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OZET

RNA interferans, uygun ¢ift zincirli RNA’nin hiicreye girdigi zaman, endojenik komplementer mRNA dizisinin
par¢alanmasina yol agan, transkripsiyon sonrast gen susturma mekanizmasidir. RNA interferans, Dicer ad1 verilen
bir RNase IIl enzimi tarafindan c¢ift zincirli RNA’nin kiigiik engelleyici RNA’lara (siRNA) kesilmesi ile
baglamaktadir. Bu siRNA’lar daha sonra, bir multiprotein-RNA niikleaz kompleksi olan, RNA- indiikleyici
baskilama kompleksine (RISC) baglanir. RISC, siRNA’lar1 komplementer mRNA’y1 bulmak icin kullanir ve hedef
mRNA’y1 endoniikleolitik olarak keser. Neticede spesifik mRNA’nin azalmasi uygun protein(ler)in azalmasina yol
acar. RNA interferans ve RNA baskilamanin diger formlar1 olan transkripsiyon sonrasi gen baskilama/co-supresyon
ve quelling bitkiler, hayvanlar, fungus ve protozoa gibi genis bir organizma g¢esidinde gézlenmistir. RNA interferans
dogal bir mekanizma olmakla birlikte in vitro olarak sentezlenen siRNA’lar kullanilarak endojenik genlerin
ekspresyonu baskilanabilmektedir. Bu yiizden RNA interferans molekiiler biyolojide gen fonksiyonu analizinde ve
ayn1 zamanda gen terapisinde genis bir uygulama alanima sahiptir. Bu derlemede RNA interferans ve onun spesifik
varyantlar1t olan transkripsiyon sonrast gen baskilama/co-supresyon ve quelling’den, RNA interferansin
mekanizmasindan ve onun tedavi alanindaki uygulamalarindan bahsedilmektedir.

Anahtar Kelimeler: RNA Interferans, RNAi, siRNA, Gen baskilama.

RNA INTERFERENCE (RNAI)

ABSTRACT

RNA interference is a post-transcriptional gene silencing process during which endogenous complementary
messenger RNA is destroyed upon introduction of the corresponding double-stranded RNA into the cell. The
initation of RNA interference occurs with the processing of double-stranded RNA into small interfering RNAs
(siRNAs), by an RNase III enzyme called Dicer. These siRNAs are then incorporated into the RNA-Induced
Silencing Complex (RISC), a multiprotein-RNA nuclease complex. RISC uses these siRNAs to find complementary
mRNA and endonucleolytically cleave target mRNA. Consequently, the reduction of specific mRNAs leads to the
reduction of the corresponding protein(s). RNA interference and other forms of RNA silencing such as post-
transcriptional gene silencing/co-suppression, quelling have been observed in a wide variety of organisms such as
plants, animals, fungi, and protozoa. Although RNA interference is a natural phenomenon, it can be used to silence
expression of endogenous genes using in vitro synthesized siRNAs. Therefore, RNA interference is promptly
utilized as a gene function analysis tool in molecular biology and also in gene therapy. This review describes RNA
interference and its specific variants, post-transcriptional gene silencing/co-suppression and quelling, mechanism of
RNA interference and applications of RNA interference as therapeutic.
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1. GIRIS

Insan genomunun ve birgok model organizmanin dizi analizlerinin belirlenmesi, fonksiyonu
heniiz bilinmeyen cok sayida geni agiga cikardigi icin, gen susturma i¢in etkili metodlar,
fonksiyonel genomik (gen fonksiyonu) alaninda dikkat ¢ekici bir artig gostermistir [1]. Yillardir
cok sayida gen susturma mekanizmasi ortaya ¢ikmistir ve bunlar temel olarak genlerin kendisini
veya onlarin kodladigt mRNA’lar1 hedef almaktadir. Dogrudan geni hedef alan bazi istisnai
teknikler gelistirilmis olmakla beraber, mRNA hedefli tekniklerde artis oldugu bu tekniklerle
dogrudan baglantili olan ¢ogu tedavi amagli ¢abalardan anlasilmaktadir. mRNA hedefli bu
tekniklerde “antisense stratejileri” ¢ok yaygin olarak kullanilmaktadir. Bu antisense stratejileri,
tamamen hedef alinan proteini kodlayan mRNA’ya revers komplementer olan bir DNA veya
RNA niikleik asit zincirini hiicrelere aktarmaya dayanir [2]. Geleneksel ilaglarin ¢ogu proteine
baglanarak onlarin fonksiyonlarin1 degistirirken tek =zincirli DNA veya RNA antisense
olgoniikleotidleri, komplementer hedef mRNA’ya baglanarak translasyonu engelleyebilir veya
RNAase H gibi endojenik niikleazlar ya da ribozim, DNAzim gibi katalitik olarak aktif
oligoniikleotidler hedef mRNA’nin parcalanmasimna yol agabilirler [1, 2, 3]. Antisense
oligoniikleotid caligsmalari, son yillarda gen susturma mekanizmasi i¢in yiiksek derecede etkili

bir metod olan RNA interferansin (RNA1) kesfedilmesine yol agmustir [2, 4].

RNA interferans, ¢ift zincirli RNA’nin (dsRNA) hiicreye girdigi zaman komplementer mRNA
dizisinin parcalanmasina yol agmasi ile sonuglanan transkripsiyon sonrasi gen susturma
mekanizmasidir [5]. Bu mekanizma dogal bir islem olup, canli organizmadaki biyolojik
fonksiyonu, viriis kalitim materyali ve transpozonlar gibi hareketli genetik elementlerin istilasina
kars1 genomu koruyarak hiicresel savunmada rol almaktir. Ayrica Okaryotik organizmalarin
gelisimsel programlarinin fonksiyonu i¢in énemli olan transkripsiyon sonrasi gen susturma ile
gen regiilasyonunda 6nemli rol oynamaktadir [3, 6, 7, 8]. RNAi dogal olarak meydana gelen bir
yolak oldugu i¢in bu teknigin etki ve spesifitesi antisense oligoniikleotid ve ribozimler gibi diger
niikleik aside dayali susturma/baskilama tekniklerinden farklidir [3]. Boylece RNAI diger ¢cogu

klasik antisense teknolojilerine 6nemli bir potansiyel alternatif olarak ortaya ¢ikmistir [2].

mRNA seviyesinde gen ekspresyonunun durdurulmasi i¢in kullanisl bir metodun bulunmasi, son

yillarda molekiiler biyologlarin riiyasi olmustur. Bugiin RNA interferans, modern biyolojide ve
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tipta 6nemli gelismelere yol agacak bir fenomen olarak diisiiniilmektedir. RNAi, fonksiyonel
genomik arastirmalarinda iizerinde yogun arastirmalar yapilan yeni bir alandir [9]. RNAI,
Science dergisi tarafindan 2001°de “yilin molekiili” ve “2002 yilmin en 6nemli bilimsel
hamlesi” se¢ilmistir. Yine 2006 yilinda Andrew Z. Fire ve Craig C. Mello adl1 arastiricilar RNA
interferans ile ilgili yaptiklar1 ¢aligmalarla Fizyoloji/ Tip alaninda Nobel 6diili almislardir [10].
Ayrica bilim insanlar1 RNA interferanst1 son yillarin en heyecan verici kesfi olarak

tanimlamiglardir [9, 11, 12].

2. RNA’YA DAYALI GEN BASKILAMANIN KESFi

2.1. Bitkilerde Transkripsiyon Sonras1 Gen Baskilama (Post-Transcriptional Gene
Silencing, PTGS) veya Co-Supresyon

Simdilerde RNAI olarak adlandirilan gen baskilama mekanizmasinin ortaya ¢ikmasi ile ilgili ilk

isaretler 1980’11 yillarin sonlarinda bitkilerin genetik modifikasyonu iizerine yapilan ¢aligmalarda

ortaya ¢ikmistir [13, 14].

Jorgensen ve arkadaglart genetik transformasyon caligmalari ile petunyada pigmentasyonu
katalizleyen bir enzim olan chalcone syntase (chs)’in ekspresyonundan sorumlu olan bir genin
aktivitesini diizenleyerek daha mor petunyalar elde etmeye calismislardir. Ancak petunya
bitkisine ekzojenik transgenin aktarilmasi, beklenildigi gibi ¢icek rengini daha koyulastirmak
yerine alacali pigmentasyon ile daha beyaz petunyalarin elde edilmesine neden olmustur.
Petunya bitkisine chs geninin ekstra kopyasinin aktarilmasi, onun ekspresyonunda beklenilen
artisin aksine azalmaya neden olmustur [13, 15]. Yapilan ¢aligmalar bu azalmanin sitozolik chs
mRNA’sinin transkripsiyonunun azalmasi ile ilgili olmadigin1 ve izole edilen nukleusda
transkripsiyonun devam ettigini gostermistir [16]. Dolayisiyla bu durum transkripsiyon sonrasi
RNA pargalanmasini ifade eden transkripsiyon sonrasi gen baskilama (post-transcriptional gene
silencing, PTGS) olarak tanimlanmistir. Jorgensen ve arkadaglar1 petunyaya aktarilan transgenin
sadece kendi kendisini degil ayn1 zamanda her nasilsa endojenik chs geninin ekspresyonunu da
etkileyen bu olay sonrasi hem endojenik ve hem de transgenik mRNA’nin kaybini tanimlamak
icin co-supresyon terimini kullanmiglardir [13, 15]. Daha sonra yapilan ¢aligmalar transgenin
ekspresyonunun ¢ift zincirli RNA (dsRNA) olusumuna yol agtigin1 ve bdylece PTGS’yi /co-

supresyon’ u baglattigini géstermistir [17].
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Baz1 bitki laboratuarlarinda yapilan calismalar bu mekanizmanin biyolojik fonksiyonunun
bitkilerin hedef viral RNA’nin parcalanmasini gerceklestirerek RNA viriisleri tarafindan
infeksiyona karsi verdikleri bir cevap oldugunu gdstermislerdir [18, 19, 20, 21]. Bitki
sistemlerinde ekzojenik kaynaklardan gelen dsRNA’lar (bitkilerde eksprese edilen transgenlerin
genis bir kismi, bakteriyal ya da viral diziler) gen baskilamanin potansiyel indiikleyicileridirler.
Bitkilerdeki bu fenomen transkripsiyon sonrasi gen baskilama (post-transcriptional gene
silencing, PTGS)/co-supresyon ya da viral-indiikleyici gen baskilama (viral-induced gene

silencing, VIGS) olarak tanimlanmaktadir [22, 23].

2.2. Funguslarda Quelling (Homoloji Bagh Gen Baskilama)

Bitkilerde PTGS raporlar1 birikirken, fungal sistemde bagimsiz olarak homolojiye gore gen
baskilama fenomeni gozlenmistir. Bu olay “Quelling” olarak adlandirilmistir. Quelling,
Neurospora crassa fungusunun turuncu renkli pigmentasyonunu saglayan karotenoidlerin
biyosentezi i¢in gerekli albinol (al/l) geninin ekpresyonunu desteklemeye caligma sirasinda
meydana gelmistir. Yabanil tip all” geni igeren N. crassa soyuna all geni igeren bir plazmid
aktarilmistir. Birka¢ transformant sabit olarak baskilanmistir ve albino fenotipler gézlenmistir.
all baskilanmis soylarda, eklenmis a// mRNA diizeyi yabanil tip soyunkine benzerken dogal al/
mRNA’nin yiiksek derecede azalmasinin transkripsiyon oraninin homoloji bagli durumda olgun

mRNA diizeyini etkilemesi ile ilgili degil quelling ile ilgili oldugu gosterilmistir [24].

2.3. RNA Interferans (RNAi)

Bitki ve funguslarda RNA baskilama mekanizmasinin bulunmasinin ardindan RNA
Interferans’in  kesfedilme siireci baslamistir. RNA baskilama mekanizmasinda ekzojenik
antisense RNA’nin Okaryotik endojenik genleri baskilamasinin en ¢ok kabul edilen izahi
antisense RNA’nin mRNA ile hibridize olarak translasyonu inhibe etmesidir [25]. Bununla
beraber 1995’de Guo ve Kempheus, Nematod tiirii bir solucan olan Caenorhabtidis elegans’da
gen ekspresyonunu baskilamak icin sense RNA’nin da antisense RNA kadar etkili oldugunu
tespit etmislerdir [26]. Bu ¢alisma, RNAi1’nin kesfedilmesi ile ilgili en biiyiik bilimsel hamle olan
Fire, Mecllo ve arkadaslarinin Nobel odiilli ¢alismalarina oOnciilik etmistir. 1998’de bu

arastiricilar sense ve antisense RNA’nin sinerjisini test etmek i¢in yaptiklar1 g¢alismada C.
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elegans’a enjekte ettikleri dsRNA karisiminin gen ekspresyonunu baskilamada sense ve
antisense RNA’larin tek basina gosterdikleri etkinin on katindan daha fazla bir potansiyel etkiye
sahip oldugunu gostermislerdir [10]. Arastiricilar, C. elegans’a bir kas proteinini kodlayan genin
belli bir segmentine ait dSRNA enjekte etmislerdir. Bu kas proteininden yoksun C. elegans
solucanlarda fenotipik olarak goriilen segirtme fenotipi dsRNA enjekte edilen solucanlarda da
gbzlenmistir [10]. Bdylece arastiricilar protozoa, meyve sinegi, nematod, bocek, parazit, bitki,
insan ve fare hiicre soylarini iceren hemen hemen biitiin 6karyotlarda gézlenen RNA interferans
fenomenini gostermislerdir [6]. Bu kesifden sonra daha Once bitkilerde transkripsiyon sonrast
gen baskilama (PTGS) [13], funguslarda gen “quelling” [24] ve antisense RNA ile gen
baskilama [25] olarak rapor edilen mekanizmalarin C. elegans’da gozlenen RNAi’nin farklh

sekilleri oldugu anlagilmistir [10, 27].

3. RNA’YA DAYALI GEN BASKILAMANIN BILESENLERI

Yapilan genetik ve biyokimyasal calismalar RNAi, co-supresyon/PTGS ve quelling
mekanizmalarinin islemsel olarak benzer oldugunu ve dsRNA indiikleyici gen baskilama
temeline dayanan bu biyolojik yollarin hemen hemen biitiin Okaryotik organizmalarda var
oldugunu gostermistir. RNA’ya dayali gen baskilama mekanizmasinin bilesenlerinin bazilari
baslatict (initiator) olarak rol alirken, bazilar1 etki edici (effector), ¢cogaltict (amplifier) ya da

iletici (transmitter) olarak gérev yapmaktadir [6].

3.1. Dicer Enzimi

RNAse III riboniikleaz ailesine ait enzimler RNA interferansin ilk adimimi baslatir. Bu
niikleazlar sahip olduklar1 dsRNase aktivitesi ile dSRNA’lar1 siRNA (small interfering RNA) ad1
verilen 21- 23 niikleotid uzunlugunda kii¢iik engelleyici RNA’lara parcalamaktadirlar [28, 29].
RNAse III enzimleri domain yapisina bagli olarak {i¢ sinifa ayrilmaktadir: Bakteriyal RNAse III
enzimi, tek bir katalitik RNase III domaini ve C-terminalinde dsSRNA baglama domaini (dsRBD)
tagirken, Drosha niikleaz enzimi iki katalitik RNase III domaini ve dsRNA baglama domaini
(dsRBD) tasimaktadir. Ik olarak Drosophila melanogaster’den izole edilen Dicer enzimi ise
RNAse III ailesinin ii¢lincli enzim sinift lyesidir [22, 30]. Dicer enzimi dort farkli domaine
sahiptir: Bir N-terminal helikaz domaini, bir PAZ (Piwi/Argonaute/Zwille proteinlerini iceren bir

domain) domaini, iki katalitik RNase III domaini ve C-terminalinde dsSRNA baglama domaini
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(dsRBD) bulunmaktadir [28] (Sekil 1). Dicer enziminin kesim aktivitesinin arka arkaya sirali
olan iki katalitik RNase III domaini tarafindan saglandig: diisiiniilmektedir [11]. Dicer enziminin
sahip oldugu helikaz domaini ise, bu kesim agamasindan ziyade siRNA zincirinin agilmasi ve tek
zincirinin RISC kompleksine aktarilmasi sirasinda rol almaktadir. PAZ domaini bir niikleik asit

baglama domaini olup, dsSRNA’nin enzime baglanmasinda rol almaktadir [30].

Helicase PAZ RNase lll RNaselll dsRBD
[EEmmm————] { — =]

Sekil 1. Dicer enziminin domain yapisi [28].

Dicer enzimi RNA interferansin ilk adimi olan siRNA’larin elde edilmesi fonksiyonunun yant
sira ayni zamanda daha sonraki adimda bu 6ncii molekiillerin RISC kompleksine yiiklenmesinde

de 6nemli rol oynamaktadir [11, 27].

Dicer enzimi fungus, bitki ve memelilerde evrimsel olarak korunmustur [6, 27]. Ancak bunlar
baz1 farkliliklar gosterebilmektedir. Drosophila gibi diisiik 6karyotlarda Dicer enziminin kesim

aktivitesi ATP gerektirirken memeli Dicer enzimi ATP gerektirmez [6, 11, 23, 30].

3.2. siRNA (Small Interfering RNA, Kiiciik Engelleyici RNA)

Hiicrelerde RNAi mekanizmasini uzun dsRNA’lar baslatirken ¢cogu deneysel calismalarda etki
edici molekiiller olarak siRNA’lar kullanilmaktadir [31]. Ornegin C. elegans ve Drosophila’ da
in vitro sartlarda uzun dsRNA’lar kullanilirken memeli hiicrelerine uzun dsRNA’larin (>30 bp)
girisi gen ekspresyonunda spesifik olmayan inhibisyon ve apoptozis araciligiyla hizli hiicre
Olimii gibi antiviral interferon cevaba neden olmaktadir. Bu amagla memeli hiicrelerinde

deneysel aragtirmalarda 30 bp’den daha kii¢iik siRNA’lar kullanilmaktadir [3, 23, 32].

siRNA’lar uygun mRNA degradasyonu icin rehber RNA olarak gorev alirlar [6]. Dicer
enziminin niikleaz aktivitesi ile dsRNA’lar, 5'- fosfat ve 3’- hidroksil uclara sahip ve 3’-
hidroksil uglarinda 2- 3 niikleotidlik ¢ikinti bulunan 21- 23 niikleotid uzunlugunda siRNA’lara
parcalanirlar [29, 33] (Sekil 2). siRNA’nin bu yapisal 6zelligi RISC kompleksine baglanmasi ve

RNAi mekamizmasinin sonraki asamalari i¢in dnemlidir [22, 27]. Ornegin; antisense zincirin 5’
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ucunun modifikasyonu siRNA aktivitesini inhibe ederken kiit uclu siRNA’lar sonraki asamalarda

cok yetersiz bir aracidirlar [27].

> =P T O H-8
a0 LTI

U”'D-S'

Sekil 2. siRNA’nin yapist.

3.3. RISC (RNA- Induced Silencing Complex, RNA Indiikleyici Baskilama Kompleksi)

RISC, niikleaz aktiviteli RNA-multiprotein kompleksi olup asimetrik olarak siRNA’lara
baglanarak uygun siRNA zincirinin rehberliginde komplementer hedef mRNA’y1
parcalamaktadir [6, 11]. Yapisinda endoniikleaz, ekzoniikleaz ve helikaz enzimlerini
icermektedir [9]. Bu kompleksin protein bilesenlerinden birisi Argonaute ailesi liyesi olarak
tanimlanmistir [6]. Argonaute proteinleri iki korunmus domain yapisi icermektedir: PAZ
domaini ayn1 zamanda Dicer enziminde de bulunurken PIWI domaini bu proteinlere 6zgiidiir
(Sekil 3). RISC’in temel bileseni Argonaute proteini mRNA kesimi i¢in temel katalitik bolge
olup bu proteinin PAZ domaini rehber zincirin 3" ucuna baglanmada rol alirken, yapisal olarak
RNase H’1n aktif bolgesine benzeyen PIWI domaini hedef mRNA nin kesiminde rol almaktadir

[31, 34]. Yiksek derecede korunmus olan argonaute protein ailesi iiyeleri Arabidopsis Agol

veya Drosophila Piwi proteinleriyle olan homoloji derecelerine bagli olarak iki sinifa

ayrilmaktadir [11, 34].

Sekil 3. Argonaute proteininin domain yapist.

4.  RNA INTERFERANSIN MEKANIZMASI
RNA interferansin kesfinden itibaren yapilan genetik, biyokimyasal ve biyoinformatik ¢aligmalar

kullanilarak RNAi mekanizmasinin anlasilmasinda 6nemli adimlar atilmistir [34, 35].
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RNAi mekanizmasi, uzun dsRNA’larin RNA niikleazlar tarafindan ~22 niikleotidlik RNA
fragmentlerine (siRNA) parcalandigi bir baslangic adimi ve multiniikleaz RISC kompleksine
katilan siRNA’nin rehberliginde komplementer mRNA’nin parcalanmasinin gerceklestigi bir

effektor adimi olmak tizere iki adimli mekanistik bir modeldir [6, 34].

4.1. Baslangic Adimi

RNAi mekanizmasinin baslangi¢ adimi hiicredeki uzun dsRNA 6ncii molekiiliiniin RNAse III
enzimi Dicer tarafindan 5'- fosfat ve diniikleotid ¢ikintisi bulunan 3’- hidroksil uglara sahip ~22
niikleotidlik  siRNA  molekiillerine pargalanmasi islemidir. Bu islem sitoplazmada
gerceklesmektedir [28, 29, 34]. Dicer enziminin PAZ domaini dsRNA’nin ucuna baglanarak
katalitik RNase III domainleri tarafindan siRNA’lara par¢alanmasi saglanmaktadir [28] (Sekil
4a).

Dicer enziminin katalitik RNase III domaininin yapisina baghi olarak ~22 niikleotidlik
siRNA’larin elde edilmesi ile ilgili bir model sunulmustur [36] (Sekil 4b): Dicer enziminin iki
enzimli bir dimer gibi gorev yaptig1 diisliniilmektedir. Tek bir dicer enziminin arka arkaya sirali
iki katalitik RNase III domaini dsRNA’lar1 siRNA’larin uzunluklarinin yaris1 kadar olan 12- 15
niikleotidlik dSRNA fragmentlerine parcalamaktadir. dSRNA iizerinde antiparalel olarak bulunan
dicer enzimlerinin dort katalitik RNase III domaini (aktif bolge) bir araya gelmektedir. Dimeri
olusturan her dicer enziminin i¢ katalitik domainleri inaktiftir ve geriye kalan katalitik
domainleri ~22 niikleotidlik siRNA’larin elde edilmesi icin birbirlerinden gerekli uzaklikta
bulunmaktadir [6, 22, 36]. Evrimsel olarak korunmus olan dicer enziminin yapisindaki kiigiik
degisikliklerin katalitik domainlerin birbirlerine uzakliklarmi degistirmesi siRNA uzunlugundaki

tiire 0zgii farklilig: agiklamaktadir [22].

RNA interferansin baslangic adimi dicer enziminin ATP bagli aktivitesinin olup olmadigina
bagli olarak organizmalarda farklilik gostermektedir. Drosophila gibi diigiik 6karyotlarda dicer
enziminin kesim aktivitesi ATP gerektirirken, memeli dicer enzimi ATP gerektirmez [6, 11, 23,

30]. ATP gereksinimi endoniikleazlar arasinda dicer enzimine 6zgiidiir. dSRNA’nin siRNA’lara
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parcalanmast sirasinda ATP’nin roliinlin ne oldugu bilinmemektedir. Ancak ATP’nin

siRNA’larin serbest kalabilmesi i¢in gerekli olabilecegi diisiiniilmektedir [37].

Sekil 4. a. RNA interferansin baslangi¢ adim1. b. Dicer enzimi kesim modelinin gdsterilmesi. iki
ayri dicer enziminin (farkli renkte gosterilmistir) ~22 niikleotidlik araliklarla siRNA

kesilmesi ile sonuglanan 2. katalitik domainlerinin inaktivitesi [22].

4.2. Effektor Adimi

RNA interferansin effektor adiminda, ilk asamada iiretilen ¢ift zincirli siRNA’lar baslangi¢
substratt olarak rol alarak RISC adi verilen RNA- multiprotein niikleaz kompleksinin
bilesenlerine baglanmaktadir [6, 34]. Drosophila’da, RISC’in ilk alt birimi olan siRNA’nin
RISC bilesenlerine baglanmasi i¢in dicer enzimi Der-2 ve kiiclik dSRNA baglama proteini R2D2
birlikte calismaktadir. Dcr-2 ve R2D2, siRNA’ya baglanan bir heterodimer formu
olusturmaktadir. Dcr-2, siRNA’nin termodinamik olarak daha stabil olan ucuna baglanirken
R2D2 daha az stabil olan ucuna baglanmaktadir. Bu termodinamik stabilite ve baglanma
asimetrisi RISC kompleksine yiiklenecek siRNA zincirinin se¢ilmesi i¢in dnemlidir. Bu duruma
gore dubleks siRNA’nin 5" ucu daha az stabil olan zinciri rehber zincir olmaktadir. siRNA’nin 5°
ucundaki fosfatin varligt R2D2 baglanmasin1 kuvvetlendirmektedir. Dcr-2/R2D2 heterodimeri
daha sonra RISC’in temel komponenti Argonaute proteini Ago2 ile giderek yer degistirecegi yer
olan RISC yiikleme kompleksine (RISC loading complex, RLC) katilmaktadir [31, 34, 38, 39].
fIk sunulan modellere gore rehber zincirin RLC’de veya Ago2’ye transferi sirasinda yolcu

zincirden ayrildig1 diisiiniilmektedir [31]. Son ¢alismalar siRNA’nin Dcr-2/R2D2’den Ago2’ye
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bir dubleks olarak transfer edildigini ve Ago2’nin hedef mRNA’y1 kesmek i¢in uygun olan
rehber zincirin haricindeki yolcu zinciri RISC kompleksi substratt olarak pargaladigin
gostermistir [39, 40] (Sekil 5). Yolcu zincirin par¢alanmasit Ago2 proteininden bu zincirin
¢ikarilmasi ve ayni zamanda RISC kompleksinin aktivasyonu i¢in énemlidir [39]. Yolcu zincir
parcalandiktan sonra ATP bagli oldugu diisiiniilen bir asamada rehber zincir, tamamen aktif

forma doniisen RISC’de Ago2 ile baglantili olarak kalmaktadir [34].

Hedef mENA

Kesifmis mENA

Sekil 5. RNA interferansin effektor adima.

RISC, rehber zinciri Watson-Crick baz ¢iftlesmesi prensibine goére komplementer hedef
mRNA’y1 bulmak i¢in kullanmaktadir. RISC’in temel komponenti Argonaute proteini mRNA
kesimi i¢in temel katalitik bolgedir. Argonaute proteininin PAZ domaini rehber zincirin 3" ucuna
baglanmaktadir [34, 39]. Yapilan ¢alismalar RISC’in Argonaute bilesenine ait olan bu domainin
baglanirken tek zincirli RNA’nin 3" ucunu veya ¢ift zincirli RNA’nin 2 niikleotidlik 3" ¢ikintisini
tanidigin1 gostermistir [31]. Argonaute’in yapisal olarak RNase H’in aktif bdlgesine benzeyen

PIWI domaini ise rehber zincirin 5" ucuna baglanmaktadir. Boylece argonaute proteini mRNA’y1
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rehber zincirin 5° ucundan Olgerek 10. ve 11. niikleotidler arasindaki fosfodiester bagini
endoniikleolitik olarak kesmektedir [34, 38, 39]. Kesilmis hedef mRNA’nin her iki fragmentinin
RISC kompleksinden serbest kalabilmesi icin ATP gerekmektedir. Kesilmis hedef mRNA’nin 3’
ucu 5'—3" eksoniikleaz XRN-1 (veya onun homologlari) tarafindan, geriye kalan 5" ucu

eksozom olarak bilinen eksontikleazlarin bir kompleksi tarafindan par¢alanmaktadir [32, 34]

5. RNA INTERFERANSIN TEDAVIDEKiI UYGULAMA ALANLARI

RNA interferans canli organizmada mevcut olan dogal bir islem olmakla birlikte ayn1 zamanda
in vitro olarak sentezlenen siRNA’lar kullanilarak endojenik genlerin ekspresyonunu baskilamak
icin kullanilmaktadir. Endojenik genlerin ekspresyonlarinin baskilanmasi fonksiyonel genomik
alaninda gen fonksiyonunu arastirmada énemlidir [11, 41]. Insan genomunun ve yaygin olarak
calisilan bircok model organizmanin genomlarinin belirlenmesi, fonksiyonu heniiz bilinmeyen
cok sayida geni agiga cikarmakla beraber RNAi diger tekniklere gore daha hizli ve ucuz bir
metod olarak fonksiyonel genomik arastirmalarinda ¢ok ideal bir teknik olarak etkin bir sekilde

kullanilmaktadir [1, 41].

RNAi teknigi kullanilarak gen ekspresyonunun baskilanmasi sadece gen fonksiyonunu
aragtirmada degil aym zamanda gen terapisinde de énemlidir [11, 41]. Ornegin; eger bir hastalik
normal bir proteinin fazla miktarda ekspresyonundan ya da mutant bir proteinin
ekspresyonundan kaynaklaniyorsa RNAi spesifik proteinin diizeyini azaltmak veya onun zararl
etkilerini diizeltmek igin kullanilabilmektedir [42]. Ilk uygulamalar onkogenler ve viral
infeksiyonlarda rol oynayan hedef viral genler iizerinde yapilmistir. RNAi’nin tedavi alanindaki
degeri yapilan ¢ok sayida in vitro calisma ile gosterilmistir. Ozellikle RNAi’nin, kanser
hiicrelerindeki hiicre dongiisii i¢in Onemli olan genlerin ve/veya anti-apoptotik genlerin
ekspresyonlarin1 baskilayarak kanserin tedavisinde ve tanisinda kullanilmasi i¢in g¢aligmalar
yapilmaktadir [8]. Bununla birlikte HIV/AIDS, hepatit, SARS, influenza, insan papillomavirus
infeksiyonu gibi viral hastaliklar, Parkinson ve Alzheimer gibi nérodejeneratif hastaliklar,
diyabet ve obezite gibi metabolik hastaliklar, malaria ve romatoid arthritis iizerinde arastirmalar
ve uygulamalar vardir [8, 9]. Yine mevcut antimalariallarin tedavide yetersiz oldugu malaria i¢in

yeni antimalarial ilag tasarim calismalar1 yapilmakla [43] birlikte RNAi tekniginin de vektor-
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parazit arasindaki iliskinin genetik faktorlerini belirlemede etkili olabilecegi ve boylece yeni ilag

gelistirilmesinde 6nemli rol oynayabilecegi diisiiniilmektedir [8].

6.

SONUC

RNA interferans, transkripsiyon sonrasi gen ekspresyonunun susturulmasi/baskilanmasi igin

etkili bir metoddur. Bu mekanizma dogada var olan bir mekanizma olup, ayni zamanda

molekiiler biyolojide gen-protein islevi analizinde, fonksiyonel genomik aragtirmalarinda ve gen

tedavisinde genis bir uygulama alanina sahiptir.

KAYNAKLAR

10.

11.

12.
13.

Kurreck J., Antisense Technologies Improvement Through novel Chemical Modifications, European Journal of
Biochemistry, 270, 1628- 1644, 2003.

Gewirtz A.M., On Future’s Doorstep: RNA Interference and The Pharmacopeia of Tomorrow, The Journal of
Clinical Investigation, 117 (12), 3612- 3614, 2007.

RNA Interference, 2005/2006 Dharmacon Applications Handbook and Catalog, pp. 3- 5, 2005.

Mallery C., RNAI. Interference RNA, Department of Biology, University of Miami, Coral Gables, FL 33124,
http://fig.cox.miami.edu/~cmallery/150/gene/siRNA.htm, March. 2007.

Atalay A., RNA Interferans Kursu, s. 25, Ankara Universitesi Biyoteknoloji Enstitiisii Yasam Bilimleri Kurslari
Serisi, Ankara, 2007.

Agrawal N., et al., RNA Interference: Biology, Mechanism, and Applications, Microbiology and Molecular
Biology Reviews, 67 (4), 657- 685, 2003.

Zeng Y., Cullen B.R., RNA Interference in Human Cells is Restricted to The Cytoplasm, RNA, 8, 855- 860,
2002.

Reddy L.S., Sarojamma, V., Ramakrishna, V., Future of RNAi in Medicine. A Review, World Journal of
Medical Sciences, 2 (1), 1- 14, 2007.

Karagiizel A., Kalay E., Celep F., RNA Interferans (RNAi): Gen Sessizlestirilmesi ve Tedavi Edici
Uygulamalari, Uludag Universitesi Tip Fakiiltesi Dergisi, 33 (1), 41- 44, 2007.

Fire A., et al, Potent and Specific Genetic Interference by Double-stranded RNA in
Caenorhabditis elegans, Nature, 391, 806- 811, 1998.

Khanna D., Balgir P.P., Gurlovleen K., RNA Interference: An Ancient Mechanism For Novel Therapeutics,
The Internet Journal of Genomics and Proteomics, 2 (2), 1- 45, 2007.

Couzin J., Breakthrough of The Year: Small RNAs Make Big Splash, Science, 298 (5602), 2296- 2297, 2002.
Napoli C., Lemieux C., Jorgensen R., Introduction of A Chimeric Chalcone Synthase Gene Into Petunia Result
in Supression of homologous Revesible Co-supression of Homologous Genes in Trans, The Plant Cell, 2, 279-

289, 1990.



46

14.

15.

16.

17.

18.
19.

20.

21.

22,

23.

24,

25.

26.

27.

28.

29.

30.

31.
32.

33.

Rna Interferans (Rnai)

Alexander R., et al., An Anti-sense Chalgone Synthase Gene in Transgenic Plants Inhibits Flower Pigmentation,
Nature, 333, 866- 869, 1988.

Jorgensen R.A., Altered Gene Expression in Plants Due to Trans Interactions Between Homologous Genes,
Trends Biotechnology, 8, 340- 344, 1990.

Van Blokland R., et al., Transgene-Mediated Supression of Chalcone Synthase Expression in Petunia hybridia
Results From An Increase in RNA Turnover, Plant Journal, 6, 861- 877, 1994,

Metzlaff,M, et al., RNA-Mediated RNA Degradation and Chalcone Synthase A Silencing in Petunia. Cell, 88,
845- 854, 1997.

Ruiz M.T., et al., Initiation and Maintenance of Virus- induced Gene Silencing, Plant Cell, 10, 937- 946, 1998.
Angell S.M., Baulcombe D.C., Consistent Gene Silencing in Transgenic Plants Expressing A Replicating Potato
Virus X RNA, EMBO Journal, 16, 3675- 3684, 1997.

Dougherty W.G. et al., RNA-Mediated Virus Resistance in Transgenic Plants: Exploitation of A Cellular
Pathway Possibly Involved in RNA Degradation, Molecular Plant Microbe Interactions, 7, 544- 552, 1994.
Kumagai M.H. et al.,, Cytoplasmic Inhibition of Carotenoid Biosynthesis With Virus-Derived RNA,
Proceedings of the National Academy of Sciences of  the United States
of America, 92, 1679- 1683, 1995.

Hannon G.J., RNA Interference, Nature, 418, 244- 251, 2002.

Betz N., RNAi: RNA Interference, Promega Notes, 83, 33- 36, 2003.

Romano N., Macino, G., Quelling: Transient Inactivation of Gene Expression in Neurospora crassa by
Transformation With Homologous Sequences, Molecular Microbiology, 6, 3343- 3353, 1992.

Fire A., et al., Production of Antisense RNA Leads to Effective and Specific Inhibition of Gene Expression in
C. elegans Muscle, Development, 113, 503- 514, 1991.

Guo S., Kemphues K.J., par-1, A gene Required For Establishing Polarity in C. elegans Embryos, Encodes A
Putative Ser/ Thr Kinase That is Asymmetrically Distributed, Cell, 81, 611- 620, 1995.

Szweykowska- Kulinska Z., et al., RNA Interference and Its Role in The Regulation of Eucaryotic Gene
Expression, Acta Biochimica Polonica, 50 (1), 217- 229, 2003.

Bernstein E., et al., Role For A Bidentate Ribonuclease in The Initation Step of RNA Interference, Nature, 409,
363- 366, 2001.

Zamore P.D., et al., RNAi: Double-Stranded RNA Directs The ATP Dependent Cleavage of mRNA at 21 to 23
Nucleotide Intervals, Cell, 101, 25- 33, 2000.

Zhang H., Biochemistry and Modeling of Human Dicer, A Key Protein Involved in RNA Interference, Ph.D.
Thesis, Philosophisch-Naturwissenschaftlichen Fakultaet der Universitédt Basel, 2004.

Filipowicz W., RNAi: The Nuts and Bolts of The RISC Machine, Cell, 122, 17- 20, 2005.

Black D., Newbury S., RNA Interference: What It is and What It Does, A Potent Gene Regulator, The
Biochemist, 26 (5), 7- 10, 2004.

Elbashir S.M., et al., RNA Interference is Mediated by 21- and 22- Nucleotide RNAs, Genes & Development,
15, 188- 200, 2001.



34.
3s.

36.

37.

38.

39.

40.

41.

42.
43.

R. Giindogdu, V. Celik/ Erciyes Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii Dergisi 25 (1-2) 34 - 47 (2009) 47

Ambion, Applied Biosystem, http://www.ambion.com/techlib/resources/RNAi/overview/2.html, 2008.

Kim K., et al., Conversion of Pre-RISC to Holo-RISC by Ago2 During Assembly of RNAi Complexes, RNA,
13,22- 29, 2007.

Blaszczyk J., et al., Crystallografic and Modeling Studies of RNase III Suggest A Mechanism For Double-
Stranded RNA Cleavage, Structure (Camb.), 9, 1225- 1236, 2001.

Zhang H., et al., Human Dicer Preferentially Cleaves dsRNAs at Their Termini Without A Requirement For
ATP, EMBO Journal, 21, 5875- 5885, 2002.

Hutvagner G., Small RNA Asymmetry in RNAi: Function in RISC Assembly and Gene Regulation, FEBS
Letters, 579 (26), 5850- 5857, 2005.

Rand T.A., et al., Argonaute2 Cleaves The Anti-Guide Strand of siRNA During RISC Activation, Cell, 123,
621- 629, 2005.

Gregory R.1,, et al., Human RISC Couples MicroRNA Biogenesis and Posttranscriptional Gene Silencing, Cell,
123 (4), 631- 640, 2005.

Downward J., RNAi and Cancer Research, The Biochemist, 26 (5), 12- 14, 2004.

Eggleston A., RNAi Therapy Collection, Nature Collections, p. 54, Sept. 2005.

Celik V., Analysis of Active Site Loop Amino Acids of Enzyme Plasmodium falciparum Lactate
Dehydrogenase by Site-Directed Mutagenesis Studies, Firat Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii, 2004.



