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DERLEME

RNA Temelli Terapotik Yaklasimlar

Ismail KORKMAZ, Serdal ARSLAN

Mersin Universitesi T1p Fakiiltesi, Tibbi Biyoloji Anabilim Dali, Mersin, Tiirkiye.

OZET

RNA temelli terapétikler, RNA molekiillerinin hiicresel siire¢lerdeki etki mekanizmalarinin aydinlatilmas: ve gelisen teknoloji ile oldukga
yiiksek potansiyele sahip terapdtik stratejileri olusturmaktadir. Bu stratejiler, birgok hastaligin mekanizmasi, patofizyolojik siiregleri, teshisi,
tedavisi ve hastaligin Onlenmesi konusunda yeni alternatifler sunmaktadir. Ayrica daha once ‘hedeflenemez’’ olarak bilinen birgok
patofizyolojik yollara yeni kapilar agmaktadir. RNA bazl terapétiklerin sagladigr cesitli molekiiler bazli ajanlar sayesinde tedavisi yeterli
diizeyde olmayan hastaliklara umut verici yeni tedavi yontemleri gelistirlebilecektir. Giiniimiizde bilinen 16 adet FDA onayli RNA terapotik
ilag klinikte kullanilmaktadir. Bunun yaninda ¢ok sayida RNA terap6tigi gelistirilme asamasindadir ve bu durum yakin gelecekte birgok
hastalik igin yeni tedavi yontemlerine kapi agacaktir. Bu derleme makalesinde halihazirda kullanilan RNA terapétik stratejilerinin
mekanizmasi, sentezlenmesi, paketlenmesi, hedefe iletimi gibi konular arastinilmistir ve bunun yaninda aday terapétik stratejilere de
deginilmistir.

Anahtar Kelimeler: ASO. Oligoniikleotid. RNA. SiRNA. Terapotik.

RNA-Based Therapeutic Approaches

ABSTRACT

RNA-based therapeutics constitute therapeutic strategies with very high potential, thanks to the elucidation of the mechanisms of action of
RNA molecules in cellular processes and developing technology. These strategies offer new alternatives regarding the mechanisms,
pathophysiological processes, diagnosis, treatment and prevention of many diseases. It also opens new doors to many pathophysiological
pathways previously known as "untargetable". Thanks to the various molecular-based agents provided by RNA-based therapeutics,
promising new treatment methods can be developed for diseases for which treatment is inadequate. Today, 16 known FDA-approved RNA
therapeutic drugs are used in clinics. In addition, many RNA therapeutics are under development, which will open the door to new treatment
methods for many diseases in the near future. In this review article, topics such as the mechanism, synthesis, packaging, and target delivery
of currently used RNA therapeutic strategies are investigated, and candidate therapeutic strategies are also mentioned.

Keywords: ASO. Oligonucleotide. RNA. SiRNA. Therapeutic.

insan genomunun en az %75’i RNA’lara kopyalanir.'
RNA’lar ¢ok ¢esitlidir ve karmasik bir¢ok
fonksiyonlart vardir. Bu RNA’lar {ii¢ kategoride
siiflandirilirlar (Tablo I). (I) Protein sentezinde gérev
alan RNA’lar. (II) Diizenleyici RNA’lar, (III)
Parazitik RNA’lar. Bazi RNA’lar ise birden fazla
kategoride yer alabilir; ¢linkii tanimlandiklar1 siniftan
bagka bir smifta da istlendikleri roller oldugu
gémlmﬁstﬁr.2’3 Bircok  kodlamayan =~ RNA’nin
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(ncRNA) kesin rolleri hala tam olarak bilinmemekte
ve aktif olarak arastirilmaktadir.’ Bu ncRNA’larin
islevselliklerinin gesitli tiirleri, biiyiik dlclide her iki
etkilesim ortaginin dizisi ve yapisal Ozellikleri
tarafindan belirlenen makromolekiillerle
etkilesimlerine bagldir.’

RNA biyolojisi gelisen teknolojiyle birlikte Snemli
diizeyde ilerleme gostermistir ve hala gostermektedir.
RNA biyolojisinin bu gelisimi, RNA’nin kimyasal ve
biyolojik alanlardaki Onemini gostermis ve tipta
devrim yaratmustir. Tarih boyunca bu bilimsel kesifler
icin ¢ok sayida Nobel odiilii arastirmacilara
verilmistir.*"* RNA biyolojisinde yasanan devrim,
beklenmedik fonksiyonlara, yeni RNA modifikasyon
tiplerine, beklenmedik sayida alternatif transkriptlere,
ekstragenik bolgelerin yaygin transkripsiyonuna ve
patofizyolojik stireclerde onemli rollere sahip yeni
RNA smiflarinin tamimlanmasiyla doruk noktasina
ulagsmustir. Bu yeni RNA’larin islevini taklit eden veya
antagonize eden yeni terapotik stratejiler Onemli
olciide artmaktadir.'” Yakin tarihte kesfedilen ve
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oldukca ilgi c¢eken ncRNA’larin tanimlanmasi,
karakterize edilmesi ve mekanizmalarinin
aydinlatilmasi ile ¢ok egsiz fonksiyonlara sahip
olduklar1 anlasgilmaktadir (Tablo I)."* ncRNA’larin ve
ozelliklede uzun kodlamayan RNA (IncRNA) ve
dairesel RNA’larin (circRNA) ortaya ¢ikardigi
zenginlik, RNA bazl ilaglar i¢in yeni bir molekiiler
arag rezervuari saglamaktadir.

Son yillarda yeni tiir terapotikler iiretmek i¢in RNA
tabanli stratejilerde yeni bir cag yasanmaktadir. Bu
dogrultuda RNA terapotikleri, genis bir hastalik
yelpazesini onlemek veya tedavi etmek icin yeni ve
hizla gelisen bir ilag smifidir.'” Ayrica genomdaki ilag
verilebilir hedeflerin araligin1 genisletmektedir. RNA
yolaklarim1 terapdtik olarak kullanma girisimleri
giiniimiizde hizla artmakta ve daha Once
“‘hedeflenemez’” ya da ‘‘ulasilamaz’’ olarak kabul
edilen yollara yeni kapilar agmaktadir.'*'® Yeni etkili
terapotiklerin gelistirilmesi, bu karsilanmamis biiytik
ihtiyac1 karsilamay1 vaat etmektedir.'® Bunun yaminda
RNA terapétiklerinin en biiyiik avantajlarindan birisi
ise DNA terapotikleri gibi niikleer membrandan
gecmek ve konak genomuna entegre olma riski
bulundurmamasidir."

RNA  terapdtikleri  genellikle 2 kategoride
siniflandirilmaktadir.  Bunlar genleri veya gen
ekspresyonunu manipiile ederek, bir mRNA’nin
hiicrelere istenilen proteinleri iiretmesi icin verildigi
“mRNA terapileri’’ ve hastaliklarin patofizyolojik
sireclerinde rol oynayan hiicresel RNA’lari,
proteinleri veya cesitli makromolekiilleri diizenlemek
icin hedefe giidiimli sentetik niikleik asitlerin
kullanildig ‘Oligoniikleotid terapileri’*dir.*

mRNA Terapotikleri

mRNA, sablon olarak genomik DNA kullanarak,
RNA polimeraz II tarafindan kopyalanan ve
proteinleri kodlamaya hizmet eden bir RNA’dir.*'*
DNA’dan proteine bilgi akisinda tasiyici gorevi goren
santral dogmanin orta kisminda yer alir.”> mRNA’lar
tipik olarak ~2 kb uzunlugundadir ve karakteristik
olarak 5’CAP, 5’UTR, kodlama bolgesi, 3’UTR ve
poly (A) kuyruk igerir. (24) mRNA’nin bir ilag olarak
kullanilmasinin arkasindaki kavram, belirli bir hastalik
durumunu Onleme veya degistirme amact igin
tanimlanmis bir genetik mesajin  bir hastanin
hiicrelerine aktarilmasidir. mRNA terapileri bilinen bir
genetik Dbilesene sahip hastaliklarin  tedavisi igin
miikemmel adaylardir. Geleneksel olarak mRNA’lar
belirli bir proteinin ekspresyonundaki eksiklikten
kaynakli  hastaliklara replasman tedavisi icin
kullanilmistir.”> Terapotik uygulamalar icin sentetik
mRNA, 1990 yilinda in vivo olarak fare kas dokusuna
dogrudan enjeksiyon ile uygulanmistir ve ilgili dokuda
eksprese edilebildigi ilk kez gosterilmistir.’® Bunun
ardindan mRNA terapotik uygulamalari  hem
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akademiden hem de endistriden biyik ilgi
gormektedir.”®  Giiniimiizdeki mRNA uygulamalart
enfeksiyon hastaliklart i¢in gelistirilen asilara, kanser
immiinoterapisine, genetik miithendisligine, protein
replasman tedavilerine ve mRNA tabanli gen
diizenlemeye kadar genisletilmistir.”*">*  Gelisen
teknolojiyle beraber mRNA terapdtiklerinin  RNA
kararsizligl, yiiksek immiinojenite, hedefli teslimat
gibi karsilastigi zorluklar azaltila bilmektedir ve bu
sayede mRNA terapétikleri son yillarda oldukga ivme
kazanmaktadir. Giiniimiizde az da olsa etkisi devam
eden COVID-19 pandemisinde milyarlarca doz
uygulanan lipid nanopartikiil (LNP) teknolojisi ile
hedefe gonderilen mRNA asilart  giivenilirligini
ispatlayarak insanliga biiyiikk fayda saglamistir. Su
anda ABD Gida ve Ila¢ Dairesi (FDA) onayh iki
mRNA asis1 bulunmaktadir bu asilar Pfizer ve
BioNTech 1is birligiyle iiretilen BNT162b2 ve
Moderna tarafindan iiretilen mRNA-1273 agisidir.”>°

In Vitro Transkript mRNA (IVT mRNA) okaryotik
hiicrelerin sitoplazmasinda dogal olarak olusan olgun
ve islenmis mRNA’ya yapisal olarak benzeyecek
sekilde tasarlanmaktadir. TVT mRNA tek sarmallidir,
5’CAP ve 3’Poly (A) kuyruga sahiptir. Ilgili proteini
kodlayan agik okuma c¢ercevesi (ORF), start ve stop
kodonlar1 tarafindan isaretlenir ve UTR Dbdlgeleri
tarafindan kusatilir.’” IVT mRNA, dogrusallastirilmis
bir plazmit veya bir PCR iiriinii gibi bir DNA
sablonundan in vitro transkripsiyon yoluyla hiicresiz
bir sistemde sentezlenir. 5’CAP hari¢, bu DNA
sablonu, islevsel bir mRNA’nin tiim yapisal dgelerini
kodlar. In vitro transkripsiyon, niikleotitlerin
varliginda T7 veya SP6 RNA polimeraz ile
gergeklestirilir ve ardindan mRNA, enzimatik olarak
CAPlenir. Sablon DNA daha sonra DNazlar
tarafindan pargalanir ve mRNA’lar izole edilir. Bu
islem icin gelencksel olarak kullanillan mRNA
izolasyon yontemleri kullamlabilir.***7*

Cekirdekte iretilen ve niikleer transfer yoluyla
sitoplazmaya giren dogal mRNA’min aksine, IVT
mRNAnin hiicre dig1 matriksten sitoplazmaya girmesi
gerekir. IVT mRNA’nin hiicrelere in vitro veya in
vivo iletilmesinden bagimsiz olarak, sitoplazmik
biyoyararlanimini iki temel faktor belirler. Biri, hiicre
dist matrikste olduk¢a bol miktarda ve aktif olarak
bulunan RNazlar tarafindan hizli degradasyondur.
Digeri, negatif yiikli biiyiik mRNA molekiiliiniin
sitoplazmaya pasif difiizyonunu engelleyen hiicre
membranidir. Prensip olarak, dkaryotik hiicreler aktif
olarak c¢iplak mRNA’y1 fagosite etme yetenegine
sahiptir. Bununla birlikte, cogu hiicre tipinde alim hiz1
ve sitoplazmik transfer minimumdur. Hiicrelerin
transfeksiyonu, IVT mRNA’y1, ve mRNA’y1 RNazlar
tarafindan bozunmaya kars1 koruyan ve ayni zamanda
hiicresel alimi i¢in kolaylastiricilar olarak islev goren
kompleks olusturucu maddelerle formiile ederek
gelistirilebilir. IVT mRNA sitoplazmaya girdikten
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sonra, farmakolojisi, dogal mRNA nin stabilitesini ve
translasyonunu diizenleyen ayni karmagsik hiicresel
mekanizmalar tarafindan yonetilir. IVT mRNA’dan
iiretilen protein iriind, post-translasyonel
modifikasyona ugrar ve bu protein, terapotik biyoaktif
bilesiktir. Hem IVT mRNA sablonunun hem de

protein {iriiniinlin  yar1 Omiirleri, mRNA bazl
terapotiklerin farmakokinetiginin kritik
belirleyicileridir. Kodlanmig protein firetildikten
sonra, gidecegi yer sinyal peptitleri tarafindan

belirlenir. Bunlar ya dogal protein sekansina 6zgii
olabilir ya da proteini konak¢1 hiicre i¢indeki istenen
hiicre bdlmesine ydnlendirmek igin rekombinant
olarak tasarlanabilir (Sekil 1).”’

Terapotik Ajan Yiiklu

Lipid Nanopartikiil ¢ Endositoz

le Endozomdan gikig

!

mRNA
5 @@WLLLLLLLRL L L LR AYAYAY --- 3

Translasyol nl

2T

y

Ribozon:ljﬁ

Protein

Protein Replasma'j Sitoplazma
Antijen

Sekil 1:
Endositoz yoluyla hiicreye girdikten sonra terapétik
mRNA'min etki mekanizmasi (Biorender kullanilarak
tasarlanmigtir).

Oligoniikleotid Bazl Terapotikler

Bu kategori, dogrudan etkilesim yoluyla bir hedefi
susturabilen, bloke edebilen veya baskilayabilen, in
vitro {iretilmis tek veya ¢ift sarmalli oligoniikleotitleri
icermektedir. Oligoniikleotid terapétikleri ilk olarak
1978°’de Zamecnik ve Stephenson, civciv embriyo
fibroblastlarinda Rous sarkoma viriisiiniin {iretimini
engellemek i¢cin  bir antisens oligoniikleotid
kullamimiyla ortaya ¢ikt1.”® Ardindan yirmi yil sonra,
ilk oligontikleotit ajan, FDA tarafindan
sitomegaloviriisiin neden oldugu korioretiniti tedavi
etmek icin onaylandi.*

Oligoniikleotitlerin terapdtik potansiyeli, stabiliteleri,
dagitimlari, hizli bozunmalar1 ve immiinojeniklikleri
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ile ilgili dezavantajlar gelisen teknolojiyle birlikte

azalmaya baslad.”! Bununla birlikte,
oligoniikleotidlerin omurga yapilarina kimyasal
modifikasyonlarin eklenmesi, oligoniikleotit

terapétiklerin etkisini iyilestirmistir.*** Son yillarda,
RNA interferans (RNAi) yolagimin kesfedilmesiyle,
hiicrede bu mekanizmay1 taklit eden molekiiller, ile
ilgili ¢alismalarda istikrarli bir artis olmustur. Bu
duruma ek olarak RNA aptamerlerini kullanan
terapotiklerde oldukga yiiksek bir terapotik potansiyel
tagimakatdir. RNA aptamerleri, hedeflerine yonelik ii¢
boyutlu afiniteleri ve 6zgiilliikleri nedeniyle sinirsiz
olanaklar saglayabilen Onemli bir oligoniikleotid
terapétik simifini olusturmaktadir.**¢

Antisens Oligoniikleotid Terapétikler (ASO)

Antisens Oligoniikleotid Terapotikler (ASO); kisa, tek
sarmall1, tipik olarak 8-50 niikleotit uzunlugunda,
sentetik RNA (veya DNA) oligoniikleotidleridir. Bu
oligoniikleotidler tamamlayict Watson-Crick baz
eslesmesi yoluyla, hedef mRNA, pre-mRNA veya
ncRNA’lara baglanirlar. Hedeflerine baglandiktan
sonra ¢ogunlukla endoniikleaz aracili transkript
yikimma ve sonug olarak transkript seviyelerinin
azalmasma yol acarak islev yapmaktadirlar.***’ Bu
terapdtiklerin hiicredeki etki mekanizmalari gesitlidir
ve bu mekanizmalar bes kategoride smiflandirilir
(Sekil 2). (I) DNA tabanlt ASO’lar, bir RNA hedefine
baglanarak DNA:RNA hibriti olusturur. Bu hibrit yap1
RNaz H tarafindan substrat olarak is goriir ve bu
hibritin degradasyona ugratilmasim saglarlar. (II)
ASO’lar, ribozomal alt birimlerin birlesmesini bloke
eden acik okuma gercevesinin (ORF), AUG baslangic
bolgesine baglanan mRNA hedeflerinin
translasyonunu  durdurur. (II) RNA baglayici
proteinlere sterik olarak miidahale ederek translasyonu
diizenler. (IV) Pre-mRNA’nin splays bdlgelerindeki
ekzonik veya intronik sekanslara baglanarak belirli bir
ekzonun yok sayilmasina, atlanmasina veya dabhil
edilmesine yol agarak pre-mRNA splaysii diizenler.
(V) 5’UTR bolgesinde bulunan uORF dizisine
baglanarak, bu uORF’nin asag1 yonlii (negatif)
akisinda  bulunan, ana  ORF’nin  etkinligini
destekleyerek translasyonu artirabilir, **4¢4%4°

Bugiine kadar, timii nadir hastaliklar1 tedavi eden,
ticari kullanim igin onaylanmis dokuz ASO bazli

terapdtik ilag vardir. Bununla birlikte, su anda
gelistirilmekte  olan  ASO’lar, diger yaygin
hastaliklarin ~ tedavisine ydnelik uygulamalarinin
gelecek  potansiyelini  gostermektedir.  Antisens

teknolojisindeki ilerlemeler, ASO bazli ilaglar1 ¢ok
yonli ve giivenli bir terapdtik yaklagim olarak
gostermigtir. Yaygin hastaliklar1 tedavi eden ¢ok
sayida ASO adayi, yakin gelecekte anlamli sonuglar
vermesi beklenen klinik gelistirme asamasindadir."
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Terapotik ASO nun hedef hiicredeki etki mekanizmast:
L durumda ASO, mRNA molekiiliine hedef olarak
baglanwr ve tasarlanma sekline bagh olarak 3 farkli
aktivite gosterebilir. 1. durumda pre-mRNA'ya hedef
olarak baglanan ASO'nun splays modiilasyonu
tizerindeki etkileri gosterilmistir. IIl. Durumda ise
ASO, hedef olarak miRNA'va baglanir ve miRNA'nin
aktivasyonunu bloke eder (Biorender kullanilarak
tasarlanmigtir).

SIRNA Terapdtikleri

siRNA’lar, 3° wuglarinda asimetrik 2 niikleotit
sarkintilart  iceren ve  dogrudan  hiicrelerin
sitoplazmasina girebilen kisa, ¢ift sarmalli, sentetik,
20-25 niikleotid duplekslerdir. Ciplak siRNA’lar
negatif bir yiik tutarlar ve bu nedenle siRNA’larin
hiicre zarindan verimli bir seckilde iletilmesi,
lipozomlar gibi dagitim araglarinda kapsiillemeyi veya
hiicre ylizeyi reseptorlerine baglanan ve bunlarin
alimini artiran ligandlara oligoniikleotit dupleksinin
konjugasyonunu gerel<tirir.50’5 " siRNAlar, bir hiicresel
savunma mekanizmasi olan RNAi gen susturma
yolagindan yararlanan RNA oligoniikleotitleridir.”> Bu
RNA’lar, endojen, uzun, c¢ift zincirli RNA’lardan
(dsRNA), bir endoriboniikleaz Dicer enzimi tarafindan
kesilerek iiretilir. siRNA hiicre igine girdikten sonra,
siRNA kaynaklt susturma kompleksini (siRISC)
olusturmak i¢in endoniikleaz Argonaute (AGO) ile
birlegsir. Daha sonra sens iplik¢ik (yolcu) serbest
birakilir ve antisens iplik¢ik (kilavuz) RISC’e
yiiklenir. Kilavuz sarmalin rehberliginde, RISC aktive
edilir ve hedef mRNA’ya tamamen baz eslenmesi ile
baglanarak hedefin degradasyonuna yol acar,
dolayistyla gen ekspresyonu inhibe olur ve gen
susturulur (Sekil 3).*

siRNA’nin hedefine baglanmasi olduk¢a segicidir ve
tek bir niikleotid ile farklilik gosteren diziler arasinda
bile ayrim yapabilir.” Baglanmadaki bu o&zgiilliik,
siRNA’y1 uygun terapotik araglar haline getirmistir.

Ayrica RISC ve kilavuz siRNA, geri doniistiiriilebilir
ve bu nedenle bir siRNA molekiilii, cok sayida mRNA
molekiiliinin degradasyonunu saglayabilir bu da
yiiksek verimli gen susturma ile sonuglamir.**®

Insanlarda ve diger memelilerde RNAi yolag: dogal
olarak bulunmamaktadir. Endojen olarak eksprese
edilen insan AGO proteinleri dogal olarak miRNA
molekiillerine baglanarak gen diizenlemesinde temel
islevleri olan RISC’i olusturur. Bu sebeple RNAi ve
miRNA yolaklari AGO proteinini paylagmak
durumunda kalir. Bu durum tiim siRNA ilaglarinin bir
sinirlamasi olmustur. Ciinkii; siRNA ilaglari, AGO
proteinine baglanirken, miRNA’larla rekabet eder ve
RISC mekanizmasinin  kullanilmasi, halihazirda
kullanilan diizenleyici islevleri engelleyebilmektedir.
Bu sebeple siRNA terapdtiklerinin konsantrasyonunun
dikkatli bir sekilde optimize edilmesi sarttir.”*’ Bu
riske ragmen, RNAi yolag:i insanlarda basarili bir
sekilde indiiklenebilir. Giiniimiizde yaklagik yirmi
siRNA bazl terapotik ilag gelistirilmektedir ve klinik
deney asamalarma ulasmislardir.™ siRNA  bazh
terapotiklerin, gen ekspresyonunu diizenlemek ve
enfeksiyonlar1 tedavi etme potansiyeli, ilag gelistirme
hattindaki ¢ogu, enflamatuar bozukluklar, kanserler ve
noropatiler dahil olmak iizere ¢ok ¢esitli hastaliklar
icin patolojiye neden olan genleri ve gen varyantlari
hedefler.”*

ShRNA Terapdétikleri

shRNA’lar, bir sa¢ tokast yapisi olusturmak i¢in 7-9
niikleotidlik kiigiik bir eslesmemis halka ile ayrilan,
bir dizi tamamlayict eslesmis 19-22 niikleotid
dizisinden olusur. Tipik olarak, transfeksiyon veya
viral transdiiksiyon yoluyla hedef hiicrelerin
¢ekirdegine dahil edilmis bir plazmit vektoriinden
tasarlanmis promotorlerin kontrolii altinda
kopyalanirlar. shRNA, yukarida kisaca aciklandigi
gibi hiicresel RNA-i mekanizmasi tarafindan islenerek
hedef RNA degradasyonu i¢in kilavuz ipligi AGO’ya
ekler. Ardindan olusan RISC kompleksi ile hedef
RNA’nim degradasyonu gergeklesir (Sekil 3).5061

Bir plazmid yapisi iizerinde iletilen shRNA, gift
sarmalli DNA’nin hiicresel degradasyona karsi1 daha
biiyliik direnci nedeniyle, dnemli &lgiide daha uzun
sireli RNA-i avantaji sunar. Cesitli modaliteler
kullanilarak  hedef hiicrelerine iletilen shRNA
vektorleri, ¢ekirdekte epizomlar olarak stabil bir
sekilde bulunur ve terapdtik RNA-i dizisinin siirekli
bir kaynaginm saglar. Bu, bireyin yagami boyunca bir
mutant transkriptin  siirekli olarak azaltilmasini
gerektiren hastaliklar icin 6zellikle 6nemlidir. Ustelik,
shRNA bazli RNA-i terapotiklerinin ek bir avantaji,
hiicre tipine 6zgili promotorlar kullanarak shRNA’nin
ekspresyonunu yonlendirerek gen hedefini yalnizca
hastalikla ilgili hiicre tiplerinde segici olarak azaltma
yetenegidir.®' Hiicre tipine 6zgii ifade, ayni zamanda,
daha diisiik seviyelerde shRNA kullanilarak hedef
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transkriptlerin etkili bir sekilde pargalanmasina izin
verebilir. Bu, yiiksek oranda ifade edilen terapotik
shRNA’lar ve endojen miRNA’lar arasindaki RNA-i
hiicresel  mekanizmasinin ~ kullanimina  yonelik

rekabetten kaynaklandig1 varsayilan hiicresel toksisite
52,60

olasiligini azaltabilir.
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Sekil 3:
SiRNA ve shRNA terapotiklerinin etki mekanizmalart
(Biorender kullanilarak tasarlanmigtir).

miRNA Terapdétikleri

miRNA’lar, gen diizenleyiciler olarak islev goren,
yiiksek oranda korunmus, kiigiik, 17-25 niikleotidlik,
tek sarmallt ncRNA’lardir. miRNA biyogenezi dort
asamada gerceklesir. Birincisi, RNA polimeraz II ve
Il tarafindan pri-miRNA’nin iiretilmesidir. ikincisi,
iretilen bu pri-miRNA’larin  niikleer riboniikleaz
Drosha ve DGCR8 tarafindan  pre-miRNA
islenmesidir. Uciinciisii, pre-miRNA’larm Exportin 5
ve Ran-GTPaz ile c¢ekirdekten sitoplazmaya
transferidir. Dordiinciisii ise sitoplazmaya ¢ikan pre-
miRNA’larin Dicer endoniikleazi tarafindan kesilip,
cift sarmalli bir miRNA’ya doniismesi ile gerceklesir.
Endojen olarak olusan miRNA’lar, mRNA’larin
3’UTR’sine baglanir ve bunlarin proteine ¢evrilmesini
onleyerek aktivite gosterir.”

miRNA’nin terapotik uygulamalar icin iki yaklasim
vardir: (Sekil 4) miRNA inhibisyonu ve miRNA
replasmani. miRNA inhibisyonu, hedef miRNA’nin
aktif sarmalina tamamlayici hale getirilen sentetik tek

322

i. Korkmaz ve S. Arslan

sarmalli RNA analoglarini kullanir ve yapisal olarak
antisens oligoniikleotidlere benzer olan endojen
miRNA’lar1 inhibe etmek i¢in miRNA antagonistleri
(anti-miR’ler veya antagomiR’ler) olarak islev goriir.
Ikinci yaklasim ise, hedef miRNA’larin islevini taklit
etmek i¢in sentetik miRNA’lar (miRNA mimikleri)
kullanir ve mRNA inhibisyonuna neden olur.'*>
siRNA ve miRNA anlamli gen susturma araglaridir.
siRNA ve miRNA terapétikleri arasindaki en 6nemli
fark, etki mekanizmalaridir. siRNA’lar hedeflerini
susturmak icin tam  komplementer  baglanr,
hedeflerine ozgilliigii yiiksektir. Buna karsilik,
miRNA’larin hiicrede bircok hedefi olabilir. Bir
miRNA vyiizlerce veya binlerce geni diizenleyebilir.
Bu nedenle, belirli bir geni diizenlemek icin dogru
miRNA’y1 belirlemek zordur ve beklenmedik yan
etkilere neden olabilir."* Bunun yaninda ise miRNA
tabanli terapdtiklerin kullaniminin iki avantaji vardir.
Birincisi, miRNA’lar sentetik ASO’larin aksine insan
hiicrelerinde dogal olarak bulunan molekiillerdir ve bu
nedenle islenmesi ve hedef se¢imi i¢in tiim
mekanizmalara sahiptir. ikinci olarak, miRNA’lar bir
yol i¢inde birden fazla geni hedefleyerek hareket eder,
boylece daha genis ama spesifik bir tepkiye neden
olabilirler.”**

miRNA

- e Sitoplazma
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Sekil 4:
miRNA terapdtiklerinin hedef iizerindeki etki
mekanizmalari. 1. durumda terapétik miRNA, endojen
miRNA'ya baglanir ve onu bloke eder. II. durumda
terapotik miRNA, RISC'e baglanir ve hedef mRNA 'yi
degrade eder. Il1. durumda ise terapétik miRNA, eksik
baz eslesmesi ile mRNA'ya baglanabilir ve onu
baskilayabilir (Biorender kullanilarak tasarlanmustir).



RNA Terapotikler

Dogal olarak olusan miRNA’larin kullanimi veya
hedeflenmesi, mevcut RNA bazli terapilere umut
verici bir alternatif olusturabilir ve yalmizca tek bir
hedef geni etkileyen sentetik siRNA’lar veya
ASO’lara kiyasla terapotik etkileri potansiyel olarak
artirabilir. Bugiine kadar, klinik denemeler altinda
olan birka¢ miRNA terapétigi vardir. Ancak bilindigi
kadartyla higbiri faz 3 deneylerine girememistir.
siRNA ve miRNA terapdtikleri gibi RNA-i tabanl
terapiler, silirekli gelisen bir alandadir ve bir¢ok
hastalik i¢in biiyiik terapétik umut vaat etmektedir.'*%

saRNA Terapotikler

saRNA’lar, her iki ugta iki niikleotit sarkintisina sahip
olan 21 niikleotitlik, ¢ift sarmalli, ncRNA’dir.
saRNA’lar hiicre igine girdikten sonra ilk olarak,
passenger (yolcu) ipligin ayrildigt AGO2 proteinine
yiiklenir. Daha sonra saRNA-AGO2 kompleksi
cekirdege girer ve transkripsiyonu artirmak igin
genlerin promotdr bolgelerine baglanarak aktivite
gosterir.?

saRNA, RNAi mekanizmasina benzeyen RNA
aktivasyonu (RNAa) mekanizmasini kullanir. RNAa,
RNA kaynakli transkripsiyonel aktivasyon (RITA)
kompleksini olusturmak i¢in saRNA’larm  AGO2
proteinine yiiklenmesi ile olusur. RITA kompleksi
transkripsiyon baglangicint  ve iiretken uzamay1
tetiklemek i¢cin RNA Polimeraz II ile etkilesime giren
RNA helikaz A ve RNA Polimeraz liskili Protein
CTR9’dan olusur. RNAa, molekiiler kinetigi, genom
hedefleme yetenekleri ve c¢ekirdekte hedef gen
transkripsiyon uzamasinin aktivasyonu bakimindan
farklidir. RNAa’nin kesfi ve saRNA’nin rolii, segici
gen aktivasyonu arastirmalarina yeni bakis acilari
sunmaktadir (Sekil 5). Ayrica saRNA, bastirilmig
transkripsiyonel veya translasyonel aktiviteye sahip
hastaliklarda gen ekspresyonunu upregiile etmek icin
yeni bir terapétik stratejidir.*

Diisiik immiinojeniklik ve spesifik gen transkripsiyon
aktivasyonu dahil olmak iizere terapdtik olarak
saRNA’lar1 gelistirmenin ¢esitli avantajlart vardir;
bununla birlikte, RNaz bozulma hassasiyeti ve hedef
dis1 etkiler gibi dezavantajlari da kritik zorluklardir.'

RNA Aptamerleri

Aptamerler, kompleks yapilar olusturan, proteinleri
baglayabilen ve ¢oklu protein komplekslerini bozma
veya fonksiyonlarini inhibe etme kapasitesine sahiptir.
Hem DNA hem de RNA’dan olusabilen kisa, 25-80
niikleotidlik, tek sarmalli oligoniikleotitlerdir.*
Aptamerler: Genellikle nanomolar veya subnanomolar
aralikta molekiiler ligandlara yiiksek afiniteli
baglanma i¢in se¢im avantajindan yararlanir. Niikleik
asit antikorlar1 olarak diigiiniilebilirler ve geleneksel
protein antikorlarinin bir¢ok avantajma sahiptirler. Tki
islevli hedefleme i¢in baglantili ve diger RNA’lara,
kiigiitk molekiillii ilaglara, toksinlere veya peptitlere
konjuge edilmis agonistler veya antagonistler
olabilirler."
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Sekil 5:
Hedef hiicrelerde saRNA terapdtiklerinin etki
mekanizmast (Biorender kullanilarak tasarlanmistir).

Gekirdek

RNA aptamerleri, {i¢ boyutlu yapisi sayesinde
hedeflerine uygun bir etkilesim yoluyla baglanarak
aktivite gosterirler (Sekil 6). DNA aptamerleri ile
kargilastirildiginda, RNA aptamerleri daha gesitli
yapilara katlanarak proteinler, niikleotidler, peptidler,
antibiyotikler, kiicilk molekiiller ve hiicreler dahil
olmak tizere ¢esitli hedef molekiil tiplerini inhibe
etmeye olanak tanir.®** RNA aptamerlerinin hedefleri
RNA molekiilleri olduklarinda, hedef RNA molekiilii
ile tamamlayici nitelikte olmamalar1 gerekir. Hedefleri
ile dgilinciil ve dordiinciil yapilarmi kullanarak
etkilesim kurabilirler.* Aptamerlerin hedeflerine
baglanma seklinin bagisiklik sistemine benzerligi
nedeniyle, ‘‘kimyasal antikorlar’> olarak kabul
edilirler. Bu durum; 6zel kimyasal sentez sayesinde
olgeklenebilirlik, gruplar aras1 degiskenlik oranin az
olmasi, sentez sonras1 modifikasyon kolayligi ve
diisiik immiinojenite gibi avantajlar saglamaktadir.*
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Sekil 6:
RNA aptamerlerinin terapotik etki mekanizmasi
ornegi gosterilmistir (Biorender kullanilarak
tasarlanmgstir.

Aptamerler terapdtik olarak ilk 1990 yilinda, “‘Ustel
Zenginlestirme  Yoluyla Ligandlarin  Sistematik
Evrimi’> (SELEX) kullanilarak iiretildi. SELEX
kullanilarak, kiigilk molekiiler ligandlar1 veya
proteinleri yiiksek afinite ve yiiksek 6zgiilliik ile segici
olarak baglayan aptamerler bir kiitliphaneden
secilmektedir.®¢

Bugiine kadar sadece bir RNA aptamer FDA onay1
almistir. FDA onayli bu terapotik RNA aptameri, yasa
bagli makula dejenerasyonunun tedavisinde kullanilan
Pegabtanib’tir (Macugen, Eyetech
Pharmaceuticals/Pfizer).”  Giiniimiizde ise bazi
aptamerler klinik deneylerde arastirilmaktadir. RNA
aptamerlerinin terapdtik potansiyelinin  yani sira
aptamerler, siRNA gibi diger RNA paketlerinin
iletilmesine yardime1 olmak igin yalnizca hedefleme
pargalari olarak da kullamlabilir.*

Oligoniikleotid Terapotiklerin Sentezlenmesi
ve Modifikasyonu

Oligontikleotidler, daha biiyiikk biyomolekiillerin
parcalanmasiyla veya hedeflenen kimyasal sentezle
yapilabilir. Ikinci durumda, oligoniikleotid sentezi,
reaktif gruplar1 korunmus analog niikleotidler
(ribozdaki hidroksi gruplar1 veya niikleik bazlardaki
ekzosiklik ~ amino  gruplari) olan  niikleosid
fosforamiditler kullanilarak kimyasal bir iglemle
gerceklestirilir.  Zorlu  kisim, ribozun 2’-OH
fonksiyonu i¢in koruyucu grubu segmektir. Bu haliyle,
RNA oligontikleotidleri, peptitlerin kat1 faz sentezine
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benzer sekilde, kat1 faz sentezi yoluyla sentezlenebilir.
Sentez, pompa tahrikli bir sistemle akisli bir kolon
reaktoriinde gergeklestirilir. Birinci niikleosid kati
destege baglanir ve ardindan kolon reaktoriine
doldurulur. Tipik olarak, ikinci niikleositin birincinin
iizerine eklenmesi i¢in dort adim s6z konusudur: (I)
Detritilasyon: ~ 5’-dimetoksitritil ~ koruma  grubu,
destege bagli niikleositten ¢ikarilir. (II) Baglama:
Uygun fosforamidit monomeri (A, G, U, C) bir
aktivator yardimiyla baglanir. (II1)
Tiyolasyon/oksidasyon: yeni olusan fosfit tryter
niikleotit arasi bag, tiyolasyon veya oksidasyon
ajanlar1 tarafindan fosforotiyoat veya fofodiestere
dontistiiriilir. (IV) Kapatma: reaksiyona girmemis
5’hidroksil gruplari, kapatma maddeleriyle kapatilir.
Bu dort adimdan sonra bir dongii tamamlanir ve yeni
bir dongii baslatilir. Her adimda %99’a varan verime
ulagilsa da nihai T{riiniin safli1, oligoniikleotidin
uzunluguna bagli olarak sadece %70-80 olmaktadir.
Bu nedenle, HPLC ile saflastirma kullaniimalidir.*

Bunun yaninda siRNA’lar miiteakip bir DNaz islemi
ve kolon saflagtirmasi ile in vitro transkripsiyon
yoluyla da enzimatik olarak sentezlenebilir.®*”® RNA
aptamerlerinin iiretilmesi durumunda ise, dnceden bir
tasarim gereklidir (SELEX yontemi).*”¢

RNA molekiilleri, bir 2’-OH grubuna sahip olduklari
icin dogal olarak oldukga kararsizdir.”' Sentezlenmis
bir RNA molekiiliiniin bazini, sekerini veya
omurgasint  kimyasal olarak modifiye etmek
stabiliteye yardimci olur, niikleazlara kars1 direnglerini
arttirir, etkinligi ve hedef 6zgiilliglinii gelistirir veya
bir hiicreye verilmesine yardimei olur.”*” 2°-O-metil
(2°0OMe) modifikasyonlariin, bir oligoniikleotid
dupleksinin passenger strandmna (yolcu iplik) segcici
iridin veya guanozin niikleozitlerinde dahil edilmesi,
sitokin  indiiksiyonunu, toksisiteyi ve modifiye
edilmemis oligoniikleotidlerde ortaya ¢ikabilen hedef
dis1 etkileri ortadan kaldirir.” Bununla birlikte, asiri
modifiye edilmis oligoniikleotidler, toksik etkilere
sahip olabilir veya molekiili daha az verimli hale
getirebilir.”

Sentetik RNA bazli oligoniikleotidler genellikle
fosforotioat, 2’0OMe, 2’-floro, 2’-O-metoksietil
(2’MOE) veya 2’4’-metilen (LNA) riboz sekerleri
icerir.”*”® Bu modifiye edilmis RNA bazli oligolar, in
vivo olarak hedeflerine baglanmak ve onlar1 inhibe
etmek i¢in artan bir afiniteye sahiptir, degradasyona
karst1 daha direnglidir ve artan biyoyararlanima
sahiptir.”” Ornegin, fosforotioat ikamelerini iceren
ASO’lar sistematik uygulamadan sonra genis bir
sekilde dagilir. Tek sarmalli fosforotioat ikameli
ASOQO’lar, amfipatiktir ve  serumdaki, hiicre
yiizeyindeki ve hiicre i¢indeki proteinlere baglanir. Bu
etkilesimler hiicre icine alimimi ve dagitimini
kolaylastirir, 6yle ki bu tip ASO’lar salin iginde
hemen hemen tiim uygulama yollar ile verilebilir ve
viicuttaki ¢ogu dokuya dagilabilir. Bunun karsilik,
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polianyonlar ve hidrofilik olan ¢ift sarmalli siRNA’lar
serum proteinlerine baglanamaz ve hizla atilirlar; bu
nedenle ya lipidlerle ya da diger nanopartikiil tiirleri
icinde formiile edilmeli ya da etkili doku iletimi igin
yliksek kapasiteli bir hiicre ylizeyi reseptorii ile
etkilesime giren bir aptamer ile modifiye edilmelidir.*’
Ayrica RNA oligoniikleotidlerinin, niikleazlara karsi
stabilitesini  arttirmak i¢in  N-asetilgalaktozamin
(GalNAc) ile modifiye edilmesi, tipik olarak 4 ila 12
fosforotioat ikamesine, 2’-floro ve 2’-metpksi
ikamesine sahip olmasi gerekir.****

circRNA Terapdtikleri

Aciklanan RNA terapilerine ek olarak, ortaya ¢ikan
bagka bir RNA terapotik adayr son yillarda dikkat
cekmistir. Okaryotik hiicrelere endojen olan circRNA,
5’CAP ve 3’Poly (A) kuyruklari gibi u¢ motiflerin
bulunmadigy, halkasal yapili RNA’dir.** circRNA’lar,
mRNA’nin spliceosome-aracili splaysi ile iiretilen,
kovalent olarak kapali RNA  molekiilleridir.
circRNA’nin biyogenezi, kovalent bag yoluyla 3’
kuyrugu 5’CAP’e baglayan eksonlarin geri splaysini
icerir. Bu kovalent bag olusumu, circRNA’nin
degradasyona kars1 dogal direncini arttirir.** Dogal
circRNA’larin biyolojik fonksiyonlari uzun siiredir
biiyilk o6lglide bilinmemekle birlikte, arastirmalar
dogal circRNA’larin protein ve gen siingerleri, hiicre
aktivite modiilatorleri ve protein translasyon
sablonlarina kadar ¢ok sayida biyolojik fonksiyonunu
ortaya <,:1karm1$t1r.85

circRNA’larin dairesel karakteri nedeniyle, c¢esitli
RNA ekzoniikleazlar1 tarafindan bozunmaya karsi
direncli olduklar1 i¢in stabiliteleri, lineer RNA’lardan
iistiindiir.** Ayrica modifiye edilmemis ve modifiye
edilmis lineer RNA’lara kiyasla her ikisinden de daha
uzun siireler i¢in saglam protein ekspresyonunu
g('jstermistir.85 Bu nedenle, circRNA’larin stabiliteleri
ve  Okaryotik  hiicrelerde  ekspresyon  igin
modifikasyonlara ihtiyag duymamalar1 nedeniyle umut
verici terapotik adaylardir.>® Cogu lineer RNA’dan
farkli olarak, Diger RNA terapoétikleri gibi,
circRNA’da gen ekspresyonunu diizenlemek veya
modiiler etkiler tagimak igin potansiyel bir terapi
olarak ortaya ¢ikar. Sentetik circRNA’larin dkaryotik
hiicrelerde giiclii ve kararh bir translasyona sahiptir.**

Tasarlanmig circRNA'lara ek olarak, circRNA
terapOtiklerine bagka bir yaklasim, dayanikli asiri

ekspresyon ic¢in twisteroptimized RNA olarak
adlandirilan  bir  ekspresyon = sisteminin RNA
dairesellestirmesi  yaptift ve protein baglama

yetenegine sahip RNA aptamerleri iirettigi circRNA
bazli aptamerlerin kullamlmasidir.*” circRNA’larin
arastirilmasi ve uygulanmasinda kayda deger ilerleme
kaydedilmis olsa da adaylarin ¢ogu su anda kesif
asamasinda  veya  klinik  Oncesi  gelistirme
asamasindadir. Giiniimiizde heniiz higbir circRNA
terapotik adayi klinik deneylere girmemistir.”’88

IncRNA Terapotikleri

Uzunlugu 200 baz ¢iftinden biiyiik olan ncRNA’lar,
IncRNA’lar olarak tamimlanir. Bununla birlikte, bu
RNA’lar zayif protein kodlama kapasitesine sahiptir
ve intergenik, intronik veya intronik/ekzonik DNA
bolgelerinden sens veya antisens olarak transkribe
olurlar.* IncRNA’lar, genomik baglamlarina veya
islevlerine gore kategorilere ayrilirlar. Ornegin, genler
aras1 veya araya giren IncRNA’lar, genler arasinda yer
alir ve birden fazla genden kdkenlenebilir; intragenik
IncRNA’lar, intronlar gibi tanimlanmis genler i¢inde
bulunabilir; antisens IncRNA’lar, protein kodlama
genlerine zit genomik DNA sarmalinda (antisens)
kodlanir ve enhancer veya promotdr kodlu
IncRNA’lar, enhancer IncRNA’lar olarak bilinir.'®
Proteinlerden farkli olarak IncRNA’lar, islevlerini
diizenleyen ve belirleyen daha yiiksek dereceli yapilar
ve tanimlanmis yapisal motifler olusturabilir.'”
Genomik yap1 ve baglamda, IncRNA’lar biiyiik 6lgiide
mRNA’lara benzer. mRNA’lar gibi; RNA polimeraz
II tarafindan transkribe edilirler, promotor ve enhancer
bolgeleri vardir, 5° ve 3° UTR’lere benzeyen
sekanslara sahiptirler, intronlar1 ve eksonlar1 vardir ve
¢ogu Poly (A) kuyruk igerir. Bir¢ogunun miRNA
baglanma bolgeleri vardir ve N6-metiladenozin gibi
RNA modifikasyonlarina maruz kalabilir. Bu
ozellikler sayesinde, IncRNA’lar, tipki mRNA’lar
gibi, farkli RNA teknolojileri ve modaliteleri
tarafindan modiilasyona uygundur.'®

Son yillarda, patofizyolojik kosullarda yer alan birkag
IncRNA'nin tammlanmasi’®* sadece olasi hedefler
olarak degil, aym1 zamanda terap6tik RNA’lar olarak
da bu molekiil sinifina biiyiik ilgi uyandirdi. Islevsel
olarak  karakterize edilen birkag IncRNA’nin
aktiviteleri, DNA, RNA ve proteinlerle etkilesimine
dayanir ve hem g¢ekirdekte hem de sitoplazmada
meydana gelebilir. IncRNA’lar, epigenetik
diizenlemeler yapabilir, miRNA’lar1 ve proteinleri
siingerleyebilir, delokalize edebilir, parcalayabilir ve
bu molekiillerle birlikte kompleks olugturarak farkli
biyolojik roller iistlenebilir.”>*®

Cesitlendirilmis rollerine bagli olarak, IncRNA’lar,
terapdtik amagla kullanilmak {izere uygun adaylardir.
IncRNA ekspresyonunu taniyabilen ve antagonize
edebilen ncRNA bazli terapotik molekiillerin  bir
ornegi, siRNA’larin ve ASO’larin kullanimiyla temsil
edilir.”” Ek olarak, IncRNA’larmn terapotik molekiiller
olarak potansiyeli oldukca yiiksektir. Ornegin, belirli
mRNA’lar1 IncRNA’lar yoluyla hedeflemeye yonelik
bir yaklasim, belirli mRNA’larin translasyonunu
artirabilen yeni bir antisens IncRNA smifi olan
SINEUP’lerin kullanimma dayamir.*® Bu molekiiller
iki ana alanla karakterize edilir: biri, translasyon
aktivitesindeki artis icin efektor alan olan SINE
elemanidir; digeri ise baz eslesmesi yoluyla spesifik
mRNA’y1 hedefleyebilen antisens bolgesidir.”**
SINEUP’lar ile ilgili olarak hem dogal hem de
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sentetik  IncRNA’larin bu  smifi, terapdtik
yaklagimlarda onemli bir uygulanabilirlik gdsterir ve
giiglii bir strateji olarak tanimlanmistir.”®

IncRNA’lar, farkli patolojilerin gelisiminde Onemli
unsurlardir. Bu sebeple, IncRNA temelli terapotiklerin
gelistirilmesi, ortaya ¢ikan bir zorunlugu temsil
ediyor. Hedef disi etkileri smirlayan IncRNA ile
yarigan molekiillerin tasarimi ve karakterizasyonunun
yani sira daha spesifik gen diizenleme yaklagimlariin
gelistirilmesi, IncRNA tabanli terapotik yaklasimlar
perspektifinde degerlendirilmelidir.”® Su ana kadar
higbir IncRNA hedefli terapdtik klinik gelistirmeye
girmemistir ama yakin gelecekte IncRNA’larin yeni
terapGtik yaklasimlari temsil etmesi beklenmektedir.”

i. Korkmaz ve S. Arslan

ilag Dagitim Sistemleri (Paketleme ve
Teslimat)

Farkli RNA kargolari, farkli biyokimyasal etki
mekanizmalarina sahiptirler. Ancak, hepsinin hedef
dis1 organlar tarafindan kaginmasi, dogru dokuya
erismesi, karmagik bir doku mikrogevresinde istenen
hiicre tipiyle etkilesime girmesi, endositoz tarafindan
alinmast ve zararli bir bagisiklik tepkisi ortaya
¢ikarmadan endozomdan ¢ikmasi gereklidir. RNA
terapotiklerinin yalnizca ilgili organ ve hiicre tipine
degil, ayni zamanda hiicre i¢i islevlerini yerine
getirmek i¢in hiicre zar1 boyunca verimli bir sekilde
iletilmesi, ¢ok Onemlidir ve alandaki en biiyiik
zorluklardan biridir.***>*

Terapotik RNA’larin hemen hemen her tiirti, etkili bir
sekilde hedefe iletilmesi i¢in kimyasal modifikasyon
gerektirir.  Kimyasal = modifikasyonun  gerekli
olmasinin 3 temel nedeni vardir: (I) stabilizasyon, yani
her yerde bulunan RNazlara direng; (II) gelistirilmis
farmakokinetik ve dagitim; (III) immiinojenik
potansiyelin azaltilmasi.'® Kararsizliklar;, negatif
yiikleri ve hiicre zarlar1 yoluyla difiizyonu onleyen
hidrofilik yapilar1 nedeniyle, oligoniikleotitlerin
verimli sekilde iletilmesi zordur. Birinci ve ikinci nesil
kimyasal modifikasyonlar, niikleaz bozunmasina karsi
direnci indiikleyerek ve proteinlerle etkilesimi
artirarak kararlilign ve hiicre igine alimi gelistirir.
Ancak, hiicresel alimda hala zorluklarla karsilasir ve
yiiksek dozlarda uygulanmasi gerektirir.'” Teslimat
alternatifleri olarak RNA terapdtiklerinde lipit ve
polimer bazli vektorler bunun yaninda ligand-
oligoniikleotid konjugat dagitim sistemleri dahil
olmak {izere ¢ok farkli dagitim sistemleri
kullanilmaktadir. Bu dagitim sistemleri, farkli
endositoz mekanizmalar1 yoluyla alinir ve sonug
olarak, lizozomal bozulmasimi onlemek igin RNA
terapotikinin -~ endozomal  kagisin1  kolaylastirir.
Katyonik lipitlerin, viral veya bakteriyel ajanlarin
veya hiicreye niifuz eden peptitlerin kullanimi gibi ¢ok
sayida strateji kullanilmakta ve gelistirilmektedir.”**
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Sonug

RNA’larin ¢ok yonlii rollerine iliskin artan bilgiler,
yeni RNA bazli ilag smiflarmin  gelistirilmesini
tetikledi.  Gelistirilmekte  olan  ilaglar, gen
ekspresyonunu inhibe etmek, fonksiyonel proteinler
iretmek, splaysit degistirmek, gibi birgok yolaktan
aktivite gosteren mekanizmalar ile kullanilmaktadir.
Bu mekanizmalar1 kullanmak ve RNA’lar1 ilaca
doniistiirmek zor olsa da ilag gelistirmede bir devrimin
esigindeyiz. RNA tabanli terapétiklerin basarili bir
sekilde uygulanmasi, molekiiler biyoloji, immiinoloji,
farmakoloji, kimya ve nanoteknolojideki teknik
ilerlemeler dahil olmak iizere benzeri goriilmemis bir
disiplinler arasi yaklagim gerektirir. Hedeflenen hiicre
ve doku araligini genisletmek, plazma zarindan ve
endozomdan ¢ikis engellerinin istesinden gelmek ve
sitozolik dagitim i¢in yeni stratejiler gelistirilmektedir.
Bu adimlar1 optimize etmek ve terapdtik RNA’larin
ilag hedefli ozelliklerini gelistirmeye giliniimiizde
olduk¢a ilgi duyulmaktadir. RNA tasariminin
esnekligi, birden fazla etki moduna sahip olan ve
gelecekte ilag kokteyllerinin yerini alabilecek birden
fazla hedefi bozan giiclii ¢ok islevli ilaglarin kolay bir
sekilde olusturulmasina izin vermektedir. Ayrica,
diger RNA tiirlerini hedef alma ve islevlerini bozma
gibi biiyiik 6l¢iide kesfedilmemis bir potansiyel de
vardir. Bu c¢alismanin yapildigi tarihte 16 adet RNA
bazli tedavi, yasal onay almistir ve en son klinik
gelismelere  ulagmigtir  (Tablo II). Son yillarda
teslimat, stabilite ve immiinojenisite gibi RNA
terapilerinin  temel zorluklar1 gilincel arastirma
konularinda ele alindigindan, RNA ilaglarmin gelisimi
hizla artmaktadir. Yakin gelecekte, RNA bazli ilaglar,
farmakopenin giderek artan bir bileseni haline
gelemesi  beklenmektedir. Bu sayede tedavi
edilemeyen hastaliklarin tedavisini saglamak ve
potansiyel olarak genetik hastaliklar iyilestirmek icin
“‘ilag uygulanabilir’’ hedefler evrenini biiyiik 6l¢iide
genisletme potansiyeli tagimaktadir.  Ozelliklede
kanser immiinoterapisinde mRNA bazli asilar,
standart kanser tedavilerine ve geleneksel agilara umut
verici bir alternatif olarak ortaya ¢ikmaktadir.'"'
Bunun yaninda bir¢ok hastalik i¢inde RNA
terapotikleri potansiyeli ¢ok yiiksek tedavi stratejileri
olarak gelisen teknolojiyle birlikte ilerlemektedir.
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