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OZET

Ozbilgi/Amag: Bircok organizmanin genomunun dizi analizlerinin belirlenmesi ile fonksiyonu heniiz bilinmeyen ¢ok sayida
gen agiga ¢iktigl icin bu genlerin fonksiyonlarinin arastirildigi galismalarin sayisi artmistir. Bir genin ifadesi farkli asamalarda
baskilanarak hedef genin fonksiyonuyla ilgili bilgi edinilebilir. GlinUmizde genin transkriptini hedef alan antisense stratejileri 6zgiil
genlerin fonksiyonunun belirlenmesinde yaygin bir sekilde kullaniimaktadir. Antisense teknigi kullanilarak yapilan 6zgiil genlerin
fonksiyonlarinin belirlenmesini amaglayan galismalarda ilgili genin transkriptine eslenik oligonikleotidler kullanilarak transkriptin
translasyonu engellenmektedir. Bu teknikler kullanilarak yapilan galismalar RNA interferensin (RNAi) kesfedilmesine yol agmistir.
Bu derlemede RNAIi, mevcut calismalar ve bu calismalar dogrultusunda saglanan faydalar konu edilmistir.

Sonug: RNA interferens, transkripsiyon sonrasi gen ekspresyonunun susturulmasi/baskilanmasi igin etkili bir metottur. RNA
interferens mekanizmasi dogada var olan bir mekanizma olup, ayni zamanda molekiler biyolojide gen-protein islevi analizinde,
fonksiyonel genomik arastirmalarda ve gen tedavisinde genis bir uygulama alanina sahiptir. Antisens etki gosteren yapilar,
komplementer mRNA’yl degrade ederek ya da translasyonu baskilayarak hedef geni susturarak ilgili gen ifadesinin engellenmesi
mekanizmasiyla etki ederler. Bu mekanizmadan yola gikilarak hastaliklarin patogenezisinde rol oynayan genlerin ekspresyonunun
kontrolu ile molekiiler temelli 6zglin tedavi yontemlerinin gelistiriimesi 6n gorilmektedir. Sonug olarak bu mekanizmayi iceren
yontemler ¢ogu zaman basarisizlikla sonlanan, tedavi siireci uzun ve etkilenen bireyler agisindan yipratici olan hastaliklarin
tedavisinde umut vaat edicidir.

Anahtar Kelimeler: DNA, RNA, Protein sentezi, RNAi

RNAi (RNA INTERFERENCE)

ABSTRACT

Backround/Aim: The identification of the sequence analysis of the genomes of many organisms has led to the emergence of a large
number of genes whose functions are not yet known, and the search for the function of these genes has increased considerably.
A genetic expression can be suppressed at different stages and information about the gene function can be obtained. Today,
antisense strategies targeting the broad transcript are widely used to determine the function of specific genes. In the studies
of the functions of the specific genes constructed using the antisense technique, translation of the transcript is inhibited using
oligonucleotides conjugated to the corresponding genetic transcript. Studies using these techniques have led to the discovery of
RNA interference (RNAI). In this review, RNAI, current studies and benefits derived from these studies are discussed.

Conclusion: RNA interference is an effective method for silencing/suppressing post-transcriptional gene expression. This
mechanism is inherent in nature and has a wide range of applications in gene-protein function analysis in molecular biology,
functional genomics research and gene therapy. Antisense-acting constructs are seen as an important milestone in molecular
therapy in terms of silencing the target gene by suppressing complement mRNA, suppressing target gene expression, controlling
gene expression, and thereby specifically targeting genes involved in disease mechanisms. Therefore, it is seen as a promising

mechanism in the treatment of long, troublesome and failing diseases in the future.
Key words: DNA, RNA, protein synthesis, RNAi.
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Giris

RNA interferens, transkripsiyon sonrasi gen ekspresyonunun
susturulmasi/baskilanmasi i¢in etkili bir metottur. RNA
interferens mekanizmasi dogada var olan bir mekanizma olup,
aynizamanda molekiiler biyolojide gen-proteinislevianalizinde,
fonksiyonel genomik arastirmalarda ve gen tedavisinde genis
bir uygulama alanina sahiptir.

Rnai (RNA interferens)

Basta insan genomu olmak (zere birden ¢ok organizma
genomunun dizi analizlerinin belirlenmesi, gérevi tam olarak
belirlenemeyen ¢ok sayida geni ortaya ¢ikardigi icin bu genlerin
susturulmasi ile ilgili ¢alismalar oldukga artis gostermistir
(Bodur ve Demirpenge, 2010). Giniimiizde genin transkriptini
hedef alan antisense stratejileri 6zgil genlerin fonksiyonunun
belirlenmesinde yaygin bir sekilde kullaniimaktadir. Antisense
teknigi kullanilarak yapilan 6zgll genlerin fonksiyonlarinin
belirlenmesi c¢alismalarinda ilgili genin transkriptine eslenik
oligoniikleotidler  kullanilarak  transkriptin  translasyonu
engellenmektedir (Brennecke ve ark, 2005). Bu teknikler
kullanilarak yapilan g¢alismalar RNA interferensin (RNAI)
kesfedilmesine yol agmistir (Bushati ve Cohen, 2007). RNAi’'nin
dogal fonksiyonlari ve onun iliskili oldugu durumlar genellikle
genomun viruslar ve transposonlar gibi hareketli genetik
yapilara karsi korunmasina yoneliktir (Kim ve Rossi, 2007).
Antisense etki gosteren molekillerin  hedef mRNA’ya
baglanmasi, genin eksprese olmasini engellemektedir. Bir
genin genetik mesajinin hiicresel bir mekanizmadan dolayi
ifade edilmemesine “Knock- Down” ya da “Knock-Out”
olarak tanmimlanir. RNAi ise istenmeyen yabanci genlerin
(eksternal RNA’lar ve viral genler, transpozonlar v.b. gibi
molekiiler parazitler) elimine edilmesi ve ayni zamanda
gen  ekspresyonunun  transkripsiyonel  regllasyonunda
hicrede kullanilan diger bir antisense mekanizmalarindan
birisidir (Karaglzel ve ark, 2007, Davidson ve McCray, 2011).
Mayalardan memelilere kadar tiim 6karyotlarda gozlenen RNAI
mekanizmasi benzer hiicre bilesenlerinin katihmi ile gergeklesir
(Ecevit ve ark, 2013).

RNAI, cift zincirli RNA (dsRNA)’ya post transkripsiyonel endojen
biryanittir (Fireve ark, 1998). Post transkripsiyonel gen susturma
(PTGS:posttrancriptional gene silencing) ya da RNAI, ¢ekirdekte
DNA tarafindan kodlanan ift iplikgikli miRNA'nin rehber tek
sarmaliyla sitoplazmada komplementeri olan spesifik mRNA
molekiillerini yikima ugratmasi sonucu, gen ekspresyonunun
inhibe oldugu dogal, biyolojik bir siirectir (Dykxhoorn ve ark,
2003; Ecevit ve ark, 2013). Gen susturumunda temel olarak
iki tip kiigik RNA vardir: micro RNA’lar (miRNA) ve siRNA'lar
(small interfering RNA, kiicik engelleyici RNA) (Czech ve
Hannon, 2011). Ginumizde bitki ve hayvan kromozomlarinda
bu RNA’larin vyizlerce oldugu bilinmektedir. Bu RNA’lar
oncelikli olarak gelismeye dair genlerin mRNA’larini hedefleyen
antisense RNA’lar olarak davranirlar (Bartel, 2004).

RNAI proseslerinin roli; insanlar da dahil ¢ok sayida 6karyotik
canlida gen ekspresyonunun kontrol mekanizmasinda ve ¢ogu
bitki tiirG ile insektlerde antiviral defans sisteminde ortaya
konmustur. (Taylor ve Woodcock, 2015).

RNAi’nin Tarihsel Geligimi

Tarihsel olarak miRNA’lar ilk defa Caenorhabditis elegans’ta
gelisimde diizenleyici role sahip olduklari belirlenerek
tanimlanmistir (Lee ve ark, 1993). 1970’li yillarda Zamecnik
ve Stephenson, Rous Sarcoma virusun (RSV) 35SRNA’sinin 5
ve 3’ uglu niikleotid sekansini kullanarak viral integrasyonda
onemli olarak gorliinen 21 niikleotidlik tekrarlayici sekanslari
tanimlamiglar ve viral sekansin bir kismina komplementer
olan d(AATGCTAAAATGG)13mer’lik oligonukleotidi
sentezlemislerdir. Bu oligonlkleotid Rous Sarcoma virus
ile enfekte olmus fibroblast hiicre kiltlrine verilmis ve

viral Uretimin buylk o6lgide inhibe oldugu gozlemlenmistir
(Zamecnik ve Stephanson, 1978).

miRNA'lar 1976’da Heywood and Kennedy, 1993’te Lee ve ark.
tarafindan ilk kez tanimlandiginda bilim diinyasi RNA’larin gen
ekspresyonunda diizenleyici rolde oldugunu kabul etmeye
hazir degildi. Olagan disi yapilari ve gen diizenlenmesinde post
transkripsiyonel asamadaki rolleri bu molekiilleri ilgi odagi
haline getirmistir (Mizuno ve ark, 1984).

1980’lerin baginda bir bolim antisense RNA’larin plasmid
replikasyonunda kilit duzenleyici rol aldiklari gosterilmistir
(Dykxhoorn ve ark, 2003). Ardindan yapilan ¢alismalarda
yine bakterilerde bu RNA’larin plasmid kopya sayisi,
bakteriyofajlarda lizis/lizogeni kararlarinin diizenlenmesi gibi
bircok olayda proteinler gibi gorev aldiklari belirlenmistir
(Ecevit ve ark, 2013; Bodur ve Demirpenge, 2010). 1980'li
yillara kadar RNA'nin sadece DNA ve protein sentezi arasinda
bilgi akisini saglayan bir araci oldugu disiinilmekteydi. Sonraki
yillarda bu yapinin katalitik 6zelliklerinin de oldugu kesfedildi
ve bu kesif Tom Cech ve Sidney Altman’a 1989 yilinda bir Nobel
o6duli getirdi (Garfield, 1990).

1990’ yillarda iki botanikgi Napoli ve Stuitje gruplari, bitkilerde
chalcone synthase (chs) geninin over-expresyonunu konusunda
vayinladiklari  bir raporda, petunya’da pigmentasyonu
katalizleyen enzimlerin etkilerini, gen (chs geni) ilave ederek
artirmak istemisler, ancak daha mor petunyalar elde etmeyi
denediklerinde bazen beklenmeyen ters sonuglar (daha
beyaz petunyalar) elde etmislerdir (Alexander ve ark, 1988;
Napoli ve ark, 1990; Jorgensen ve ark, 1996). Bu mekanizma,
o zaman sirrini korumasina karsin, daha sonra Jorgensen ve
ark. (1996) bunun sebebinin chs geni icindeki dsRNA bolgesinin
dejenerasyonunun bir sonucu oldugunu ve bunun bir PTGS ile
ilgili olabilecegini rapor ettiler (chs geninin Over-expresyonunun
baskilanmasi).

1998'de Massachusetts Institute of Technology (MIT)den
Craig Mello ve Washington Carnegie Enstitlisi’'nden Andrew
Fire bir nematod olan Caenorhabditis elegans’ta dsRNA'nin
genin ifadesini spesifik olarak inhibe ettigini ilk defa deneysel
olarak gosterdiler (Mello ve Conte, 2004). Arastirmacilar C.
elegans’a bir kas ekspresyonu geni olan unc-22’yi (mRNA
diizeyinde ifadesinin  sessizlestiriimesini  hedefleyerek)
dsRNA olarak verdiklerinde bu kas proteininden yoksun
nematodlarda gorilen fenotipik karakterlerin ortaya ciktigini
gozlemlemislerdir. 2006 yilinda Andrew Fire ve Craig Mello (Fire
ve ark, 1998), Caenorhabdlitis elegans nematodunda dsRNA'nin
homolog mRNA’lari parcalanmaya sevk ettigini gosteren
ve “Ribonikleikasit interferensi” (RNAi) olarak adlandirilan
mekanizmayi bulduklari ¢alisma ile Fizyoloji ve Tip dalinda
Nobel 6diline layik goralduler.

Yapilan arastirmalarda (Ruitz ve ark, 1998); funguslar
(Neurospora), bitkiler (Petunia, Nicotiana, Arabidopsis)
ve omurgasizlar (Caenorhabditis elegans, Drosophila,
Paramecium, Trypanosoma) olmak Uzere birgok tiirde etkili
gen sessizlestirme mekanizmasi ile gosterilmistir. RNAI, Science
dergisi tarafindan 2001’de “yilin molekuli” ve “2002 yilinin en
onemli bilimsel hamlesi” segilmistir (Karagizel ve ark, 2007).

RNAi Mekanizmasinda Antisens Etki Gosteren

Molekiiller

Gen ifadesinin susturulmasini saglayan RNAi yolaklari, siRNA,
miRNA, antisens oligoniikleotid ve ribozim adi verilen kigiik,
protein kodlamayan ve gen ifadesinin negatif dizenleyicisi
olan RNA pargaciklarinin araciligiyla gergeklesmektedir. Protein
kodlamayan ve gen ifadesinin negatif diizenleyicisi olan bu
RNA'lar; gelisim, farklilasma, hiicre cogalmasi ve apoptozis gibi
o6nemli biyolojik streglerin diizenlenmesinde rol alirlar (Mello
ve Conte, 2004).
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miRNA

miRNA’lar  translasyonun baskilanmasi ve transkriptin
bozulmasi agamalarini igeren PTGS mekanizmasi araciligiyla
gen ekspresyonunun susturulmasini saglayan yaklasik 22
nikleotid iceren bir kiigik RNA’lar sinifidir (Almeida ve Allshire,
2005). miRNA baslangic molekili hiicre igerisinde RNA
polimeraz katalizorliglinde genom tarafindan sentezlenen
cift zincirli bir RNA'dir (Zamore ve ark, 2000). Her iki zinciri
de post transkripsiyonel gen susturmaya aracilik edebilir
ancak ¢ogu miRNA’lar asimetri gosterir ve oncelikle tek bir
zincirini RNA ile indiiklenen susturum kompleksi (RNA induced
silencing complex-RISC) ne aktarir (Davidson ve McCray, 2011).
Hicre igerisinde bulunan RISC’i aktive edebilmesi igin bazi
asamalardan gecmesi gerekmektedir. Oncelikle RNA bagimli
RNA polimeraz Il, kalip olarak endojen veya ekzojen kaynakli
bir RNA’yi kullanarak cift zincirli RNA molekiiliini sentez eder.
Bu yapi intron bdlgelerinden sag tokasi seklinde kivrilip eslesir.
Bu pri-miRNA olarak adlandirilan ilk miRNA’dir. Sonrasinda
RNase Il grubu bir endontikleaz, pri-miRNA molekiliine etki
ederek bu kivrilmis RNA pargasini zincirin geri kalan kismindan
ayirir ve olusan pre-miRNA molekilidir (Mello ve Conte,
2004; Rao ve ark, 2009; Ecevit ve ark, 2013). Sitoplazmadaki
Dicer enzimi (RNase Ill) RNA ucundaki kivrimli kisimlari koparir
ve helikaz aktivitesi ile dupleks RNA’y1 agar ve 21-23 niikleotid
uzunlugunda pargalar halinde keser. Bu pargalar RISC’e aktarilir
(Zzamore ve ark, 2000). RNAi’nin mRNA ile etkilesimi RISC icinde
gerceklesir. RISC’'in substrat se¢iminde argonot proteinleri
onemlidir. Substrat miRNA ise mRNA'nin 3’-translasyonu
olmayan bolgesinden kismen eslesme olur (Grishok ve
ark, 2001). Eger rehber miRNA dizisi hedef mRNA dizisiyle
tamamen egslesirse, Ago2 (Protein argonaute-2)'nin katalitik
bolgesi s6z konusu mMRNA'nin yikimina ve sz konusu genin
susmasina neden olur. Ancak, diziler arasi eslesme kismi ise,
yani tohum dizisinde eslesme varsa (seed sequence, miRNA'nin
ilk 2-8 nukleotidi), translasyonel bir baskilama olur ve bu,
ayni zamanda diziye 6zgi olmayan, P cisimcikleri adi verilen
yapilarin olusumuyla mRNA’larin degradasyonuna neden olur
(Ecevit ve ark, 2013). Bazi durumlarda mRNA-miRNA dupleksini
iceren RISC kompleksi, P-cisimcigi (P-body, processing body)
adi verilen bir organel igerisinde daha sonra islenmek lzere
saklanabilir (Liu ve ark, 2005).

miRNA’larin ~ esas  etki  mekanizmasi  translasyonun
baskilanmasidir. Birgok laboratuvardan elde edilen bilgilere
gore miRNA’lar translasyonun baslamasini baskilamaktadir
(Kiriakidou ve ark, 2007). Normal bir translasyon islemi igin
oncelikle baslangig faktorlerinin mRNA’ya baglanmalari ve
bu yolla mRNA'nin ribozoma vyerlestirilmesi gerekir. RISC
kompleksinin mRNA’nin 3’-translasyonu olmayan boélgeye (3’-
UTR) yerleserek miRNA-mRNA etkilesimini gerceklestirmesi,
baslangic faktorlerinin - mRNA’ya  baglanmasini  bozarak
translasyonu baskilar. Bu esas mekanizmaya ek olarak, RISC
translasyonun baslamasindan sonra da mRNA’ya baglanabilir
ve bu durumda da ribozomlarin ayrilmasiyla translasyon erken
sonlanir (Stefani ve Slack, 2008).

Nikleusta DNA tarafindan transkribe edilisi dogal biyolojik
bir stire¢ olan miRNA'lar, endoniikleazlara karsi direngli iken,
yapay olarak uretilen siRNA’'larin boyle bir ozelligi yoktur.
siRNA’lar gegicidir ve hedef genin uzun sireli susturulmasi
icin tekrarlanarak hiicreye verilmeleri gerekir. miRNA’lar daha
uzun 6murladir ve dogru viral vektorle kullaniimalari halinde
tek seferde istenilen genin susmasini saglayabilirler (Stefani ve
Slack, 2008; Ecevit ve ark, 2013).

siRNA

Small ya da short interfering RNA olarak bilinen siRNA’lar 20-
25 baz cifti uzunlugunda, in vitro sentezlenen cift iplikgikli
RNA'lardir. ipliklerden biri rehber gérevinde olup susturmayi
yonetirken diger iplik “yolcu”dur ve parcalara ayrilir. siRNA’lar

genellikle hedef mRNA ile tam bir uyum-eslesme gosterir
(Davidson ve McCray, 2011). siRNA’lar hiicre igine girdiginde
“Dicer” enzimi tarafindan taninir ve 21-23 niikleotidlik kiiglik
pargalara donusturalir ve bu pargalar, RISC’e katilir (Ecevit ve
ark, 2013). Substrati siRNA olan RISC hedef mRNA ile birebir
eslesir ve eslestigi bolgelerden mRNA endonikleazlarla kesilip
ortamdan uzaklastirilir ve transkripsiyon baskilanir (Grishok
ve ark, 2001). siRNA’larin gosterdigi bu mikemmel eslesme
bu RNA’larin istenmeyen bir proteinin ifadesinin bastiriimasi,
istenmeyen miRNA’larin engellenmesi gibi gen ¢alismalarinda
kullanilmasina olanak saglar (Cowland ve ark, 2007). siRNA’lar
lipozom ve benzeri aracilar kullanilarak transfeksiyon islemi ile
hiicre kiltiiriine, dogrudan canli sistemlere, plazmid veya viral
vektorler araciligiyla ya da yalin halde, hedef gen (riiniine daha
iyi ulasabilmeleri igin kolesterol veya aptamerlerden olusan bir
kuyruk takili olarak aktarilabilirler. Ayrica siRNA molekiliine
bir protamin-antikor kuyrugu eklenerek o hiicre tipine 6zgi
bir proteine karsi gelistirilmis olan antikorun kullaniimasiyla
hedefe daha kolay ulasmasi saglanilabilir (Kim ve Rossi, 2007).

Antisens Oligoniikleotidler

Lipozomlar araciligiyla in vitro ve in vivo olarak hiicre igine
verilebilen antisens oligontkleotidler (ASO) 15-20 niikleotid
uzunlugunda, tek iplikli ve spesifik hedef mMRNA molekiliine
komplementer olma 6zelligine sahip DNA veya RNA iplikleridir.
Antisens oligonikleotidlerin hedef mMRNA molekilld ile
molekiler baz eslesmesi RNAASO heterodubleks yapisinin
RNaz-H aracili olarak bélinmesine ve translasyonun blokajina
sebep olmaktadir (Juliano ve ark, 2005).

Ribozimler

ilk olarak Tetrahymena thermophilia’da dogal olarak
meydana gelen bir molekil olarak T.R. Cech tarafindan
kesfedilmis olan ribozimler; iyi tanimlanmis Gglncil yapisi
herhangi bir protein gerektirmeksizin kimyasal reaksiyonlari
katalizlemesine izin veren, 50-100 niikleotidten olusmus tek
iplikli RNA molekiilleridir ve 1989’da Cech’e Nobel Kimya Odiili
kazandirmistir (Kruger ve ark, 1982; Garfield, 1990).
Ribozimler fosfodiester baglarin hidrolizi, peptit bagi
olusumu (rRNA), ligasyon ve polimerizasyon gibi reaksiyonlari
katalizlerler (Chen ve ark, 2007). Ribozimlerin aracilik ettigi
reaksiyonlar multiple-turnover (Enzimler, bir reaksiyonu
hangi konformasyonla baslatirlarsa, ayni konformasyonla da
tamamlarlar. Bu, bir enzimin ayni reaksiyonu tekrar tekrar
katalizleyebilecegi anlamina gelir. Bu durum multipl-turnover
olarak adlandirilir) ve diziye 6zgudur. Bu ozellikler, ribozimleri
terapotik uygulamalar igcin uygun bir aday yapar. Genellikle
merkezi bir katalitik bolge ve hedef RNA ile komplementer her
biri 6-12 niikleotidden olusmus iki yan kol ile karakterize olan
hammerhead ribozimler kullanilir. Hammerhead ribozimler 30-
40 nikleotid uzunlugunda RNA molekiilleridir. Hammerhead
ribozimin katalitik bolgesi, hedef RNA molekili ile daha sonra
bu yapinin NUX (N, herhangi bir baz ise X, A, C veya U dur.)
Uglustiiny kesecek olan kovalent baglantilar olusturur (Ecevit
ve ark, 2013). Bu durum hammerhead ribozimlerin, herhangi
bir RNA’y1 kesmek igin dizayn edilebilmesini saglar. Bu dizayn,
ribozimin substrat tanima kisimlarinda vyapilir. Bdylece,
hedef sekansa komplementer tanima bdlgeleri icermesi
saglanir. Substrat kesimi, hedef RNA’daki NUX sekansina gore
ayarlanarak dizayn edilir. Ribozimler kolay bir sekilde sentez
ve modifiye edilirler. Ayrica, hedef mRNA'lara 6zgii olmalari ile
hedef mRNA'larin ekspresiyonunu dizenlerler (Akashi ve ark,

2005).
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Post Transkripsiyonel Gen Sessizlestirme
Bilesenleri

Dicer enzimi

RNase Il ribontlikleaz ailesine dahil olan dicer enzimi, RNAI
aracili gen sessizlestirmesinin ilk adiminin baslatiimasinda
gorev alir. Bu enzim, dsRNase aktivitesi sayesinde dsRNA’lari
21-23 nikleotidten olusan siRNA’lara donistirirler (Zamore ve
ark, 2000). Dicer enziminin, amino ucunda yer alan bir helikaz
domaini, bir PAZ (Piwi/Argonaute/Zwille proteinlerinden
olusan) domaini, iki adet RNase lll domaini ve sonunda
karboksil ucunda yer alan gift iplikli RNA baglama domaini
olmak lizere dort farkli domaininden olustugu bildirilmektedir.
Dicer enzimi bunlardan RNase domaini sayesinde dsRNA'nin
yikilarak siRNA’lara ayrilmasini saglamaktadir. Helikaz domaini
olusan siRNA’larin iplikgiklerinin agilmasi ve hedef mRNA’ya
eslenik tek zincirin RISC kompleksine baglanmasinda goérev
alir.PAZ domaini dsRNA'nin enzime baglanmasinda gorev alan
dsRNA baglama domainidir (Aliyari ve Ding, 2009). Dicer enzimi
farkli organizmalar arasinda kigiik degisiklikler gostermektedir.
Drosophila  melanogasterde enzim aktivitesi enerjiye
gereksinim duyarken daha ileri yapih 6karyotik canlilarda
enerjiye gereksinim duymaz (Brennecke ve ark, 2005).

siRNA

Post transkripsiyonel hedef mRNA'nin yikilmasi aracili gen
sessizlestirilmesi dsRNA’nin taninmasi ile baglarken deneysel
fonksiyonel gen sessizlestirme g¢alismalarinda sentetik
siRNA’lar kullanilmaktadir. 30 baz ¢iftinden uzun siRNA’larin
kullanimi interferon cevabini tetikleyerek gen ifadesinde
0zgul olmayan sessizlestirmeye ve apoptozis aracili hiicre
olimine neden olabileceginden ¢alismalarda 30 baz giftinden
kisa siRNA’lar kullanilmalidir (Rao ve ark, 2009). siRNA’larin
hedef mRNA'ya spesifik tek iplik¢igi post transkripsiyonel gen
sessizlestirilmesinde rehber olarak gérev alir. dsRNA’larin Dicer
enzimi ile yikihmi sonrasi 5’- fosfat ve 3’-hidroksil uglarina
sahip ve 3’ hidroksil uglarinda 2-3 nuklotitlik ¢ikinti bulunan
yaklagik 21-23 niiklotitten olusan siRNA’lar olusmaktadir.
siRNA’larin sahip oldugu bu yapisal 6zellikler RISC kompleksine
baglanmasinda énemlidir (Cullen, 2004).

RISC

Yapisinda niikleaz ve helikaz aktivitesine sahip enzimleri iceren
RISC, siRNA'lara baglanarak bunlarin rehberliginde hedef mRNA
nin yikilmasina neden olmaktadir. RISC’in temel bileseni olan
Argonaute proteini mRNA'nin yikiliminin gergeklestirildigi bolge
olup PAZ domaini siRNA'nin 3’ ucuna baglanmada rol alirken
PIWI domaini hedef mRNA'nin yikilmasinda rol oynamaktadir
(Bartel, 2004).

RNAi’'nin Mekanizmasi

interferenste dnemli nokta; hedef mRNA icinde dogru 21
nukleotidlik komplementer sekansin bulunmasidir (21-base
target site). RNA interferens iki 6nemli adimda gergeklesir:
Birinci adim; uzun dsRNA’larin 21-23 nukleotidli kiiglik siRNA’'ya
ayrilmasidir (baslangigc adimi). ikinci adim ise; hedef mRNA'nin
belirlenmesi ve yikilmasidir (efektor adimi) (Akashi ve ark,
2001; Ecevit ve ark, 2013).

Baslangig Adimi

RNA interferensin ilk asamasinda uzun dsRNA zinciri ATP
bagimli Dicer enziminin katalizledigi bir reaksiyonla 5’-fosfat
ve iki niikleotidlik ¢ikintiya sahip 3’-hidroksil uglarina sahip 21-
23 nikleotid uzunlugunda siRNA’lara yikimlanir. Bu islemler
hlcrenin sitoplazmasinda gergeklesmektedir. Dicer enziminin
PAZ domaini dsRNA’yi taniyip baglayarak RNase domaini
tarafindan 21-23 nukleotid uzunlugunda siRNA’lara yikilmasini

saglamaktadir (Bushati ve Cohen, 2007).

Efektor Adimi

Bu asamada ilk olarak dsRNA'nin yikilmasi ile olusan 21-
23 nikleotid uzunlugundaki siRNA’lar nikleaz aktiviteli
multiprotein kompleksi olan RISC kompleksine baglanmaktadir.
Drosophila melanogaster de siRNA'nin RISC’e yilklenmesi
icin Dcr-2 (Dicer 2) ve R2D2 (dsRNA-binding protein) birlikte
¢alismaktadir (Nishida ve ark 2013). Dcr-2 ve R2D2 siRNA'ya
baglanarak heterodimer formu olusturmaktadir. Bu yapi RISC’e
baglanacak siRNA'nin segilmesi icin 6nemlidir. Olusan Dcr-2/
R2D2 heterodimeri daha sonra RISC’'in temel bileseni Ago2
ile yer degistirir. Ago2 ile bagli siRNA'nin hedef mRNA'nin
yikilmasinda gorev alacak iplik disindaki diger iplik kesilip
uzaklastirihr. Bu kesilip uzaklastirma islemi RISC’in aktivasyonu
icin onemlidir (Cheloufi ve ark, 2010).

RISC’in rehber zinciri eslenik hedef mRNA’yi bulmak igin
kullaniimaktadir. RISC’in temel bileseni Argonaute proteni
mRNA'nin yikilmasi igin temel katalitik bolgedir. Argonaute
proteinin PAZ domaini rehber zincirin 3’ ucundaki 2 nikleotidlik
cikintiyi tantyarak 3’ ucuna baglanmaktadir. Argonaute’un diger
bir bileseni olan PIWI domaini ise rehber zincirin 5’ ucuna
baglanmaktadir. Argonaute proteini kesilecek mRNA’yI rehber
zincirin 5’ ucundan o6lgerek 10. ve 11. nikleotidler arasindaki
fosfodiester bagini ¢ozerek iki pargaya ayirir. Kesim sonrasi
olusan iki pargca RISC’den ayrilir. Ayrilan pargalar daha sonra
eksontiikleaz enzimleri tarafindan pargalanmaktadir (Meister
ve ark, 2004).

RNA interferensin mekanizmasi bes temel islem halinde
Ozetlenirse;

1. dsRNA tanima ve tarama prosesi,

2. dicer-RDE-1 (RNAi deficient-1) yani bir RNase Il familyasi
enzimi esliginde cift zincirli dsRNA’nin taninmasi ve kesilmesi,
3. siRNA’larin (retimi: 21-23 nukleotid uzunlugunda RNA’larin
olusmasi,

4. siRNA-RISC kompleksi ikilisinin spesifik komplementer mRNA
bolgesi ile bilesmesi,

5. RISC igindeki eksonikleazlar tarafindan hedef mRNA'nin
tahrip edilmesi ve RISC kompleksinin yeni bir islem igin basa
donmesi seklindedir (Akashi ve ark, 2001).

RNAI yolaginin hedef gen susturumundaki en yaygin kullanimi
hiicre igine 21-22 niikleotidli siRNA’larin transfeksiyonudur.
Diger bir kullanim yolu da daha uzun, Dicer enzimi ile siRNA’lara
pargalanabilen 25-27 niikleotidli dupleksler (Dicer-ready siRNA)
dir. iki ydntemde de hiicre hatlarina transfeksiyon yéntemi
oldukga basarili olmaktadir (Davidson ve McCray, 2011).

RNAi yolagi memeli hiicrelerinde deneysel olarak sentetize
siRNA baslangici ile ya da short hairpin RNA (shRNA) kodlayan
vektorler (bakteriyel ya da viral) ya da plasmidler araciligiyla
kullanilir. shRNA sitoplazmada Dicer enzimi siirecine ihtiyag
duyarken siRNA’lar bu asamayi pas geger ve direkt olarak RISC’e
baglanir. Ekzojen (shRNA ya da siRNA) ya da endojen (miRNA)
olarak siire¢ bir kere RISC’e yiklendiginde hedef mRNA'nin
taninmasi ve parcalanmasi temel olarak aynidir (Rao ve ark,
2009).

RNAi  mekanizmasinin  genis capl  goruntlleme igin
kullanimindaki géreceli kolayliklar RNAi kullanimini akademik ve
endustriyel alanda hizlandirmistir (Taylor ve Woodcock, 2015).
Onkogenik sinyal yolaklarini tanimlamadan influenza igin yeni
potansiyel hedefler bulmaya hatta hiicre déngisinin gizemini
aydinlatmaya kadar bircok alanda siRNA goérintlilemeleri
biyolojik sistemleri anlama ve hastaliklara terapotik avantajlar
saglamada katkida bulunmustur (Kassner, 2008).

Rnai Tedavisinin Potansiyel Kisitlamalari

Son yillarda RNAI nin etkili ve basarili bir sekilde kullaniminda
bazi problemlerin oldugu belirlenmistir (Davidson ve McCray,
2011). Hedef genin 06zglinliigli, dogru hiicre ya da dokulara
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gonderilmesi, RNAI aktivitesinin dayanikliligi ve ihtiyag aninda
tekrar dozlanabilmesi ve hedef mRNA ve kodlanan proteinin
kararhhklari bu problemlerden bazilaridir (Davidson ve McCray,
2011). Kimyasal olarak modifiye edilmis siRNAlar negatif yikleri
ve hiicreye penetrasyonunu oOnleyen boyutlari nedeniyle
tastyicilariyla paketlenmis halde sisteme verilir. Kompleks halde
olmayan siRNA’lar sistemik dolasimda bulunduktan sonra
bobrekler ve ekskretler tarafindan atilir. Genellikle dupleksin
sense zincirine bagh kolesterol konjugatlar ya da lipid tabanli
tastyicilar araciligryla sisteme verilirler (Lares ve ark, 2010).
siRNA’larin in vivo kullanimi IFN yanitinin aktivasyonu, spesifite
eksikligi ya da endojen miRNA mekanizmasinin inhibisyonu gibi
bazi 6nemli problemlerle karsi karsiyadir (Davidson ve McCray,
2011).

IFN (interferon) Yanitinin Aktivasyonu

Birgok virus ¢ogu durumda replikasyon siklusunun ara
basamaginda uzun dsRNA molekilleri Uretmektedir. Uzun
dsRNA'lar saglikli hiicrelerde dogal driinler olmadigindan
hicreler tarafindan  taninmasi  antiviral IFN  yanitinin
aktivasyonuna neden olur. dsRNA'nin  taninmasinda
sitoplazmadaki dsRNA dependent protein kinase (PKR), 2’-5’
oligoadenilat sentetaz (OAS), retinoik asit indiklenebilir gen 1
(RIG-1) ve ¢ogunlukla hiicre membranlarinda lokalize olan Toll-
like reseptorleri 3 (TLR 3) uygun hiicresel faktorlerdir (Lares
ve ark, 2010). PKR ve OAS nin sitoplazmik dsRNA tarafindan
aktivasyonu gen ifadesinin genel inhibisyonu ile sonuglanir.
OAS’nin aktivasyonu hicresel ve viral RNA’lari yikan RNase
L'ye baglanan ve aktive eden 2’-5’ oligoadenilatlarin olusumu
ile sonuglanir. Aktive olmus PKR, translasyonun inhibisyonuna
neden olan okaryotik initiation faktor 2 alfa’yr fosforile eder
ve IFN sekresyonuyla sonuglanan sinyal yolagini baslatir.
dsRNA'nin RIG-1'e baglanmasi zincirleri birbirinden ayirir ve IFN
ifadesini uyarir (Mello ve Conte, 2004). IFN komsu hiicrelerde
antiviral, antiproliferatif ve pro-apoptotik aktiviteler gibi farkli
yolaklari uyarir. IFN, OAS ve PKR’nin ekspresyonunu aktive
eder ve boylece IFN’a maruz kalmis hiicreler sonunda hiicrenin
olumiine neden olan dsRNA'nin ¢ok dusiik miktarlarina duyarli
hale gelirler. Lize olmus hiicrelerden salinan dsRNA birgok
hiicrenin membraninda sunulan TLR 3 tarafindan taninabilir
ve bu reseptorler araciligiyla da yangisal sitokinlerin ve IFN’un
ekspresyonu aktive edilebilir (Proud, 1995).

RNA interferens’in mekanizmasinda oldugu gibi hiicrede
dsRNA’nin ekspresyonunu gerektiren stratejilerde IFNcevabinin
dikkate alinmasi gerekir. ilk deneyler uzun dsRNA’larin disinda
siRNA’larin IFN cevabini aktive etmedigini gostermistir. Daha
sonra 30 baz giftinden daha kisa dsRNA molekiillerinin antiviral
savunma mekanizmasi tarafindan taninmadigi genis bir sekilde
kabul edilmistir. Buna karsin yakin bir zamanda siRNA’larin
ve shRNA eksprese eden vektorlerin PKR, OAS, TLR leri, RIG-
1 ve IFN’u aktive edebilecegi kesfedilmistir. Hiicrenin ekzojen
dsRNA'lara karsi tepkisinin yolunun anlasiimasi daha az immun
uyarici dsRNA’larin dizaynina yardimci olmustur. siRNA’larin
bircok kimyasal modifikasyonunda TLR-induced immun uyarici
etkilerin zayifladigi belirlenmistir (Mello ve Conte, 2004).
Rasyonel siRNA tasariminda siRNA sekansini, susturma
kisminin kimyasal yapisini, RNA'nin uzunlugunu ve 5’ ve 3’
sonlarin dogasini géz oninde bulundurmak gerekir. Cogu
siRNA’lar hedef genin ekspresyonunu azaltmada basarili olsa da
sekans bagimsiz tarzda immunstimilatordurler glnku Toll like
reseptorler (TLRs) tarafindan taninirlar (Mello ve Conte, 2004).
TLR3’lGin aktivasyonu kan akimini ve lenfatik damar artisini
inhibe eder, bu durum anjiyogenezin inhibe edilmesinden
yana olan korneal vaskularizasyonda avantajli bir durumdur.
TLR aktivasyonu kanser tedavilerinde de avantaj saglar ¢lnki
uyarilan dendritik hiicreler kanser hiicrelerine immunolojik
yanit olusturur (Cubillos-Ruiz ve ark, 2009). Son yillarda yapilan
calismalarda oligoniikleotidlerin hem gen susturumu hem de

immun sistem uyarani olarak bu sekilde TLR aktivasyonunun
istemdisi uyarmasi kanser terapi g¢alismalarinda basarili
sonuglar ortaya koymustur (Kortylewski ve ark, 2009, Davidson
ve McCray, 2011).

Spesifik Olmayan inhibisyon

Baslangicta RNA interferens gen ekspresyonunun inhibisyonu
icin yuksek derecede spesifik bir teknik olarak tanimlanmistir.
Cesitli model sistemlerle yapilan bircok ¢alismada bu goris
desteklenmistir. Bu ylzden siRNA’lar tek bir nikleotidi
hedeflenmeyen gende ayirt edebilen sadece patojenik
allelin sessizlestirilmesi icin tasarlanabilir. Hedef dizideki
tek bir nikleotid degisikligi virusun RNA interferensten
mutasyonlarinin  gergeklestirildigi deneylerde bazi hatali
eslesmelerin sessizlestirmeyi bozmaksizin tolere edilebilecegi
sonucunu ortaya ¢ikarmistir.Bu hedef diziden ¢ok az farklilik
iceren hedef genlerin disindaki genlerin de inhibisyonuna
neden olabilir (Almeida ve Allshire, 2005).

Hiicresel Sessizlestirme Mekanizmasinin

Doyurulmasi

Ekzojen siRNA’lar ve endojen miRNA’lar in vivo ayni hiicresel
mekanizmay1 paylasirlar. Hicresel siRNA’'larin belirli  bir
sinirin Uzerinde eksprese edilmesi hiicre toksisitesine yol
acmasindan 6tirl sessizlestirme mekanizmasi sinirli sekilde
doyurulabilir. Bu, farelere farkh uzunluklarda siRNA eksprese
eden AAV (Adeno-associated virus) rekombinant vektorin
yuksek dozlarinin inokulasyonu sonrasi gosterilmistir. Doyurma
shRNA'lari ve pre-miRNA’lari sitoplazmaya tasiyan eksportin
5 diizeyinde meydana gelmistir. shRNA'nin asiri ekspresyonu
sonucu mMIiRNA diizeyindeki azalma eksportin 5’in asiri
ekspresyonu sonucu duzeltilmistir (Yi ve ark, 2003). Buna
karsin Dicer ve RISC gibi mekanizmanin diger bilesenlerinin
sinirli oldugu gosterilmistir. Bu ylzden diger bilesenler de
doyurulabilir. Hucresel RNAi mekanizmasinin  doyurulmasi
hiicrede siRNA'nin  disik dozlari eksprese edildiginde
onlenebilir. En iyi segenek ilk olarak siRNA inhibitorlerinin
fonksiyonel oldugu en dislik konsantrasyonlarin tespit
edilmesidir. shRNA’lari tasiyan viral vektorler kullanildiginda
en disiik fonksiyonel titrenin kullanilmasi gerekir. ideal olarak
shRNA’larin ekspresyonunu yoneten promotérlerin uyarilabilir
olmasi gerekir. Boylece disaridan uyarici dozu azaltilmakla
siRNA ekspresyonu azaltilabilir. Bu kurallara uyuldugunda in
vivo endojen mekanizmanin doyurulmasi olmaksizin etkili
inhibisyonun gozlenebilecegi gosterilmistir (Fagard ve ark,
2000).

RNA interferens Uzerindeki Viral Etkiler

Memeli viruslarinin enfekte hiicrenin RNA interferens
mekanizmasini  kendi  yararlari  igin  kullanabildikleri
gosterilmistir. Bunu virus canliligl igin onemli viral miRNA’lar
eksprese ederek ve hiicresel miRNA profilini degistirerek
basarirlar. Bu ylizden virus ¢cogalmasi icin énemli miRNA’larin
ekspresyonu saglanirken zararli miRNA’larin  fonksiyonlari
cesitli yollarla azaltilir. Latent enfeksiyon olusturan viruslarda
konak hiicre gen ekspresyonunu diizenleyen viral miRNA’larin
varligi cogunlukla teyit edilmistir. Birgok viral miRNA'nin varhg
Kaposi’s sarcoma iliskili herpesvirus (12 miRNA), onkojenik
Epstein-Barr virus (17 miRNA), human cytomegalovirusun
dahil oldugu herpesviruslarda tanimlanmistir (Wies ve ark
2008). Adenovirus ve SV40 (Simian virus 40) gibi daha kuglik
DNA viruslari da miRNA kodlayabilir. Sonuglar viral miRNA'larin
artmis enfeksiyon etkinligi ve hicrenin adezyon, migrasyon,
anjiyogenezis ve immun yanitiyla iliskili hem hiicresel hem de
viral genlerin ekspresyonunu kontrol edebildigini gostermistir
(Plaisance-Bonstaff ve Renne, 2011). Viral enfeksiyona
yardim eden hicresel miRNA'nin en iyi karakterize edilmis
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Tablo 1. Bazi hastaliklarla iliskili miRNA lar (Bodur ve Demirpenge, 2010).

Hastalik iliskili miRNAlar
Kardiyak hipertrofi miR-1 , miR-133 ¥ v
Alzheimer miR-124a , miR-9y, miR-1284 4
Parkinson miR-133b v
Sizofreni miR-130b

ornegi miR-122 dir. miR-122’nin fonksiyonuna bagh olarak
viral replikasyonu arttiran bu karaciger-spesifik miRNA HCV
(hepatitis Cvirus) genomunun 5’ ucuna baglanir. Bu ylizden HCV
enfeksiyonun gen sessizlestirilmesi aracihigiyla énlenmesinde
5" UTR (untranslated region-yonetici sekans)’deki miR-122'nin
baglandig bolge siRNA'lar igin iyi bir hedeftir (Aliyari ve Ding,
2009).

Viral Sessizlestirme Supresorleri

Viruslar hiicresel miRNA profilinin diizenlenmesi, RNAi’ten
mutasyonel kagis ve RNAI’in baskilanmasi gibi gesitli yollarla
RNAi’e karsi koruma saglayan mekanizmalar gelistirmislerdir.
Viruslar RNAi tarafindan taninmayi engellemek igin primer
dizilerinde mutasyona yol agabilececekleri gibi dizinin sekonder
yapisini da degistirebilirler. Ustelik bircok virusun RNAi
mekanizmasinin fonksiyonunu azaltan viral faktorler eksprese
ettigi belirlenmistir (Aliyari ve Ding, 2009).

RNA interferens mekanizmasini farkli asamalarda hedefleyen
sessizlestirme inhibitorleri ilk bitki viruslarinda tanimlanmistir.
Mosaic virustan Cmv2b siRNA yayilimini ve sessizlestirmesini
DNA metilasyonu araciligiyla bloke eder. Vaccinia virusun E3L
proteini, influenza virusun NS1 proteini ve Ebolanin VP35
proteini sessizlestirmenin inhibisyonunda rol oynayabilen
dsRNA baglama proteinleridir. HCV’nin gekirdek proteini Dicer’
bloke edebilir. HIV Tat proteini Dicer’in isleme aktivitesini
kismen engelleyerek RNA interferensi suprese edebilir (Akashi
ve ark, 2001).

RNAi ve Hastaliklarla iliskisi

Yapilan ¢alismalarda kanser ve birgok hastalik tiriiniin miRNA
mekanizmasindaki sorunlardan kaynaklandigi gozlemlenmistir
(Dyawanapelly ve ark, 2014). miRNA'larin genetik sebepli
ifade degisikliklerine delesyonlar, amplifikasyonlar veya
translokasyonlar gibi biyiik olgekli genom degisiklikleri sebep
olmaktadir. Delesyonlar s6z konusu miRNA'nin miktarini ileri
derecede azaltirken, hedefi olan mRNA’nin ve ondan kodlanan
proteinin artmasina sebep olur. Amplifikasyonlar ise miRNA
miktarini artirirken hedef mRNA’nin etkinligini ve bundan
kodlanan proteini azaltir. Translokasyonlarin etkisi ise yer
degistiren DNA pargasinin yerlesme yerine gbre artirici veya
azaltici yonde olabilir. Blyuk 6lgekli genom degisikliklerine ek
olarak nokta mutasyonlari da miRNA islevini bozabilir (Bodur ve
Demirpence, 2010). Ayrica epigenetik degisiklikler ve miRNA’nin
kodlandigi genin promotor etkinligindeki degisiklikler de
miRNA ekspresyonunu etkileyebilir (Lee ve Dutta, 2009).
Hicre blyUmesi, farklilasma, ¢ogalma gibi olaylarda gorevli
miRNA’larin mekanizmalarinda meydana gelen aksakliklar
kanserin olusumunda etkilidir. Clinkii bu miRNA’larin bir kismi
onkogenik bir kismi ise timor baskilayici tiptedir (Cho, 2007).
miRNA kodlayan dizilerin, kirilgan genom bélgelerinde normal
genom bolgelerine gore daha ylksek oranda (dokuz kat)
bulunduklari gosterilmistir. Bu sekilde miRNA kodlayan genlerin
bu bolgelerde diger bolgelere gore daha fazla bulunmalar
onlari islev bozukluguna yatkin hale getirmektedir (Calin ve
ark, 2004).

RNAI’nin kesfi arastirmacilari bu mekanizmayi biyolojik sorunlar
ve hastaliklarin tedavisinde faydali bir sekilde kullanma
yoluna itmistir. siRNA gibi bazi ajanlar hiicrelere, dokulara,
organizmalara direkt uygulanabilirken; hairpin yapilar gibi
sureg igerisinde siRNA’lari olusturan muhendislik Grlnleri de
mevcuttur. RNAi kullanimindaki temel teori ilgilenilen hedef
gene uygun siRNA’lar ya da onlari kodlayan genler dizayn
edilebilmesidir (Davidson ve McCray, 2011).

Tedaviye yonelik ve deneysel amaglarla 6zgil genlerin ifadesini
dizenlemeye katki saglayan kontrol mekanizmalarindan
miRNA’lar ve siRNA’lar transkripsiyon sonrasi gen ifadesini
diizenler. Her iki 21-23 niikleotid uzunlugundaki RNA'lar spesifik
mRNA'larla baz eslesmesi yapar. miRNA'lar hedef mRNA'nin
yaziliminiengellerken siRNA'lar yikilimina neden olur. insanlarda
ifade edilen on binlerce miRNA belirlenmistir. Bunlarin ¢ogu
embriyogenez sirasinda veya dogum sonrasi belirli zamanlarda
6zgiil hiicre tiplerinde ifade edilirler. insandaki genlerin en az
%30’unun miRNA’lar tarafindan diizenlendigi dusinulmektedir
(Davidson ve McCray, 2011). Hedef mRNA’nin 3’ ucundaki dizi
ile miRNA arasindaki baz eslesmesinin kusursuz olmasina gerek
olmadig igin birden fazla mRNA sadece bir miRNA tarafindan
diizenlenebilir. Sentetik miRNA’larla yapilan arastirmalar bir
miRNA'nin 5" ucundaki 6 veya 7 niikleotid ile hedef mMRNA'nin
translasyona ugramayan 3’ bolgesi arasindaki eslesmenin ¢ok
o6nemli oldugunu gostermistir (Blenkiron ve Miska, 2007).
RNAi'nin klinik faydalari hentiz tam olarak uygulanamasa da
vapilan denemeler basariya ulagmada vyarar saglayacaktr.
Bir veya birkag toksik genin ifade edilmesi sonucu meydana
gelen birgok hastalik bu toksik genlerin sessizlestirilmesi ile
tedavi edilebilir. Bu yuzden RNAi kanser, viral enfeksiyonlar,
baskin genetik hastaliklar veya bozuklugun hiicresel bir genin
asiri ekspresyonu sonucu olustugu diger hastaliklarda basarili
bir sekilde kullanilabilir. Son yillarda retinal dejenerasyon,
kaltsal beyin ve deri hastaliklari, viral enfeksiyonlar,
solunum hastaliklari, kanser ve metabolik hastaliklar gibi
alanlarda yapilan ¢alismalarla RNAi temelli preklinik ve klinik
uygulamalarda ilerlemeler kaydedilmistir (Keates ve ark, 2007).
Son calismalarda terapotik bakterinin  kanserli hastalarda
timor kitlesine girebildigi ve bu sekilde bakterilerin RNAi
uygulamalarinda vektor olarak kullanilabilecegi gosterilmistir
(Dyawanapelly ve ark, 2014). Rekombinant teknoloji ile Uretilen
E.coli memeli hiicrelerine girebilmekte ve shRNA'lar transfer
edebilmektedir ve yine benzer sekilde Uretilen Salmonella
etkenleri farelerde timor yikini azaltmis ve yasama sansini
artirmistir (MacDiarmid ve ark, 2009).

miRNA'lar timor belirteci olarak kullanilabilmektedir. miRNA
hedeflerini tanimlamakta kullanilan bilgisayar algoritmalari
kritik eslesmede rol alan 5’ ucundaki sekiz niikleotidlik diziyi
kullanir, ancak tam eslesme s6z konusu olmadigindan gergek
miRNA hedeflerini tanimlamak ¢ok zordur. Her miRNA molekdli
¢ok sayida farkli mRNA'ya baglanabildigi gibi, her mRNA’ya
da ¢ok sayida farkh miRNA baglanabilmektedir. Bu durum
transfeksiyon yoluyla miRNA’larin hiicre kiltlrlerinde ifade
etkinlikleri gosterilmesini ve bilisimsel yaklasim ile dnerilen
miRNA hedeflerinin, bu yolla dogrulanmasini gerektirir (Bodur
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ve Demirpencge, 2010).

RNAi temelli kanser tedavileri timor biylimesi icin gereken
bir veya birkag genin ekspresyonunun inhibisyonuna neden
olabileceginden gelecek vaat edici gibi gériinmektedir. Buna
karsin basarili bir tedavi basarilmadan once ele alinmasi
gereken birgok konu vardir: tiimor biayimesi icin gerekli hedef
genlerin tespit edilmesi gerekir ve arzulanan hedeflere karsi
siRNA’larin birgok timér hiicresine veya en azindan timor kok
hlcresine tasinmasi gerekir. Birgok ¢alismada timor olusumu
ve blyumesine neden olan hicresel yolaklari anlamak igin
deneysel arag¢ olarak RNAi kullanilmistir. Bu yolaklarla iligkili
timor hicrelerinde ekspresyonu degisen genler RNAi temelli
tedaviler igin iyi bir adaydir. Bunlar azalmis hiicre 6limi ve
artmis bolinme sonucu proliferasyona neden olan sinyal
ceviri yolaklari ile iliskili onkogenleri icerir (Blenkiron ve Miska,
2007). Hucre siklusunun regilasyonu, apoptozis ve yaslanma
ile iliskili genlere karsi siRNA tasiyan viral vektorlerin anti-
timoral etkinliginin klinik 6ncesi degerlendirmesinden gelecek
vadeden sonuglar elde edilmistir. Buna karsin birgok kanserde,
tek bir yolagin inhibisyonu hastaligin eliminasyonu igin yeterli
degildir ve es zamanl birgok genin bloke edilmesi gerekir. RNAi
temelli tedaviler ayni viral vektdrden farkli shRNA’larin birlikte
ekspresyonu ile ayni hiicrede farkli hedeflerin sessizlestirilmesi
icin kullanilabilir (Christoffersen ve ark, 2010). Kompleks
siRNA’larin  kullanimi spesifik hicrelerin  hedeflenmesinde,
kanserde faydalar saglar. insanlardaki ilk calisma olarak
transferrin-receptor-targeting ligandlari  kullanarak kanser
hicrelerine karsi kullaniminda hedef mRNA seviyelerinde
azalma ve hedefte bolinmeler gosterilmistir (Davidson ve
McCray, 2011).

RNAi uygulamalarinda iki temel alan vardir. Bunlardan
birisi, RNAi temelli yeni ilaglarin dizayni ¢alismalaridir.
Digeri ise RNAi temelli tedavi ¢alismalandir. Bu uygulamada
temel strateji; zararli proteinlerin sentezinin ilgili genin
sessizlestirilmesi ile dnlenmesidir. ilk uygulamalar onkogenler
ve viral enfeksiyonlarda hedef viral genler lizerinde yapilmistir
(Karagiizel ve ark, 2007). Ozellikle gen sessizlestirmesi; HIV/
AIDS, influenza, insan papillomavirus enfeksiyonu, hepatit,
SARS gibi viral hastaliklarda uygulanmis, Parkinson ve Alzheimer
gibi norodejeneratif hastaliklar ile romatoid artritis gibi
otoimmun hastaliklar tGzerinde de arastirmalar ve uygulamalar
yapilmaktadir. HIV enfekte akyuvarlarda ex-vivo uygulamalari
yapilmaktadir. Diger yandan kanser, HIV enfeksiyonu, SARS,
romatizma, grip, astim, Hepatit-C, kas distrofileri, molekuler
dejenerasyonlar, Alzheimer, gigek v.b. gibi hastaliklarda hayvan
deneylerinde ve insanlara uygulamalarda Gimit veren gelismeler
vardir (Dyawanapelly, 2014).

Birgok norolojik hastalik mutasyona ugramis veya yanhs
katlanmig toksik proteinlerin ekspresyonu ya da nérotoksisiteye
neden olan proteinlerin  asiri  birikiminden  olusur.
Ekspresyonlarini azaltmak igin toksik genleri hedefleyen RNAI
temelli tedavi uygulamalari bunlar igin ideal ortamdir. Ozellikle
genin vahsi tip gerekli formunu hedeflemeyen mutant toksik
formunu hedefleyen siRNA’lar segilebilir (Kumar ve ark, 2007).
RNAi temelli tedaviler genetik hastaliklari tedavi etmek igin
de kullanilabilir. Sickle cell anemia ve Duchenne muscular
distrophy’nin tedavisi igin siRNA tasiyan viral vektérlerin
kullanimi ile ilgili preklinik ¢aligmalar vardir. Ayni zamanda
astim gibi immuinolojik hastaliklarin  tedavisinde RNAi
kullanilabilir. Astim ve alerjik hastaliklarla gtiglti iliskili Th2 (T
helper 2)'nin anahtar transkripsiyonel faktéri olan GATA-3
(Trans-acting T-cell-specific transcription factor)’ii hedefleyen
siRNA’lari tagiyan lentiviral vektérler kullaniimaktadir. Astimin
bir fare modelli galismasinda vektorlerin intratracheal verilmesi
antijenin indiikledigi hava yollarinin yangisini azaltmistir (Zheng
ve ark, 2009).

RNAi aracili sessizlestirme ile bakteri, virus ve parazit
enfeksiyonlari da tedavi edilebilir. Bakteriyel genler konak

hiicrenin diginda eksprese edildiklerinden ve bakterilerde
RNAi  mekanizmasi olmadigindan siRNA’lar  tarafindan
sessizlestirilemezler. Buna karsin bakteriyel invazyon igin
gerekli konak genlerinin ekspresyonunun azalmasi araciligiyla
bakteriyel enfeksiyonlarin etkilenmesi hala mumkindir.
Bakterilerin aksine Malaria gibi parazitlerde ve Malarianin
Afrika’daki temel vektéri Anopheles gambie’de RNAi
mekanizmasi belirlenmistir. Bu ylizden Malaria temel parazit
genlerinin sessizlestiriimesi ya da parazit enfestasyonu igin
gereken hayati olmayan vektor genlerinin ekspresyonunun
azaltilmasi araciligiyla tedavi edilebilir (Lares ve ark, 2010).
RNAi temelli teknikler anti-viral olarak olaganistl potansiyele
sahiptir. Bir¢ok patojenik virusun genom dizilimi mevcuttur. Ayni
zamanda yeni ¢ikan viral enfeksiyonlar hizli bir sekilde tespit
edilebilir ve viral genomun dizilimi belirlenebilir. Viral genlerin
ekspresyonunu bloke eden antiviral RNAi inhibitorlerinin
tasarlanmasi igin gen diziliminin bilinmesi yeterlidir. Ayni
zamanda virus ve konak hiicre ile etkilesimi hakkinda daha
fazla bilgi edinildiginde, fonksiyonu virusun canhhgi igin dnemli
ancak hayati olmayan hiicresel genler de antiviral siRNA’lar
tarafindan hedeflenebilir (Dyawanapelly ve ark, 2014).

RNAi yolaginda yer alan siRNA’larin hedef dizilerine miikemmel
eslesme gostermesi onlari gen islevinin arastirilmasina cok
uygun araglar haline getirir. RNAi uygulamasiyla istenmeyen bir
proteinin ifadesi baskilanabilecegi gibi istenmeyen miRNA’larin
da engellenmesi saglanabilir. Bu amagla kullanilabilecek
siRNA’lara “antagomir” adi verilmektedir (Cowland ve ark,
2007). Sadece siRNA dizilerinin verilmesi yerine plazmid
kasetleri icerisinde veya viral vektérler araciligiyla aktarim
vapilabilir, basit bir izotonik tuz veya dekstroz ¢ozeltisi iginde
sistemik olarak uygulanabilen siRNA pargaciklari yalin halde
aktarilabilecekleri gibi, hedeflendikleri gen Grinine daha iyi
ulasabilmeleri igin kolesterol veya aptamerlerden olusan bir
kuyruk takili olarak da Uretilebilir. Ayrica siRNA molekdiliine bir
protamin-antikor kuyrugu eklenebilmekte, o hiicre tipine 6zgii
bir proteine karsi gelistirilmis olan antikorun kullaniimasiyla
ozglllik saglanabilmektedir (Morris ve Rossi, 2006).

RNA interferens, transkripsiyon sonrasi gen ekspresyonunun
susturulmasi/baskilanmasi igin etkili bir metoddur. Bu
mekanizma dogada var olan bir mekanizma olup, ayni
zamanda molekiler biyolojide gen-protein islevi analizinde,
fonksiyonel genomik arastirmalarinda ve gen tedavisinde genis
bir uygulama alanina sahiptir. Antisens etki gosteren yapilarin,
komplementer mRNA’yl1 degrade ederek ya da translasyonu
baskilayarak hedef geni susturabilmeleri, gen ekspreyonunun
kontroli ve bu yolla hastaliklarin mekanizmasinda yer alan
genlerin hedeflenerek 06zglin olarak tedavi edilebilmeleri
acisindan molekiler tedavide 6nemli bir kilometre tasi olarak
gorulmektedir. Dolayisi ile gelecekte, tedavi siireci uzun,
zahmetli ve ¢ogu zaman basarisizlikla sonuglanan kanser,
norodejeneratif ve kardiyovaskiler hastaliklarin tedavisinde
umut vaat eden bir mekanizma olarak goriilmektedir.
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