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Ozet

Posttranskripsiyonel (transkripsiyon
sonrasi) gen susturma (PTGS) olarak da
adlandirilan RNA interferans, RNA molekiiliiniin,
spesifik mRNA molekiiliiniin yikimina sebep
olarak, gen ekspresyonunu inhibe ettigi biyolojik
bir siirectir. 2006 yilinda, Andrew Fire ve Craig
Mello, Caenorhabditis elegans nematodunda
‘Riboniikleik asit interferansi” (RNAi) iizerine
yaptiklart ¢alisma ile(1998 yilinda yayinlanan)
Fizyoloji ve Tip dalinda Nobel &diiliine layik
goriildiiler. Gen ifadesinin susturulmasini saglayan
RNAI yolaklari, small interfering RNA (siRNA),
mikro RNA (miRNA), ribozim ve antisens
oligoniikleotitler ~adi verilen kiigiik, protein
kodlamayan ve gen ifadesinin negatif diizenleyicisi
olan RNA ve DNA parcaciklarinin araciligiyla
gerceklesmektedir. Son yillarda, bu kiigiik RNA ve
DNA dizileri biyolojik arastirmalarda gen
susturulmasi i¢in kullanilan ¢ok gii¢lii bir yontem
haline gelmistir. Bu derlemede, RNAi yolaginda
kilit rol oynayan molekiillerin mekanizmasina
deginerek RNAI hakkinda okuyucunun
bilgilendirilmesi amaglanmaktadir.
Anahtar Kkelimeler: RNAi, miRNA, siRNA,

ribozim, antisens oligoniikleotit

Abstract

RNA interference (RNAIi) also called post
transcriptional gene silencing (PTGS), is a
biological process in which RNA molecules inhibit
gene expression, typically by causing the
destruction of specific mRNA molecules. In 2006,
Andrew Fire and Craig C. Mello shared the Nobel
Prize in Physiology or Medicine for their work on
RNA interference in the nematode worm C.
elegans, which they published in 1998. It is formed
of several different pathways that facilitate gene
silencing and negative regulation of expression
through non-coding small RNA or RNA particles
like small interfering RNA (siRNA), microRNA
(miRNA), ribozyme and antisense oligonucleotides.
Recently, these small sequences have become a
powerful tool for gene silencing in biological
studies. The aim of this review is informing the
readers about RNAi by explaining the mechanism
of molecules which play major role in.
Key words: RNAi, miRNA, siRNA, ribozyme,

antisense oligonucleotide
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Giris

Post transkripsiyonel (transkripsiyon sonrasi) gen susturma (PTGS) olarak da
adlandirilan RNA interferans, ¢ekirdekte DNA tarafindan kodlanan cift iplik¢ikli miRNA’ nin
rehber tek sarmaliyla sitoplazmada komplementeri olan spesifik mRNA molekiillerini yikima
ugratmasi sonucu, gen ekspresyonunun inhibe oldugu dogal, biyolojik bir siirectir. 1980’11
yillara kadar riboniikleik asitin (RNA) sadece deoksiriboniikleik asit (DNA) ve protein sentezi
arasinda bilgi akisini saglayan bir araci oldugu diisiiniiliiyordu. Daha sonra bu yapinin
katalitik 6zelliklerinin de bulunmasi, Tom Cech ve Sidney Altman’a 1989 yilinda bir Nobel
odiili getirdi. 2006 yilinda Andrew Fire ve Craig Mello, Caenorhabditis elegans
nematodunda c¢ift sarmalli RNA’nin (dsRNA) homolog mRNA’lar1 pargalanmaya sevk
ettigini gosteren ve ‘Riboniikleik asit interferansi’ (RNAi) olarak adlandirilan mekanizmay1
bulduklari ¢alisma ile Fizyoloji ve Tip dalinda Nobel 6diiliine layik goriildiiler (1,2).

Antisense etki gosteren molekiillerin hedef mRNA’ya baglanmasi, genin eksprese
olmasii engellemektedir. Bir genin bir hiicrede hiicresel bir mekanizmadan dolay: ifade
edilmemesine “Knockdown” ya da “Knockout” denir (3). Bu mekanizma mayalardan
memelilere kadar tiim 6karyotlarda goézlenmektedir (4). Kesfinden bu yana RNA1 alanindaki
gelismeler hizla ilerlemekte ve RNAi1 molekiiler genetik, farmakoloji gibi farkli disiplinlerde
yaygin olarak kullanilan bir ara¢ haline gelmektedir.
RNAi mekanizmasi, antisens etkiyi goOsteren molekiiller olan miRNA, siRNA,

oligoniikleotitler ve ribozimler olmak iizere dort ana baslik altinda incelenmektedir.

1. miRNA

Hiicre icerisinde, genom tarafindan RNA polimeraz enziminin katalizledigi
reaksiyonla kodlanan ¢ift iplik¢ikli miRNA’lar, RNAi1 mekanizmasinin temelini
olusturmaktadir. Bu mi-RNA’lar hiicre icerisindeki gen susturma kompleksi olan RNA ile
indiiklenen susturum kompleksini (RISC; RNA-induced silencing complex) aktive edecek
ozellige ulasabilmek icin birtakim asamalardan gegerler (5). ilk asamada, RNA bagimli RNA
polimeraz I, kalip olarak endojen veya ekzojen kaynakli bir RNA’y1 kullanarak ¢ift zincirli
RNA molekiiliinii sentez eder (6,7).Bu yap1 intron bodlgelerinden sa¢ tokas: seklinde kivrilip
eslesir (8). Boylelikle, transkripsiyon sonrasi pri-miRNA olarak adlandirilan ilk miRNA
molekiilii olusur(9). Daha sonra RNaz III grubu bir endoniikleaz olan Drosha, Pri-miRNA
molekiiliine etki ederek bu kivrilmis RNA parcasini zincirin geri kalan kismindan ayirir ve
pre-miRNA molekiiliinii olusturur (9,10). Pre-miRNA eksportin 5 (XPOS) aracilig ile

sitoplazmaya taginir (5). Bu asamadan sonra miRNA ve siRNA aynm islemlerden geger.
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Sitoplazmada bulunan diger bir RNaz III enzimi olan Dicer, ATP bagiml bir etkilesim ile
RNA’ya baglanir ve 6nce RNA’nin ucundaki kivrimli kismi1 koparir (10). Daha sonra dubleks
RNA molekiiliinii helikaz aktivitesiile acar ve 21-23 niikleotid uzunlugunda kisa RNA
parcaciklari halinde keser (11). Dicer enzimi tarafindan bu sekilde olusturulan RNA’lar daha
sonra yine ATP bagimli bir bigimde RISC’eaktarilir (9). Bu asamada RISC’in substrat
seciciliginden sorumlu olan ‘argonat’ (AGO2; Argonaute) proteinleri ¢ok dnemli rol oynar
(13).0Olgun siRNA veya miRNA zincirinin mRNA ile etkilesimi de RISC kompleksi iginde
gergeklesir. RISC yapisi i¢inde bulunan substrat siRNA ise, hedef mRNA dizisiyle birebir
eslesir ve mRNA molekiilii eslesme bolgelerinden endoniikleazlar ile kesilir (6). Eger rehber
miRNA dizisi hedef mRNA dizisiyle tamamen eslesirse, AGO2’nin katalitik bolgesi soz
konusu mRNA’nin yikimina ve sdz konusu genin susmasina neden olur. Ancak, diziler arasi
eslesme kismi ise, yani tohum dizisinde eslesme varsa (seed sequence, miRNA’ni ilk 2-8
niikleotidi), translasyonel bir baskilama olur ve bu, ayni zamanda diziye 6zgli olmayan, P
cisimcikleri adi1 verilen yapilarin olusumuyla mRNA’larin degradasyonuna neden olur (11).

Sekil 1’de miRNA mekanizmasi gosterilmektedir.
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Sekil 1.miRNA mekanizmast (12).
2. siRNA
Small interfering RNA yada short interfering RNA olarak bilinen siRNA’lar 20-25 baz

¢ifti uzunlugunda, in vitro sentezlenen ¢ift iplik¢ikli RNA’lardir (14). Bu RNA’lar hiicre i¢ine
girdiginde ‘Dicer’ enzimi tarafindan taninir ve yaklasik 21-23 niikleotidlik kiigiik pargalara
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dontstiiriiliirve bu parcalar, RNA aracili baskilama kompleksine (RISC) katilir (10).Olusan
kompleks RISC'in hedef mRNA'ya baglanmasini saglar. Tiim bu siiregler sonunda RISC'in
endontikleaz aktivitesi ile hedef mRNA parcalanir ve transkripsiyon baskilanir (15).

RNAi1 mekanizmasinda yer alan siRNA’larin hedef dizilerle miikemmel eslesme
gostermesi bu yapilar1 gen calismalarinda uygun araglar haline getirir. sSiRNA’lar kullanilarak
istenmeyen bir proteinin ifadesi bastirilabilecegi gibi, istenmeyen miRNA’larda engellenebilir
(16,17). Bu yapilar lipozom ve benzeri aracilar kullanilarak transfeksiyon islemi ile hiicre
kiiltiiriine verilebilecegi gibi, dogrudan canli sistemlere de uygulanabilir (18,19). Plazmid
veya viral vektorler aracilifiyla da aktarim yapilabilir (18). siRNA’lar yalin halde
aktarilabilecekleri gibi, hedef gen iirlinline daha iyi ulagabilmeleri i¢in kolesterol veya
aptamerlerden olusan bir kuyruk takili olarak da iiretilebilir (20). Ayrica, siRNA molekiiliine
bir protamin-antikor kuyrugu eklenebilmekte, o hiicre tipine 06zgli bir proteine karsi
gelistirilmis olan antikorun kullanilmasiyla hedefe daha kolay ulasmasi saglanabilmektedir

(20). Sekil 2°de siRNA ¢alisma mekanizmasi gosterilmektedir.
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Sekil 2. siRNA’nin calisma mekanizmasi (21).
Niikleusta DNA tarafindan transkribe edilisi dogal biyolojik bir siire¢ olan miRNAlar,
endoniikleazlara karsi direngli iken, yapay olarak iretilen siRNA’larin boyle bir 6zelligi

yoktur. siRNA’lar gecicidir ve hedef genin uzun siireli susturulmasi ig¢in tekrarlanarak
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hiicreye verilmeleri gerekir. miRNA’lar daha uzun Omiirliildiir ve dogru viral vektorle
kullanilmalar1 halinde tek seferde istenilen genin susmasini saglayabilirler.

3. Antisense Oligoniikleotidler

Sentetik oligoniikleotitler, bir diger antisens etkisi olan yapilardir. Antisens
oligoniikleotitler (ASO) genellikle 15-20 niikleotit uzunlugunda, tek iplikli ve spesifik hedef
mRNA molekiiliine komplementer olma o6zelligine sahip DNA veya RNA iplikleridir.
Lipozomlar araciligiyla in vitro ve in vivo olarak hiicre igine verilirler(22).

Antisens oligoniikleotitlerin hedef mRNA molekiilii ile molekiiler baz eslesmesi RNA-
ASO heterodubleks yapisinin RNaz-H aracili olarak bdliinmesine ve dolayisiyla
translasyonun blokajina sebep olmaktadir (22). Bu yapilarin antisens etkisi 1970 yillarinda
Zamecnik ve Stephenson tarafindan gosterilmistir. Bu arastirmacilar Rous Sarcoma virusiin
(RSV) 35SRNA’ s 5° ve 3’ uglu niikleotid sekansini kullanarak viral integrasyonda
onemli olarak goriinen 21 niikleotidlik tekrarlayici sekanslar1 tanimlamislar ve viral sekansin
bir kismina komplementer olan d(AATGCTAAAATGG)13 mer’ lik oligoniikleotidi
sentezlemiglerdir. Bu oligoniikleotit RSV ile enfekte olmus fibroblast hiicre kiiltiiriine
verilmis ve viral liretimin biiyiik 6l¢lide inhibe oldugu gozlemlenmistir (23). ASO’larin hedef
mRNA’lara kars1 affinitesini siirdiiriirken, endojen niikleazlara kars1 direngli olup onlara yem
olmasini engellemek, ASO’lar iizerinde birtakim modifikasyonlar yapilmasini gerektirmistir.
Dolayisi ile ASO’larin bir¢ok jenerasyonu gelistirilmistir.

Ik jenerasyon olan fosforotiat oligoniikleotit, fosfodiester oligoniikleotit ile
kiyaslandiginda yaklagik on kat daha fazla serum yar1 dmriine sahip oldugu gézlenmistir (24).
Fosforotiat oligoniikleotit, DNA niikleotidlerinde olmayan, RNA niikleotidlerindeki 2’(OH)
hidroksil grubu bulunduran riboz sekerinin modifiye edilmesiyle elde edilmis, ribozun fosfat
baglarinda koprii olusturmayan oksijen atomlarindan birinin siilfiir ile yer degistirmesiyle
olusturulmustur (23).

Ribozun 2’(OH) hidroksil pozisyonundan alkillenmesi ile elde edilmis olan ikinci
jenerasyon modifiye ASO’larin, birinci jenerasyon ile kiyaslandiginda komplementer
mRNA’ya karsi  affinitesinin  arttifi  ancak; 2’-O-metil ve 2’-O-metoksi-etil
modifikasyonlarinin hedef RNA iizerinde RNaz-H aracili degradasyonu, uyarmadigi
gozlenmistir (24). Bu durum, sadece niikleazlara dayaniklilik agisindan uygun olan fakat
RNaz-H kesimini saglayamayan 2’-O-alkil modifikasyonuna ek olarak, her iki sartinda
saglanmast i¢in (hem niikleazlara dayanikli hem de RNaz-H kesimini saglayabilen)

aragtirmacilar antisens formda hibrid bir oligoniikleotit olusturmaya yonlendirmistir. (23).
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Yapay olarak sentezlenen, DNA veya RNA'ya benzeyen bir polimer olan peptitniikleik
asit (PNA) ve morfolino igeren ii¢lincli jenerasyon ASQO’lar ise, poliamid baglantilar yada
fosforotiat baglantili morfolino parcalar1 bulunduran bir deoksiriboz omurga ile ifade edilir.
Bu ASO’lar RNAaz-H aktivitesini iyilestirmemistir (3).Sekil 3’te,modifiye oligoniikleotitler

sematize edilmistir.

Birinci jenerasyon ikinci jenerasyon Uciincii jenerasyon
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Sekil 3. Modifiye oligoniikleotitler (25).

In vivo gen baskilamada biitiin ASO tipleri test edilmemistir. ilk jenerasyon olan
fosforotiat ASO’lar hayvan deneylerinde (26) ve klinik caligmalarda (3) en yogun ¢alisilmis
durumda olan oligoniikleotitlerdir.

4. Ribozimler

Ribozimler 50-100 niikleotitten olusmus tek iplikli RNA molekiilleridir. lIyi
tamimlanmis Uglinclil yapist herhangi bir protein gerektirmeksizin kimyasal reaksiyonlar
katalizlemesine izin verir (27,28). 1lk olarak T.R. Cech, ribozimi Tetrahymena
thermophilia’da dogal olarak meydana gelen bir molekiil olarak kesfetmis ve 1989’da Kimya
Nobel Odiilii almistir (29). Ribozimler fosfodiester baglarmn hidrolizi, peptit bagi olusumu
(rRNA) , ligasyon ve polimerizasyon gibi reaksiyonlar katalizlerler (30,31).

Ribozimlerin aracilik ettigi reaksiyonlar multiple-turnover (Enzimler, bir reaksiyonu
hangi konformasyonla baslatirlarsa, ayni konformasyonla da tamamlarlar. Bu, bir enzimin
ayn1 reaksiyonu tekrar tekrar katalizleyebilecegi anlamina gelir. Bu durum multipl-turnover

olarak adlandirilir) ve diziye 6zglidiir. Bu ozellikler, ribozimleri terapdtik uygulamalar icin
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uygun bir aday yapar. Bu amacla genellikle, merkezi bir katalitik bolge ve hedef RNA ile
komplementer her biri 6-12 niikleotitden olusmus iki yan kol ile karakterize olan hammerhead
ribozimler kullanilir (32). Hammerhead ribozimler 30-40 niikleotit uzunlugunda RNA
molekiilleridir. Ceki¢ gibi olan goriintiileri sebebiyle bu ismi almiglardir. Diger ribozimler
gibi hammerhead ribozimlerde antisens etkiye sahiptir. Hammerhead ribozimin katalitik
bolgesi, hedef RNA molekiilii ile daha sonra bu yapimin NUX (N, herhangi bir baz ise X, A,
C veya U dur.) igliislinii kesecek olan kovalent baglantilar olusturur (33). Dolayisi ile,
hammerhead ribozimler, herhangi bir RNA’y1 kesmek i¢in dizayn edilebilir. Bu dizayn,
ribozimin substrat tanima kisimlarinda yapilir. Boylece, hedef sekansa komplementer tanima
bolgeleri 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 olmalar1 ile hedef mRNA’larin ekspresiyonunu diizenlerler(34). Sekil

4’te ribozimin ¢alisma mekanizmasi gosterilmektedir (35).
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Sekil 4. Ribozimin calisma mekanizmast

Sonug olarak, antisens etki gdsteren yapilarin, komplementer mRNA’y1 degrade ederek
yada translasyonu baskilayarak hedef geni susturabilmeleri, gen ekspreyonunun kontrolii ve
bu yolla hastaliklarin mekanizmasinda yer alan genlerin hedeflenerek 6zgiin olarak tedavi
edilebilmeleri agisindan molekiiler tedavide dnemli bir kilometre tas1 olarak goriilmektedir.
Dolayisi ile gelecekte, tedavi siireci uzun, zahmetli ve ¢ogu zaman basarisizlikla sonuglanan
kanser, norodejeneratif ve kardiyovaskiiler hastaliklarin tedavisinde umut vaat eden bir

mekanizma olarak goriilmektedir.
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