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OZET

Ozbilgi: RNA interferenz (RNAi) mekanizmasi son 20 yilda genom iizerinde degisiklik yapmayi saglayan en énemli biyoteknolojik
yontemdir. Bu metot ile biyoteknolojinin birgok alt dalinda denemeler yapilmis ve oldukga fazla veri elde edilmistir. Tam da bu
verilerin terapotik olarak degerlenecegi sirada yine RNAi’e benzer bir mekanizma kesfedilmistir. Virus ve fajlara karsi bakterilerde
savunma saglayan bu mekanizmaya CRISPR adi verilmistir. Bu yeni teknolojinin RNAi’e gére bazi durumlarda avantaji olmasi
glinimuzde onu oldukga 6ne gikarmistir.

Sonug: Ozellikle viruslara karsi miicadelede &nemli silah olan RNAi bu derlemenin temelini olustururken, daha yeni olan CRISPR
mekanizmasi ve farkliliklari da bu derlemede konu edilmistir. Derleme sonunda karsilikl etkilesim gésteren bu iki ydntemin yakin
gelecekte biyoteknoloji alanina damga vurucagi sonucuna varilmistir.

Anahtar Kelimeler: RNAI, CRISPR, Virus, Genom Diizenleme.

Antiviral RNA Interference and Its Comparison with CRISPR/Cas Mechanism, A Novel Gene
Editing Method

ABSTRACT

Background: RNA Interference (RNAi) mechanism is assumed among the most important biotechnological methods, that allows
to edit the genome in the last two decades. The experiments have been performed through by this method in many sub-fields
of biotechnology, and quite a lot of data were obtained. A mechanism, similar of RNAI, was discovered just then obtained data
was going to evaluate as therapeutics. This mechanism that provided immunity to viruses and phages was named as CRISPR.
To possess an advantage of the new method, compared to RNAi in some circumstances, is nowadays come into prominence
significantly.

Conclusion: RNAI, being an important tool in struggling with viruses, which forms the basis of this review and newer mechanism
CRISPR and its differences are subjected in. At the end of the review, it was concluded that both methods, showing the interaction
between themselves, would be impact on biotechnology branches in the near future.
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Giris

“Genom dizenleme”, intrinsik ya da ekstrinsik faktorler
tarafindan indiklenen mekanizmalarin genom (zerinde
meydana getirdigi degisikliklere ve bu degisikliklere bagh
olusan gen ifadesi farkhiliklarina verilen genel bir tanimlamadir.
“Genom diizenleme” ¢ok yeni bir bilimsel ifade olmasina
karsin, blnyesinde barindirdigi mekanizmalarin 6nde geleni
olan RNA interferenz (RNAi)in ortaya cikisi ceyrek asir
dncesine dayanmaktadir. Ozellikle “Gen Susturumu” veya “Gen
Sessizlestirme” olarak anilan RNAi mekanizmasinin yanina yeni
mekanizmalarin eklenmesiyle daha genis kapsamli bir ifade olan
“genom diizenlemesi” biyoteknoloji literatiriine girmistir. RNAI
mekanizmasi; intrinsik olarak mikro RNA (miRNA)’lar; ekstrinsik
olarak ise kigik interfere RNA (small interfering RNA;siRNA)
veya kisa sa¢ tokasi RNA (short hairpin RNA; shRNA)'lar ile
iliskilendirilmisti. RNAi mekanizmasina benzer sekilde diger
gen dizenleme mekanizmalari da intrinsik ve ekstrinsik olarak
siniflandiriimaktadir. Bu temel metotlar sunlardir:

e Dizenli Ara Bosluklarla Kiimelenmis Palindromik Tekrarlar
(Clustered Regularly Interspaced Palindromic Repeats:
CRISPR-Cas)

e Cinko Uzantili Niikleazlar (Zinc Finger Nuclease; ZFN)

e Transkripsiyon Aktivator Benzeri Efektdr Bazli Nukleazlar
(Transcription Activator-Like Effector-based Nucleases;
TALEN)'dir.

e Dizayn edilmis nikleazlar ve yeniden dizayn edilmis
intrinsik endonikleazlar (engineered meganuclease re-
engineered homing endonucleases)(Gaj, 2013).

Temel anlamda gen diizenleme metotlari birbirlerine benzerlik
gosterseler de, RNAi ve bahsi gegen diger metotlar arasinda
temel proses farki olarak niikleaz varligi s6z konusudur. Bu
durum genom Uzerinde degisiklik meydana getirebilen RNAi
benzeri (RNAi-like) metotlar ve niikleaz temelli gen diizenleme
metotlari olarak 2 ana mekanizma basligi altinda incelenmesine
neden olmaktadir. Ancak niikleaz temelli mekanizmalardan ZFN
ve TALEN tekniklerinde her bir DNA sekansi icin ayri protein
Uretimi s6z konusudur. Bu da hem maddi hem de zaman
acisindan ciddi dezavantajlar dogurmaktadir. Bundan dolayi
CRISPR mekanizmasi en 6nemli niikleaz temelli interferenz
yontemi olarak 6ne ¢ikmaktadir. Bu derlemede; RNAi temelli
antiviral mekanizma hakkinda bilgi verilecek olup, CRISPR
mekanizmasi ile karsilagstiriimasi yapilacaktir (Gaj, 2013).

RNA interferenz

RNAi canhlarin hicresel islevlerinde olduk¢a ©nemli bir
yer tutmaktadir. Fire ve Mello (1998) tarafindan RNAi
mekanizmasinin hiicrede var oldugu ve oldukga 6nemli
gorevleri oldugu kesfedilene kadar, genetik bilginin sadece
DNA uzerindeki kodlanan kisim olan ekzonlar tarafindan
olusturuldugu kabul edilmekteydi.

Diger kodlanmayan bdlgeler olan intronlarin ise genetik bilgi
aktariminda herhangi bir gorevi olmadigi distnilmekteydi.
Hatta bu kodlanmayan kisimlar gereksiz DNA (junk DNA)
olarak anilmaktaydi. Bilim dinyasinda ezber bozan RNAi
mekanizmasinin  ortaya konulmasindan itibaren, intron
bolgelerinin gen ifadelerinde en az ekzonlar kadar, hatta
ekzonlara gore daha biyik oranla 6nemli oldugu gorisi hakim
olmustur. intron bélgelerinde kodlanmayan bu RNA’lar ile
canlinin hiicresel diizeyde tim yasamsal faaliyetleri icin gerekli
gen ifadelerinin diizenlenmesi saglanmaktadir.

Kisa bir tanimlama ile RNAi:

Yaklasik 20-25 niikleotid uzunlugunda endojen veya ekzojen
kaynakl kugtik ¢ift iplikli RNA (dsRNA) fragmanlarinin gen
ifadesinden 6nce hedef mesajci RNA (mRNA) Gzerindeki spesifik
bolgeyi kapatarak transkripsiyon sonrasi gen sessizlestirmesi
olayidir.

RNAi mekanizmasinin varligi mantarlardan memelilere kadar
¢ogu okaryotik hiicreye sahip canlida tespit edilmistir. Saglkli
bir okaryotik hiicrede RNAi mekanizmasi sayesinde mikro
RNA (miRNA) olarak gorev yapan kigiik RNA’larin, istenmeyen
genetik bilgiyi tasiyan diger kodlanmayan RNA’larin (non-
coding RNAs, virus, transpozoon gibi) transkribe olmasini
engelleyerek, hiicrede molekiiler bir pasif bagisiklik goérevi
Ustlendigi izlenilmistir (Bagasra ve Prilliman, 2004).

RNAi mekanizmasi ilk olarak Napoli ve Jorgensen (1990)
tarafindan yapilan genetik transformasyon ¢alismalarinda agiga
¢ikmistir. Botanik konusunda ¢alisan arastirmacilarin amaglari,
petunya bitkisindeki chalcone synthase (chs) genini ekleyerek
asin ifadesini saglamak ve daha mor petunyalar tretmekti.
Chalcone synthase (chs) geni, petunyalarda bir flavonoid
bilesik olan anthocyanin maddesinin biyogenezinde onemli
rol oynamaktadir. Anthocyanin maddesi 6zellikle insan saglig
acgisindan yararli olmasi bakimindan énemlidir. Arastiricilar bu
ozelliginden dolayl terapotik potansiyelini gormek amaciyla
oncelikle yiksek oranda anthocyanin iceren petunyalar elde
etmek istemislerdi (Anthocyanin, yapisinda mor pigment
olmasi ve chs enzimi ile bunun ifadesinin artmasindan 6tiri
bitkiler daha mor renkte olmaktadir). Arastiricilar, sens
teknoloji ile daha yuksek oranda chs geni ifade ettirmeyi
hedefleyerek yaptiklari galismada; daha mor petunya elde
etme beklentilerinin aksine, beyaz renkli veya alacal petunyalar
elde etmisler (Sekil 1.1) ve bu olaya “co-suppression” (birlikte
baskilama) adini vermislerdir. (Jorgensen ve ark., 1996).
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Sekil. Petunyada chs geninin beklenilen asiri ifadesinin aksine gen ses-

sizlesmesi sonucu daha beyaz petunyalarin elde edilmesi (Sekil, Fire’in
2007 senesinde yapmis oldugu derlemeden modifiye edilmistir.)

RNAi’'nin net ortaya konmasi ve bilim cevreleri tarafindan
kabul edilmesi 2000'li yillarin baslarina denk gelmektedir.
Nitekim RNAi “Science” dergisi tarafindan 2001 senesinde
“yihin moleklli” ve 2002 senesinde ise “ yiin en 6nemli
bilimsel hamlesi” segilmistir. Bu olaylarin arkasinda hig stiphesiz
Andrew Fire ve Craig Mello’nun 1998 senesinde bir parazit
olan C. elegans’ta RNAi varligini ortaya koymalari ¢ok biyik
etkendir. Bu basarilari sayesinde arastiricilar 2006 senesinde
Nobel Tip odiliine layik gorilmuglerdir. Fire ve Mello C.
elegans’i seffaf olmasi ve yapilan transgenetik calismalarin
rahat izlenebilmesinden dolayi segmislerdir. Sens ve antisens
RNA’nin sinerjistik etkinligini test etmek amaciyla C. elegans’a
dsRNA (unc-22) enjekte ederek, gen ekspresyonunda etkisi
olup olmadigini arastirmiglardir. Bu dogrultuda sens ve
antisens RNA'nin birlikte kullanimiyla, tek baslarina yapilan
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uygulamaya gore ¢ok daha fazla verim alindigini, bu sinerjistik
etkinin antisens uygulamaya goére 10 kat daha c¢ok etkili
oldugunu belirtmislerdir. C. elegans’in kas kasilma hareketlerini
diizenleyen unc-22 geninin belli bir segmentine dsRNA enjekte
etmeleri sonucu daha ylksek kas hareketleri saglamislardir.
Bunun yaninda kas proteinini kodlayan genden (unc-22) yoksun
(knock-out) C. elegansta fenotipik olarak gozlemlenen kasilma
yeniden tespit edilmistir. Bu sayede nematodtan insana birgok
Okoryatik hiicre barindiran canlida RNAi mekanizmas! ortaya
konmustur (Fire, 2007).

Hayvanlar ve tiim 6karyotlarda RNAi mekanizmasinin baslangig¢
noktasi 21-25 nukleotidlik kiglk c¢ift iplikli RNA (dsRNA)'nin
olusumudur. Kigiuk dsRNA’lar orijinine ve fonksiyon yerlerine
gore 3’e ayrilir. Bu kiglik dsRNA’lar endojen karakterdeki
“miRNA” (mikro RNA), “piRNA” (piwi iliskili RNA)lar ve
ekzojen karakterdeki “siRNA” (kiiglk interferenzci RNA) lardir.
MiRNA’lar bitin okaryot hiicrelerinde gen regiilasyonunda
gorev almaktadir. piRNA, Greme ve kok hiicrelerinde, miRNA'ya
benzer bir gorev ustlenir. siRNA ise endojen karakterdeki
diger kiguk RNA’lardan ayri, ekzojenik olarak (viral genom,
transpozon, vb.) koken alabilir. 21- 25 nikleotidlik kigtik
dsRNA’nin olusumu igin dsRNA'nin bir dizi islemden gegmesi
gerekmektedir.

dsRNA, hiicre gekirdeginde, yapisinda Ribonikleaz Il tird bir
enzim barindiran mikroprosesér kompleks (Drosha) ile 60 -
70 nikleotidlik kiicik RNA fragmanlari haline getirilir. Olusan
bu fragmanlar kiicik dsRNA’larin prekirsoérleridir. MiRNA
prekirsorleri igin “pre-miRNA”, siRNA prekiirsorleri igin ise
genellikle “pre-shRNA” (short hairpin RNA=kisa sa¢ tokasi RNA)
terimleri kullanilir. Pre-miRNA/pre-shRNA ¢ekirdek zarinda
bulunan Exportin 5/RAN-GTP yardimiyla sitoplazmaya gecer
(Kim, 2009).

Sitoplazmaya gelen pre-miRNA/pre-shRNA, RISC (RNA- induced
silencing complex) adi verilen protein kompleksi tarafindan
isleme tabi tutulur. RISC biinyesinde ¢esitli proteinler (AGO,
RBP;RNA baglayan proteinler vb.) ve enzimler (RARP; RNA
bagimli RNA polimeraz vb.) ihtiva eder. RISC prosese katilmadan
once, RNaz Ill sinifi bir enzim olan Dicer, ¢ekirdekten gelen pre-
miRNA/pre-shRNA’y1 21-25 nikleotidlik kisimlara ayirir. Daha
sonra elde edilen bu 21-25 nikleotidlik RNA fragmanlarini
RISC’e tasir. Bu islemin ardindan bir RISC bileseni olan Argonat
Proteinleri (AGO) devreye girer. AGO proteini gift iplikli miRNA/
siRNA'nin  tek iplikli miRNA/siRNA’'ya ddnmesi sirasinda
susturum yapacak olan tek iplikli miRNA/siRNA’nin segcilimini
yapar. Bu segilimin termodinamik baglanma stabilitesi ve
Dicer tarafindan kesilen miRNA/siRNA asitmetrik yapisindan
ileri geldigi dustnulir. Ayrica cift iplikli miRNA/siRNA’nin
ayrilmasini  saglayan enzimin RISC bilinyesinde bulunan
RNaz H enzimi oldugu da dusinilmektedir. AGO proteini
tarafindan gergeklesen bu baglanma ve tek iplikli miRNA/
siRNA olusumunda baska proteinler de goérev yapmaktadir
(dsRBP; cift iplikli RNA binding protein: memelilerde baglanma
proteini olan R2D2, Drosophila’da ise Loquacious gibi). Bunun
yaninda RISC biinyesinde halen tam olarak goérevi bilinmeyen
ve isimlendirilememis bir takim aksesuar proteinlerde s6z
konusudur. AGO’nun biinyesine katilan ve susturum yapacak
olan miRNA/siRNA’ya rehber miRNA/siRNA denir. Diger tek
iplikli miRNA/siRNA (yolcu miRNA/siRNA) ise RNaz sinifi
enzimler tarafindan pargalanir (Agrawal ve ark., 2003; Wilson
ve Doudna, 2013).

AGO proteini rehber miRNA/siRNA ile RISC te bulunur ve bu
sekilde susturum vyapacaklari hedef mRNA’ya bir kompleks
sekilde ulagirlar. Susturum yapacak olan miRNA ve siRNA

burada islemsel farklilik gosterirler. Rehber MiRNA'da 5’
ucunda 2.-8. nikleotidlere denk gelen kaynak bodlge (seed
region), hedef mMRNA’yi tanir ve tam bir karsilikli baz eslesmesi
olmadan gen bolgesini kapatir. SiRNA'da ise hedef mRNA'nin
kapatilacak bolgesindeki sekansla rehber siRNA'nin tam bir
uyum gostermek zorundadir. Rehber MiRNA’y1 barindiran RISC
ve hedef mRNA birleserek sitoplazmada P-cisimcigi (Processing
Bodies) meydana getirirler. P cisimciginde bulunan birgok
protein ve enzim yardimiyla transkripsiyonel baskilanma ya
da mRNA'nin degredasyonu meydana gelir. Fakat, bazen hedef
miRNA bu asamada istenilen sessizlestirmeyi saglamayabilir,
bunun sonucu da mRNA transle olabilir. sSiRNA ise hedeflenen
gen bolgelerini baz eslesmelerinde tam bir uyum olmasi
sayesinde kapatir ve mRNA’nin translasyonu sonucu kapanan
bolgelere ait genlerin ifade olmadigi gorilir. siRNA boyle bir
uyum ile susturum yaptigi icin sadece spesifik genin ifadesini
engeller (Agrawal ve ark., 2003; Wilson ve Doudna, 2013).

Antiviral RNA interferenz

RNA interferenzin antiviral mekanizmasi ilk olarak bitkilerde
ve omurgasizlarda ortaya konmustur (Feinberg ve Hunter,
2003). Bitun RNA viruslar (retroviruslar harig) bitki ve
omurgasizlarda uzun dsRNA’lar meydana getirir. DNA viruslari
da benzer bir transkripsiyonel yolla dsRNA meydana getirirler.
Yalniz aralarinda DNA kokenli dsRNA’larla hem daha uzun
hem de daha tamamlayici olmasindan oturi farklihk vardir.
ileri asamada bu gibi uzun dsRNA’lar Dicer enzimi ile 22
bp’lik fragmanlara ayrilip, bir kisa dsRNA havuzu olustururlar.
Olusan 22 bp’lik dsRNA’lara siRNA dubleksleri denir. siRNA
dublekslerinin olusumunda, Dicer enzimi tarafindan yapilan
bu ayirma islemi bakimindan, miRNA olusumu ile benzerlik
vardir. Bundan sonraki asamada ise miRNA'da oldugu gibi
siRNA dubleksini olusturan iplikler ayrilir ve tek ipligi RISC’e
baglanarak rehber iplik olarak mRNA’ya baglanir. Burada hedef
olan mRNA’lar, viral mRNA’lar ve/veya genomik RNA’lardir.
RISC’in baglanmasiyla mRNA'da bolinme veya degradasyon
meydana gelir. Boylece viral replikasyon inhibe edilebilmektedir.
Bitkiler ve nematodlarda bu antiviral mekanizmaya ek olarak
bir ikinci siRNA etki dalgasi mevcuttur. Bunu da saglayan
Dicer agamasinin iki bolimlu olmasidir. Béylece iki defa Dicer
islemine giren dsRNA antiviral etki bakimindan da daha giigli
olur. Glinkli Dcr -1 enzimi daha kisa dsRNA’lari islerken, Dcr-
2 uzun dsRNA’lan isler, boylece mRNA degradasyonu igin
daha uyumlu sekansa sahip siRNA olusumu saglanir (Aoki ve
ark., 2007). insektlerde (6zellikle Drosofila) ise bu antiviral
etki artirma mekanizmasi bitki ve nematodlarla ayni sekilde
ilerlemez. insektlerde antiviral mekanizmanin artmasi virusla
enfekte hiicrelerden serbest kalan viral dsRNA’larin bu prosese
girisi ve yogunluguna baglidir, boylece effektif bir antiviral etki
artisi s6z konusu olabilmektedir (Saleh ve ark., 2009).

GlnUmuzde, IFN mekanizmasi yaninda memelilerde 6nemli
bir molekiler pasif immunizasyon sagladigi diistinilen RNAi
on plana ¢ikmaktadir. Maillard ve ark. (2013) ve Li ve ark.
(2013) bu konu hakkindaki arastirmalarina kadar, birgok
calismada memeli hicrelerinin kendi yapisinda bir RNAi
mekanizmasi meydana getiremedigi ve buna bagh olarak
siRNA'lar olusturamadigi goriist hakimdi. Bu dusiince ilk olarak
Pfeffer ve ark. (2005) yaptigi genis bir calismada ortaya atiimis,
deney hayvanlari kullanarak 9 farkli viral etkenle yapilan
enfeksiyonlarin higbirinde viral miRNA ya da siRNA olustugu
gorilmemistir. Bu calismayi destekleyen makalelerin birinde
ise (Tam ve ark., 2008) birgok virus ile enfekte edilen memeli
somatik hiicresindeki siRNA ekspresyonu izlenmis, ancak
herhangi bir virusa karsi olusan spesifik sSiRNA saptanamamistir.
Babiarz ve ark., (2008) in vitro ortamda fare oositlerinde ve



Kog ve Oguzoglu

Antiviral RNA interferenz (RNAi) ve CRISPR/Cas

432

embriyonik kok hiicrelerinde klonlanan endojen siRNA’larin, in
vivo olarak farelere verildiginde hiicrede Dicer prosesine girip
siRNA olusturdugu ortaya konulmustur. Maillard ve ark.,(2013)
ve Li ve ark., (2013)’'nin yaptigi ¢alismalarda ise memelilerde
intrinsik antiviral RNAi varligindan bahsedilmekte ve IFN
mekanizmasi ile etkilesimli ¢alishg oOne sirtlmektedir. Bu
calismalarda farelerden elde edilen farkhlagtiriimis embriyonik
kok hicreler (mESCs) Nodamuravirus (NoV) ile enfekte edilmis,
NoV tarafindan kodlanan B2 RNAIi supresér proteininin, vahsi
tip NoV (WT-NoV) gogalmasinda Dicer proteinini baskilamistir.
Deneyde; B2 geni knock-out yontemiyle tamamen susturulmus
NoVB2 ile etkinligi farkhlagtiriimis NovVmB2 ile WT-NoV antiviral
etkinligi bakimindan karsilagtirilmistir. Sonugta NoVB2 ve
NoVmB2 verilen 7 giinlik sit emen farelerde antiviral yanit
olarak RNAi olusurken IFN mekanizmasi ¢alismamistir ve bu
durum, antiviral RNAi mekanizmasinin bastan disinilmesine
yol agmistir. Arastiricilar, aslinda RNAi ve IFN temelli iki antiviral
mekanizma oldugunu ancak hangi durumlarda nasil kendi
aralarinda bir diizenleme yaptiklarinin halen soru isaretleri
barindirdigini belirtmektedirler. Li ve ark. (2013) da, FHV ve
NoV etkenlerine karsi verilen antiviral RNAi yanitinin; meyve
sinegi, nematod ve memelilerde benzer olmasina odaklanarak
memelilerde, antiviral RNAi varliginin olabilecegine dikkat
¢cekmigstir. Ayrica SRS proteinlerinin bitki ve omurgasizlardaki
gibi memelilerde olusu, pasif antiviral RNAi mekanizmasinin
varligini desteklemektedir.

2015 yilinda Avrupa Birligi 7. Cerceve Programinda desteklenen
onemli projelerden biri de RNAi mekanizmasinin memelilerde
antiviral olarak gorev yapip yapmadiginin tam olarak
kanitlanmasina yoneliktir (The interplay between innate
immunity and RNA interference in mammals, http://cordis.
europa.eu/project/rcn/188197_en.html).

Memelilerde antiviral RNA interferenz varligi halen net
olmamasina karsin, memeli hicrelerinde saptanan bazi
miRNA’larin antiviral immunitede gorev aldigi saptanmistir.
Ornegin; daha once kesfedilen ancak hiicredeki gorevi
bilinmeyen miR-29’un IL-21 uyarimina neden oldugu ve STAT-
3 yolagiyla interferon sistemini harekete gecirerek antiviral
immunite saglandigi saptanmistir (Adoro ve ark, 2015). miR-
132’nin antiviral immuniteyi regiile etmesinin yanisira, timor
proteinleri Gizerinde de supressor etki gosterdigi belirtilmistir
(Lagos ve ark., 2010).

Glinimiizde miRNAlarin gorevleri ve viruslarla olan iliskileri
halen arastirilmakta ve glncelligini korumaktadir. Arastiricilar
ekzojen siRNA ya da shRNA dizayni ile Viroloji alaninda birgok
virusun replikasyonunu engellemeye yo6nelik ¢alismalar
yapmistir.

Bazi viral hastaliklara karsi uygulanan Antiviral
RNAi Terapileri

in vitro ortamda RNAi mekanizmasindan faydalanarak,
kedilerde 6nemli enfeksiyonlardan olan ve Retroviruslar iginde
yer alan Feline Leukemi Virus (FelLV)'un etkinligi 6nlenmeye
calisiimistir (Ornelas ve ark., 2012). Calismada FelV gag genine
karsi eksprese olan shRNA (short hairpin RNA: kisa sag tokasi
RNA) denenmigtir. P27 proteinin inhibisyonu amaglanarak
virusun hicreye tutunma kabiliyetinin  engellemesine
galisiimistir. Nitekim bu ¢alismada dizayn edilen {i¢ shRNA'dan
biri, anti-p27 antikoru lretmis ve istenilen seviyede koruma
saglanabilecegini gdstermistir. Fakat klinik uygulamalar igin cok
erken oldugu ve basarinin sadece %20’ler civarinda oldugunu
hatirlatan arastiricilar, herseye ragmen FelV gen terapisinde
onemli bir yol alindigi kanaatindedir.

Kedilerde bir diger 6nemli enfeksiyon etkeni olan Feline
Herpesvirus 1’e ait glikoprotein D (gD)’ye karsi in vitro
sartlarda (Crandell-Rees Feline Kidney (CRFK)) dizayn
edilen 6 siRNA fraksiyonu denenmistir (Wilkes ve Kanja,
2009). gD proteini gC proteini ile birlikte herpesviruslarin
konakgi hiicre penetrasyonunda gorev yaparlar, yoklugunda
penetrasyon olusmadigindan enfeksiyon meydana gelmez.
Ayrica glikoprotein D yiksek antijenik 6zellik gostermesi ve
hemaglitinasyon 6zelligi olmasi bakimindan FHV-1'in enfektif
glicl icin dnemlidir. FHV-1 ile enfekte CRFK hicrelerine yapilan
transfeksiyon sonucu, 6 siRNA partikiilden 2’si yiiksek oranda
gD'’yi susturmus ve etkisini inhibe etmistir (Wilkes ve Kanja,
2009).

Sigirlarda 6nemli verim kayiplarina neden olabilen Bovine
Ephemeral Fever Virus (BEFV)a karsi da RNA interferenz
kullanilarak yapilan ¢alismada BEFV’in yapisinda bulunan ve
yuksek antijenik karakter gosteren glikoprotein G’ye karsi
arastiricilarin tasarladiklari 5 siRNA partikilinden 2’si ile bu
glikoproteinin in vitro ortamda susturulmasi basarilmistir
(Chuang ve ark., 2007). BHK-21(Baby Hamster Kidney -21)
hiicresinde BEFV'nun meydana getirdigi sitopatojenik etkiyi
azaltmis veya yok etmislerdir (Chuang ve ark., 2007). Arastiricilar
yeterli optimizasyon saglanabildiginde BEFV igin yeni bir asi
veya tedavi sekli gelistirilebilecegini vurgulamislardir.

Sap Hastaligl igin de gen susturma mekanizmasi kullanilarak
antiviral etki denenmistir. 7 serotipin 3D ve 2B1 bolgelerine karsi
2 adet siRNA dizayn edilmistir. Bu iki gen bolgesi sirasiyla, biri
yapisal proteini iken, digeri de viral replikasyondan sorumludur.
Plazmid bazl transfeksiyon ardindan BHK-21 hiicrelerinde
sitopatojenik etki azalmistir. Ayrica gegici olarak 48 saatlik
periyotta dizayn edilen siRNA’lar etkisini kaybetmemistir.
Yapilan titrasyon testiyle de kontrole gore daha dislik titrede
kaldig1 arastirmacilar tarafindan gortulmustir (Pengyan ve ark.,
2008).

Ulkemizde ve diinyada yaygin olarak goriilen ve sigirlarda
yuksek verim kaybina neden olan BVDV enfeksiyonuna karsi
da antiviral RNAi mekanizmasindan faydalanmak suretiyle
enfeksiyonun engellenmesi amaglanmistir.  Lambeth ve
ark. (2007) yaptgl calismada sitopatojen BVDV (cpBVDV)
susunun 5° UTR ile NP°, C, NS4B ve NS5A proteinlerini
kodlayan bdlgelerine hedefli siRNA/shRNA'lar tasarlayarak bu
enfeksiyonu in vitro ortamda inhibe etmeyi distinmislerdir.
Galigmanin sonunda deneme basinda tespit edilen DKID_ ile
siRNA/shRNA transfeksiyonu sonrasi degeri karsilastiriimis,
siRNA’lar ortalama DKID,, ‘vi 10 ila 25 kat oraninda azaltirken,
shRNA 6,5 ila 10 kat oraninda azalthg tespit edilmistir.

CRISPR (Clustered Regularly Interspaced Palin-
dromic Repeats)

CRISPR/Cas mekanizmasi son vyillarda ortaya ¢ikan bir
teknik olmasinin yaninda, gliniimizde en ¢ok kullanilan gen
diizenleme metotlarinin baginda gelmektedir. Bu sistemle
ilgili son 5 yildir yogun calisiimakla birlikte, gegmisi RNAi’nin
kesfi kadar eskidir. 1987 yilinda Japon bilim insani Yoshizumi
Ishino tarafindan Escherichia coli (E. coli) bakterisinde bu
mekanizmanin varligi ortaya konulmus, ancak gorevinin ne
oldugunu saptanamamistir. Palindromik tekrarlari fark eden
bir baska bilim insani Mojica ise, mekanizmanin bugiinki adini
biyoteknoloji literatlriine kazandirmistir (Lander, 2016).

CRISPR/Cas, prokaryotlarda ve arkealarda hiicreye giren
yabanci genomlarin taninarak kendi genomlari {zerinde
degisiklige mahal vermeden uzaklastiriimasi isleminin genel
adidir. Prokaryotlarin bu mekanizmayi en fazla viruslari ve fajlari
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uzaklastirmak igin kullaniyor olmasi, 6zellikle dikkat ¢cekmistir.
RNAi mekanizmasina benzeyen CRISPR isleminde amag;
protein sentezi baslamadan ©6nce herhangi bir istenmeyen
gen bolgesinin prokaryotik veya arkeatik genom yapisinda
barindirilmamasidir. CRISPR mekanizmasinda gorev alan temel
komponentler sunlardir (Barrangou ve ark., 2015):

Cas . .

(CRISPR-associated proteins) sgRNA (single guide RNA)

PAM

(Protospacer adjacent Tamir Kalibi (Repair

motifs) Template); HDR (homology

CrRNA (CRISPR RNA) direct repair) ya da NHEJ
(non-homologous end

tracrRNA joining)

(trans-activating RNA)

Bakteri ve arkea genomlarinin 6nemli bir kismini teskil
eden (Bakteride %45; Arkeada %85) CRISPR mekanizmasi;
prokaryotik ya da arkeatik genom lizerinde yer alan bosluklara,
bu mikroorganizmalari enfekte eden viruslarin, transposable
elementlerinin veya vyabanci genom Urlnlerinin  uygun
pargaciklar haline getirilerek entegre edilmesi ve daha sonra
taninabilen bu yabanci genomlarin gift zincir kirllmasi (Double
Strand Break) DSB olayini takiben DNA tamir mekanizmasiyla
s6zl gegen konakgl genomunun bitinligiinin korunmasinin
saglanmasidir (Grissa ve ark., 2007).

CRISPR mekanizmasi, Cas proteinlerinin farkhiligina, CRISPR
bélgelerinin gokluguna ve CRISPR/Cas sisteminin horizontal
transfer yogunluguna gére 3 sinifa ayrilmistir. Tip-1, -2 ve
-3 olarak siniflandirilan CRISPR sisteminde en 6ne ¢ikmis
ve antiviral olarak en ¢ok ¢alisan Tip-2 tirldir. Laboratuar
ortaminda dizayn edilen sgRNA’lar (single guide RNAs),
tracRNA ve crRNA’lar ile kombine edilerek ekzojen anlamda
CRISPR’I uyarmak igin plasmid ya da viral vektorle bakteriye
gonderilir. Ayni dogal bir virus veya faj enfeksiyonunda oldugu
gibi mekanizma bahsi gegen sgRNA'lari inerferenz islemine
hazirlar (Rath ve ark., 2015). Ekzojen olarak kimerik sgRNA ile
indiiklenen mekanizma “CRISPRi” adini alir.

Tuim CRISPR mekanizmalarinin isleyisinde 3 temel bolim
mevcuttur. Bunlar; elde etme (Acquisition), crRNA islemi
(crRNA processing) ve interferenz (Interference)dir. Tip-2
Gzerinden CRISPR isleyisinden bahsedecek olursak; bakteriye
giren yabanci genom (6r. Virus genomu) 6nce bosluklara uygun
ara genom pargcalari haline getirilir. Bu islemi bir nevi niikleaz
ve helikaz tluru enzimler olan Cas 1 (genoma entegrasyonu
saglayan integraz ozelligi de mevcuttur) ve Cas 2 tarafindan
gerceklestirir. Bu ilk asamaya Elde etme (acquisition) veya ara
parca kazanimi (spacer acquisition) denir. Bu ara parga crRNA
islemi sirasinda “Protospacer” adini almaktadir. Bunun nedeni
ise elde etme islemi sirasinda kesimin gelisiglizel bir sekilde
olmayip, ara pargacigin boyutlarini ve 6zelligini belirleyen 3-5
nikleotitlik PAM (protospacer adjacent motifs) bolgesine gore
kesim isleminin yapilmasidir (Rath ve ark., 2015).

Genoma yerlestirilen yabanci pargalar transkripsiyon sirasinda
tracrRNAlarin baglanmasi ile gift iplikgikli RNA halini alir. Cift
iplikgik yapisi Cas9 ve RNaz Ill enzimi ile ayrilarak tek iplikgik
RNA haline yani crRNA’lara dbisiir. interferenz meydana
getirecek olan crRNA’lar Cas proteinlerine bagli olarak hedef
gen bolgesinde degradasyon meydana getirir. Bu genelde gift
iplikcik yapisinin kirilmasi seklinde olur.

CRISPR interferenzi (CRISPRi) sonrasi genom DNA tamir
mekanizmasi ile diizenlenir ve yabanci genom tamamen
bertaraf edilir. DNA tamiri genelde 2 sekilde meydana gelir

ki bunlar: Homology Directed Repair (HDR) ya da Non-
Homologous End Joining (NHEJ) mekanizmalaridir. (Barrangou
ve ark., 2015).

Bakterilerde antiviral mekanizmasi oldugu bilinen CRISPR, RNAi
calismalarina benzer sekilde virusun Uremesini engelleyici
calismalar yapilmistir. Ancak hentiz veteriner viroloji anlaminda
yaygin bir ¢alisma mevcut olmayip, laboratuar ortaminda in
vitro ve in vivo olarak hayvan modellemeleri lizerinden bu
calismalar sirdirilmektedir. Bu mekanizma sadece antiviral
anlamda degil, kanser, genetik bozukluklar, otoimmin
hastaliklar gibi tedavisi kisith bir¢cok hastalik i¢in de denemeler
yapilmaktadir.

CRISPR tim biyoteknoloji alaninda uygulamasi giderek
yayginlagsa da halen en biyik uygulama alani viruslara karsi
micadeledir. Barrangou ve ark. (2007)‘nin yaptigi ¢alismada,
Kanada’da peynir Uretimi yapan bir firmanin kiltir olarak
kullandig1 bakterilerde (Streptococcus thermophilus), viruslara
karsi direng kazanmada CRISPR, mekanizmasinin oldukgca
gelismis oldugu saptanmistir.

RNAi ve CRISPR arasindaki temel farkhiliklar

Hem RNAi hem de CRISPR genomda diizenleme yapmamizi
saglayan ¢ok degerli genetik araglardir. Ancak bu iki genom
diizenleme metotunun bazi farkliliklari s6z konusudur.

Molekiiler sonug¢ agisindan: RNAi sadece susturum saglarken
(knock-down), CRISPR, istenmeyen genomun tamamen
uzaklagtirilmasini saglar (knock-out). Bu ylizden CRISPR daha
yuksek oranda DNA genomunda degisiklik meydana getirir.
Arastiricilar ekzojen karakterde olusturduklari sgRNA+dCas9
kompleksi ile  hedeflenmesi  CRISPRi  mekanizmasini
kullanmiglardir. Boylece RNAi'de ki gibi gegici, kismi ve
reverzibilite etki saglanmistir.

Etkinlik olarak; siRNA ile meydana getirilen interferenz 2-7
giin araliginda etkinlik gosterir. CRISPR'da ise etkinlik kalicidir.
Ancak glinimizdeki ilaglarin etkinliginin gegici oldugu goéz
onlinde bulundurulursa, genom dizenlemeye yonelik dizayn
edilecek yeni nesil ilaglarin etkinliginin de oncelikle gegici
olmasi arastiricilar tarafindan arzu edilmektedir. Clinkli genom
diizenleme ile yapilan tedavinin uzun dénemde yiiksek canhlar
Gzerinde nasil bir etki meydana getirecegi net degildir. Diger
yvandan, dizayn edilen sgRNA’lar, siRNA’larda oldugu gibi
hedef disi baglanmasi oldukga distktir. Clnkd sgRNA’lar
transkripsiyon sirasinda DNA’y1 hedefler ve translasyon sonrasi
hedeflenen basari oldukga ylksektir. siRNA'lar ise mRNA'y
hedefler, bu sirada hiicrede protein sentezinde gorev alan
endojen miRNA, non-coding RNA (nc-RNA)’larda interfere
edilebilir ve istenmeyen etkiler ortaya ¢ikabilir.

Uygulanabilirlik olarak ise; RNAi ginimiiz teknolojisiyle
CRISPR’a gbére hem maddi hem de is yiki anlaminda
daha avantajlidir. CRISPR, RNAi'de olan transfeksiyon ve
transdiksiyon olaylarinin yani sira, verifikasyon ve agihm
adimlarini da icermektedir. Zaman anlaminda da daha fazla
vakit alan bir uygulamadir. Bu farkhliklar, RNAi ve CRISPRi’nin
se¢iminde arastiricinin hedefini baz almasi esasini ortaya
¢ikarmaktadir.

Sonug

Hem RNAi hemde CRISPR gen ifadesinin spesifik ve gli¢li bir
sekilde susturulmasi igin farkh hiicre tirlerinde bulunan ve
evrimsel olarak muhafaza edilmis en 6nemli gen regiilasyon
mekanizmalaridir.  Yakin zamanda tanimlanmis olmalarina
ragmen biyoteknoloji ve tip alaninda oldukga genis bir arastirma
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alani bulmuslardir. RNAi ve CRISPR mekanizmalarinin en ¢ok
uygulandig ve ilerde uygulanacagi alanlar oldukga fazladir ki
bunlar; kanser biyolojisi ve tedavisi, yeni nesil antivirallerin
gelistirilmesi, norolojik hastaliklara karsi tedavi segenekleri
sunulmasi, gen regtilasyon bozukluklarinin tedavisi ve ziraatte
zararlilar ile miicadele, yeni nesil pestisit, insektisit gelistirilmesi
olarak sayilabilmektedir.

RNAIi'nin kesfi tarihsel agidan daha eski olmasindan 6tiirti daha
cok calisilmis ve birgcok veri elde edilerek nasil bir yol izlenmesi
gerektigi bilinci daha ylksektir. CRISPR ise ¢ok yeni kullanilan
bir mekanizma olmasina karsin RNAi’den kazanilan tecriibelerle
daha hizliilerlemeler kaydedecegi asikardir. Yakin gelecekte, bu
iki mekanizma ile arastiricilar viruslar basta olmak lizere birgok
patojene ve hastalik etkenine karsi daha etkin biyolojik silahlara
sahip olacaklardir.
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