enzim ailesinin bir Gyesi olan
Drosha ile islenerek oncil miRNA (pre-miRNA) moleklline dénuasar.
Pre-miRNA'larin firkete (hairpin) yapisi vardir ve ilmeklerden (loop) olusur.
Pre-miRNA'lar daha sonra sitoplazmaya gdnderilir ve burada Dicer ile ilmekleri
acilir, béylece miRNA moleklll olusmus olur[7].

Dicer enziminin olusturdugu kisa zincirlerin karakteristik uclari vardir. Zincirin
3" ucu dinukleotid tasir, 5' ucunda bir fosfat grubu bulunur[8].

siRNA ve miRNA'nin gen susturulmasi islevini yerine getirebilmesi icin RISC
(RNA-induced silencing complex) adi verilen bir protein kompleksine girmesi
gerekir. siRNA ve miRNA'nin kendine 6zgu uglari ve uzunluklari RISC tarafindan
taninmalari icin 6nemlidir. siRNA ve miRNA'nin zincirleri, RISC'i tamamlayicisi
olduklari hedef mRNA molektline yonlendirir[9, 10].

RISC'in merkezi ve birincil yurattcusu Argonat proteinidir[11, 12]. 1998 yilinda



kesfedilen bu proteinlerin varligi, mutant Argonatlarin Arabidopsis thaliana
bitkisinin yaprak seklinin degismesine neden oldugunun anlasiimasiyla ortaya
citkarilmistir[13]. Argonat proteinleri RISC'in katalitik aktivitesininden
sorumludur. Insanda 4 Argonat proteini vardir (AGO 1-4). siRNA ile gen
susturulmasinda AGO2 kullanilir [11]. miRNA ile gen susturulmasi ise tim 4
Argonat proteini ile saglanir [14]. Susturulmanin saglanabilmesi igin hedefe
yonlendirecek olan zincirin bu proteinlere baglanmasi gerekir. Baglanma
sirasinda da, susturacaklari genin tamamlayicisi olmayan zincir kompleksten
disari atilir. Daha sonra susturucu 6zellikteki bu RNA zincirleri, hedef mRNA
tarafindan taninir [15]. siRNA'lar hedef mRNA ile tamamen eslesme
gbsterirken miRNA'lar kismen eslesme gdsterirler [14].

Argonatlarin PAZ, MID ve PIWI adli g fonksiyonel bélgesi vardir.
e PIWI, kesme aktivitesinin glic merkezidir [16].

e RISC’e baglanmada 3' dinlkleotid PAZ bolgesi tarafindan taninir.
Dinlikleotid bélgesi, buradaki bir hidrofobik cebe girer; uctaki ntkleotidin
bazi o bdlgedeki aromatik kalintilardan birinin aromatik halkasinda
kimelenir [17, 18].

e 5'fosfat grubu MID ve PIWI bélgeleri arasina girer, proteinin C-terminal
ucundaki bir Mg*? iyonuna baglanir [19].

RISC'te 5' ucundaki 2-8. bazlar "kék bdlgesi" adini alir. Argonat Uzerindeki
yerlesme sonucunda bu bdlge acik hale gelir ve hedef mRNA ile baz eslesmesi
igin serbest kalir. Bu bélge spesifik olarak hedefin taninmasi igin gereklidir ve
hedefin kesici aktif bolgeye yerlesmesini saglar. Hedef mRNA bu olaydan sonra
kesilerek parcalanir ve protein sentezi inhibe edilmis olur [20].

siRNA'lar dogrudan mRNA'yl parcalayarak gen susturulmasi islevini yerine
getirirken miRNA'lar codgunlukla mRNA degradasyonuna sebep olmadan
translasyonel baskilama yaparlar [14].

RISC, bu islemlerin sonucunda geri donusttrullr ve baska bir gen susturulmasi
aktivitesi igin kullanthr.

siRNA’'NIN GONDERIM YONTEMLERI VE KARSILASILAN ZORLUKLAR

Etkili bir gen susturma ajaninin istenilen organ, doku veya hilcreye
gonderilmedigi slirece bir yarar yoktur. siRNA tedavilerinde en blylk zorluk
genetik materyali hiicreye gondermektir. Bunun saglanmasi icin gesitli siRNA
gbnderim yontemleri gelistirilmistir. Bu gonderim ydntemleri viral vektorler,
viral olmayan vektoérler ve kimyasal modifikasyon yapilarak génderimi igerir.

Ciplak siRNA dusltk dlzeyde antijenite géstermesi nedeniyle immun sistemin
uyariimasina neden olmamaktadir. Bununla birlikte siRNA uygulamasinda,



siRNA'nin dogasindan kaynaklanan bir takim zorluklar bulunmaktadir. Bunlar
arasinda ciplak siRNA molekillerinin dolasimda yer alan nukleazlarla
parcalanmasi ve hedef doku veya hicreye gidisinin engellenmesi, hiicre igine
yeterli miktarda alinamamasi ve istenen doku veya hicre disindaki hicreler
tarafindan alinmasi bulunmaktadir.

Kimyasal olarak modifiye edilmis siRNA'nin hedefleme diizeyi daha yuksektir
ve enzimatik olarak yikilmasi daha zordur. Fakat bu islemin yapilmasi yuksek
maliyetlidir ve olusan bu siRNA da disuk aktiviteye sahiptir.

Viral vektdrlerin hiicre veya dokulara hedeflenmesi daha etkinlikle gerceklesir
ve etkileri uzun sdrelidir. Ayrica tek vektdrle bircok RNAi mekanizma yolu
baslatilmis olur. Fakat bunun da maliyeti ylksektir ve antijenite dlzeyi ylksek
oldugu igin immun cevap olusturur [21].

Nonviral araglar lipozomlar, katyonik polimerler ve dogal polimerlerdir. Bu
gbnderim araclarinin hlcreler tarafindan alimi ylksek dlzeydedir ve kanda
hemen degrade olmazlar. Ayrica biyolojik olarak uyumlu araglardir. Bununla
birlikte lipozomlar yuksek dizeyde toksisiteye sahiptir; katyonik polimerler
ylklerinden dolay! sitotoksisite olustururlar ve dogal polimerlerin de hiicre
icinde endozomal kagisl gok dusuktur.

siRNA'nin  ¢ok ©Onemli bir islevi olmasina ragmen, gonderiminde ve
uygulanmasinda hucre iginde ve hicre disinda zorluklarla karsilasiimaktadir.

Hucre disinda yasanan zorluklar zorluklar;

e Kan dolasiminda siRNA'nin yari émrinin hedefe ulasamayacak kadar
kisa olmasi [22]

¢ siRNA'nin gdnderiminde kullanilan tasiyici sistemlerin toksik etkileri
e siRNA'nin hicre igine aliminin yetersiz olmasi

e siRNA'nin gonderilmek istenen yerler disindaki yerleri de etkilemesi
(hedefleme problemi)

Hlcre icinde yasanan zorluklar;
e Endozomal yikim

e siRNA'nin tasiyici sistemlerinden ayrilmasi ve islevini yerine getirmek igin
serbest kalmasi

1) Stabilite

siRNA in vivo ve in vitro ortamlarda ¢ok kararsizdir. Ciplak siRNA vicutta
dolasima girdigi zaman serum ve doku nikleazlan tarafindan yikilir, bébrekler



yoluyla atilir veya makrofajlar tarafindan alinarak yok edilir [23].

Kimyasal modifikasyonlar, stabiliteyi artirmak icin uygulanabilecek
seceneklerden bir tanesidir. En yaygin yaklasimlar 3’ ucundaki fosfodiester
(PO4) grubuyla fosfotiat (PS) degismesidir. siRNA ya O-metil grubu, floro grubu
veya 2-metoksietil grubu takilmasi hicre kaltlrlerinde ve plazmada yari
Oomrind uzatmistir. 2,4-dinitrofenol (DNP) gibi klicik molekullerle yapilan
siRNA modifikasyonu, hem nikleaz direncini hem de membranin siRNA'ya
gecirgenligini arttinr. Bu modifikasyonlarin siRNAnin etkisini azaltacagdi
yoninde endiseler de vardir. Ornedin boronofosfat modifikasyonu niikleaz
direncini artimasinda ragmen RNAI aktivitesini azaltmaktadir.

Uygun tastyicl aracglarin kullaniimasiyla da siRNA'nin kanda dolasma suresi
uzatilabilir. siRNA yiksek miktarda negatif ylke sahip oldugundan dolayi
katyonik polimerler veya lipidlerle poliplex veya lipoplex olusturarak
degredasyondan korunabilir [24]. Ancak bu kompleksler kandaki negatif yuklG
proteinlerin katyonlari kendilerine ¢ekmesi sonucunda bozularak siRNA'yi
yalniz birakabilirler. Bu durumda da siRNA degredasyona acik hale gelir. Bunun
engellenmesi icin kompleksler polietilen glikol (PEG) ile kaplanabilir ve bdylece
komplekslerin bozulmasi dnlenmis olur; ek olarak da PEG, bu komplekslerin
antijenik 6zelligini azaltir [25].

2) Toksisite

RNAi temelli terapi yontemlerinin kullanilmasindaki bir diger endise de
toksisitedir. siRNA'nin toksisitesi kimyasal modifikasyonlar ile
azaltilabilmektedir. Bu durumda ise emniyete alinan siRNA secildikten sonra,
gbnderim sistemlerinden kaynaklanan toksisite bir sorun olusturmaktadir [26].
Hlcresel alimin ve stabilitenin saglanmasi icin kullanilan katyonik lipidler ve
polimerlerin in vitro'da sitotoksik oldugu gosterilmistir. In vivo uygulamada ise
bu durumun engellenmesi icin immun baskilayici ajanlar kullanilabilir.

3) Hiicresel Alimin Artirilmasi

siRNA ve plazma membraninin negatif yukli olmasi, siRNA'nin hicre tarafindan
aliminin gok disuk olmasina yol acar. Hucresel alimin artirilmasi igin iki yéntem
gelistirilmistir:

e Pozitif yukleri artirmak igin katyonik materyallerle kompleks olusturmak
e Hicreyi gecgen peptitler ile konjuge etmek [27]

Fakat bu iki ydntem, siRNA aliminin hem istenen hem de istenmeyen
hlicrelerde artmasina neden olmustur. Bu nedenle bu yéntemlerin siRNA'nin
sistemik gonderimi icin uygun yéntemler oldugu distnitlmemektedir.



4) Hedefleme

siRNA'nin istenen dokuya veya hicrelere génderimi, RNAi mekanizmasinin
istenen sekilde islev gdrebilmesi acisindan 6énemlidir. Ayrica bu sayede hem
siRNA'nin tedavi dozu hem de yan etkileri azaltilmis olmaktadir. Bunun igin
gelistirilen ilk hedefleme stratejisi, artirilmis gecirgenlik ve tutulmadir
(EPR-Enhanced Permeability and Retention) ve timdrlere 6zgudir [28].
Hedeflemeyi artirmak icin tasiyicilara kigik molekiller peptitler ve antikorlar
takilabilir. Polimerler ve lipidler hlicreye 6zgu hedefleme yapamazlar ama
fonksiyonel grup farkhligi ile hedef pargalarin baglanmasini saglarlar [29]. Bu
da hem hicresel alimi hem de hedeflemeyi artirir.

5) Endozomal Kagis ve siRNA Salimi

siRNA ve tasiyicillari hlicreye girdigi zaman endozomal enzimlere madruz
kalabilirler. Lipid goénderim sistemlerinin bundan kacis yetenegi vardir.
Katyonik lipidler endozomal membrandaki anyonik lipidlerle iyon ciftleri
yapabilirler ve bu da lipid yapisinin bozulmasini saglayarak siRNA salimini
tetikler [30]. Polimerlerin ise genellikle kagis yetenedi yoktur.

Dall polietilen imin (PEI), siRNA'nin endozomal kagisini saglayabilir ancak dall
PEI'nin ylksek toksisitesinin olmasi, klinik uygulamalar sinirlamaktadir. Buna
alternatif yollar aranirken histidinin bu durumdaki islevleri tanimlanmistir.
Histidin inklizyonu vektorlere endozomal pH’da tampon olusturma yetenedgi
verir. Histidin veya imidazol iceren polimerler siRNA gdnderimi igin etkili ve
guvenli bir yol olusturur [31].

MRNA sitoplazmada bulundugu igin, gen susturulmasindan sorumlu ajanlarin
da sitoplazmada bulunmasi gerekmektedir. Stabil kompleksler siRNA'nin
kompleksten cikisini engeller, stabil olmayanlar ise siRNA degredasyonuna
neden olurlar. siRNA tasiyici polimerlere disllfit bagli eklenmesiyle salim
artirnlmaktadir. Bu disilfit baglar sitoplazmada indirgenir. Sonucta siRNA salim
miktari artar ve serbest nukleik asitlerin biyolojik aktivitelerine baslamasi igin
uygunluk artirilmis olur [32].

KULLANIM ALANLARI

Son vyillarda siRNA'nin stabilitesini arttiran, toksisitesini azaltan tasinim
bicimlerinin bulunmasi siRNA'nin tedavi amacgh kullanilmasini hizlandirmistir.
siRNA'nin tedavi amacl ilag olma konusunda cok bilylk potansiyeli oldugu
disinulmektedir. siRNA translasyonu etkiler ancak transkripsyonu etkilemez,
bu da DNA Uzerinde kalici hasar yaratan mutasyon olusumunu engeller.
siRNA'nin tedavi edici ilag olarak kullanilmasinin bir diger avantaji ise etki edip
susturabilecegi protein sayisi cok ve cesitli olmasidir [33].

siRNA'nin tedavi edici potansiyelini gésteren bircok calisma yapilmistir. ilk
yapilan klinik calismalarda siRNA ilaglari AMD (Age-related macular



degeneration) hastaligi icin dogrudan g6ze uygulanmistir. Lokal olarak
uygulanmasinin nedeni stabilizasyon ve gdénderimdeki zorluklarlardan
kacinmak olmustur. Yapilan klinik calismalarin in vivo'da yeterince basarili
olamamasinin siRNA'nin gonderimindeki sorunlardan mi kaynaklandigi yoksa
RNAi mekanizmasindan mi oldugu bilinmemektedir [34].

Viral mRNA'yI hedef alan siRNA'nin, farklh asamalardaki HIV virisinin yasam
dongusind inhibe ettigi ortaya cikarilmistir [35].

Farelerde yapilan calismalarda siRNA'nin, kronik ve agir otoimmin hepatiti
olan farelerin karaciger iflasini engellemis oldugu saptanmistir [36].

Kanser de bir genetik hastalik kategorisine girmektedir ve kanserle ilgili birgok
gen bulunmustur. Kanserin bu genetik dogasi siRNA aracili gen tedavisi icin onu
iyi bir aday yapmaktadir. Dominant onkogenleri, dlzenleyici ve viral
onkogenleri hedef alan siRNA modelleri tasarlanmistir. Kanser tedavisi igin
RNAiI mekanizmasiyla gen susturulmasi ¢ogunlukla laboratuvarlarda hicre
kdltlrlerinde denenmistir. Asil zorluk olan hastalara génderim konusunda
tartismalar hala sturmektedir. Her kanser tirl igin farkli génderim sistemleri

mevcuttur.

Farkl

turdeki

asagidaki tabloda gosterilmektedir [37, 38]

kanserler igin siRNA gdnderim mekanizmalari

Gonderim Sistemleri  |Ozellik Hedef Gen Hayvan Modeli Yol
Lipozomlar SNALP HBV HBV vektdr bazl fare i.v.
Katyonik lipozom Bcl-2 Karaciger metastazi fare modeli |i.v.
Katyonik lipozom Integrin-av Prostat kanseri i.t.
Katyonik lipozom CD31 Prostat kanseri i.v.
Katyonik lipozom Bcl-2 Prostat kanseri i.t.
Katyonik kardiolipin lipozom Raf-1 Prostat kanseri i.v.
Katyonik kardiolipin analog bazl lipozom [c-raf Meme kanseri i.v.
Notral lipozomlar (DOPC) EphA2 Over kanseri i.v./i.p.
Nétral lipozomlar (DOPC) FAK Over kanseri i.p.
Noétral lipozomlar (DOPC) ADRB2 Over kanseri i.p.
Notral lipozomlar (DOPC) IL-8 Over kanseri i.p.
Lipozom polikatyon DNA EGFR Akciger kanseri i.v.
Katyonik immunolipozom Akciger metastazi i.v.
Immunolipozom Her-2 Meme kanseri i.v.
Nanopartikiiller CaCO3 nanopartikil VEGF Mide kanseri i.t.
Chitosan kapli nanopartikil RhoA Meme kanseri i.v.
Folatlh lipid nanopartikl Her-2 Nazofaringeal kanseri i.t.
Polimerler PEI Her-2 Over kanseri i.p.
PEI PTN Orthotopik glioblastom i.c.
Poli (ester amin) Aktl Akciger kanseri Solunum
Digerleri Atelokollajen HPV18 tipi E6 ve E7 |Serviks kanseri i.t.
Kimyasal modifikasyonlar HBV HBV vektor bazl fare i.v.
Karbon nanotiip TERT Lewis akciger tumori i.t.
Siklodekstrin (polikatyon icerir) EWS-FL11 Ewing'in metastatik sarkomu i.v.
Flzyon protein ( Protamin, HIV-1 zarfl Ablc-myc, MDM2, VEGF |Cilt alti B16 melanom timor i.t./i.v.
Elektroporasyon EGFP Cilt alti B16F10 ifadelenen EGFP |i.t.




SONUC

RNAI teknolojisi son yillarda, genlerin islevlerini inceleme konusunda en buyuk
gelismedir. Sadece hastaliklarin tedavisinde degil, islevini bilmedigimiz
genlerin  fonksiyonlarini anlamamiza da yardimc olmaktadir. Gen
ifadelenmesini durdurarak bircok hastaligin gelisimini ve olusumunu
engelleyerek hastaliklarin tedavisinde gelecek vaat etmektedir.
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