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RNA interferans (RNAIi): Gen Sessizlestirilmesi ve

Tedavi Edici Uygulamalari
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OZET

RNA interferans (RNA girisimi=RNAi), memeli hiicrelerinde transkripsiyon sonrasi gen sessizlestirilmesi i¢in giiglii bir vital alettir.
Kiiciik interfering RNA veya siRNAs, hedef gene komplemanter bir kodlayic1 dizi tasir. RNA interferansin tedavi edici potansiyel degeri
¢ok sayida in-vitro ¢alismalarda ve in vivo denemelerde gosterilmistir. Diger yandan viral, nérodejeneratif, inflamator ve otolimmin

hastaliklarda gen sessizlestirilmesi gosterilmistir.

Anahtar Kelimeler: RNA interferans. siRNAs. Gen sessizlestirmesi. Fonksiyonal genomiks.

ABSRACT

RNA interference (RNA1), is a powerful vital tool for post-transcriptional gene silencing in mammalian cells. Small interfering RNA, or
siRNA, includes the coding sequence which is complemantery to the target gene. The potential therapeutic value of RNAi has been
demostrated on a wide variety of in vitro and in vivo studies. On the other hand gene silencing, has been shown in viral, neurodegenerative,

inflammatory and outoimmune diseases.
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mRNA seviyesinde gen expresyonunun durdurulmasi
i¢in kullanigh bir metodun bulunmasi, son 15 yilda
molekiiler biyologlarin riiyast olmustur. Bu giin RNA
interferans (RNAi) = RNA girisimi; modern biyolo-
jide ve tipta nemli gelismelere yol agacak bir feno-
men olarak diisiiniilmektedir. RNAI, gen fonksiyonu
(fonksiyonel genomiks) aragtirmalarinda {iizerinde
yogun arastirmalar yapilan yeni bir alandir. RNAI,
Science dergisi tarafindan 2001 de “yilin molekiili”
ve “2002 yilinin en 6nemli bilimsel hamlesi” secil-
mistir. M.I.T.’den Nobel 6diillii Prof. Dr. Phillip
Sharp, “RNAI, son on yilin en heyecan verici kesfi-
dir” demistir.

RNAI, genetik transformasyon caligmalari sirasinda
ortaya ¢ikan dnemli bir bulustur. iki botanikci Napoli
ve Stuitje gruplari, bitkilerde chalcone synthase (chs)
geninin over-ekspresyonunu konusunda bir rapor
yaymlamiglardir.  Bu  arasgtiricilar,  petunyada
pigmentasyonu katalizleyen enzimlerin etkilerini, gen
(chs geni) ilave ederek artirmak istemislerdir. Ne
zaman daha mor petunyalar elde etmeyi denemislerse
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bazen beklenmeyen ters sonuglar (daha beyaz petun-
yalar) elde etmislerdir'?. Bu mekanizma, o zaman
sirrinl korumasia karsin, daha sonra Jorgensen ve
Ark. bunun sebebinin chalcone synthase geni (chs)
icindeki dsRNA boélgesinin dejenerasyonunun bir
sonucu oldugunu ve bunun bir PTGC (yazilim sonra-
st gen sessizlestirilmesi) ile ilgili olabilecegini rapor
ettiler. (chs geninin Over-expresyonunun baskilan-
masr’).

Sekil 1.
Petunia’da chs geninin ekspresyonunun baskilanmasi
ile degisen pigmentasyon’.

Nature Reviews | Genetics

Sekil 2.
Bir satellit-virus silencing sistem ile infekte edildik-
ten 4 hafta sonra tiitiin bitkisinin fenotipik goriiniisii'®.
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Daha sonra, MIT den Craig Mello ve Washington
Carnegie Enstitiisii'nden Andrew Fire bir nematod
olan Ceanorhabditis elegans’ta dSRNA nin, gen eks-
presyonunu spesifik ve selektif olarak inhibe ettigini
ilk defa deneysel olarak gosterdiler’. Burada pigment
iireten gen, gliclii bir promotorun kontrolii altindadir.
Bu fenomen aslinda bir co-supresyondur ve ilgili
homolog gen baskilanmistir. Son yillarda yapilan
aragtirmalar ile, etkili gen sessizlestirme mekanizma-
st birgok tiirde basart ile gosterilmistir, bunlar:
Funguslar (Neurospora), bitkiler (Petunia, Nicotiana,
Arabidopsis), omurgasizlar (Caenorhabditis elegans,
Drosophila, Paramecium, Trypanosoma) dir. Bu
modeller artik memelilere de uygulanmaktadir®.
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Sekil 3.

C. Elegans 'ta hedef mMRNA diizeyinin
se¢ilmis dsRNA ile rediiksiyonu.
(bir kas-expresyon geni unc-22)*

Bir hedef genin transkriptinin, sekans spesifik (diziye
0zgii) bir iligki temelinde, ¢ift zincirli RNA (dsRNA)
ile durdurulmasi olayi, RNA interferanst (RNAi)
olarak tanimlanmaktadir®. dsRNAI, aslinda hiicrede
normal bir savunma sisteminin katalitik yolunu akti-
ve eder. Bu islemin temeli, hedef mRNA zincirine
komplementer bir dsRNAi nin tek zincirini kullan-
maktir, (antisense zincir, 21 baz). Bu islemde dsRNA,
aktarildig: hiicrelerde kiigiik interfere edici RNAI lere
pargalanir. Bunlara siRNA (small interfering RNA)
denir. Olay bir hiicresel mekanizmadir ve hiicrede
olduk¢a komplike bir biyolojik regiilatér makine
olarak gorev yapar. RNA interferans, istenmeyen
yabanci genlerin (eksternal RNA lar ve viral genler,
transpozonlar v.b. gibi molekiiler parazitler) elimine
edilmesi ve ayni zamanda gen -ekspresyonunun
transkripsiyonel regiilasyonunda hiicrede kullanilan
bir mekanizmadir.

RNA interferansin Mekanizmasi
Insanda 250 civarinda genin dsRNA ve mikro RNA

ekspresyonu yaptigmi biliyoruz. Interferansta énemli
nokta; hedef mRNA i¢inde dogru 21 nukleotidlik
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komplemanter sekansin bulunmasidir, (21-base target
site). RNA interferans iki dnemli adimda gergeklesir:
Birinci adim; genis dsRNAs’nin 21-23 nukleotidli
kiigiik RNA lara ayrilmasidir. ikinci adim ise; hedef
mRNA nin belirlenmesi ve yikilmasidir.

Meyve sineginde (Drosophila) yapilan c¢aligmalar
gostermistir  ki; RNAase III familyasi enzim
(DICER) ve nukleaz aktiviteli multiprotein komplek-
si (RISC= RNA- Induced Silencing Complex) bu
islemde iki 6nemli oyuncudur’®. dsRNA nin siRNA
lara kesilmesi bir ATP- bagl nukleaz enzimce kata-
lizlenir. Bu enzim RNase III familyast nukleaz veya
DICER diye adlandirilir. B u proteinin N- terminali
bir Helikaz domeini, C- terminali ise dsRNA-
binding domeini tagir. Ayrica tandem RNase III
domaini tasir. PAZ domaini RNA ya baglanir.

RISC (RNA- induced silencing complex = RNA
tetikli sessizlestirme kompleksi), nukleaz aktiviteli
RNA-multiprotein kompleksidir, (500 kDa). Yapi-
sinda endonukleaz, exonukleaz ve helikaz enzimleri-
ni icerir. si RNA etkisi ile komplementer hedef
mRNA’y1 belirler ve bozulmasini tetikler.
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Sekil 4.
Dicer’in domein striiktiirii®

RISC (RNA- induced silencing complex = RNA
tetikli sessizlestirme kompleksi), nukleaz aktiviteli
RNA-multiprotein kompleksidir, (500 kDa). Yapi-
sinda endonukleaz, exonukleaz ve helikaz enzimleri-
ni igerir. si RNA etkisi ile komplementer hedef
mRNA’y1 belirler ve bozulmasini tetikler.
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Sekil 5.
RISC kompleksinin diisiiniilen modeli®



RNA interferans
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RNA sessizlestirme mekanizmasinin genel isleyigi. 3

RNA interferansin mekanizmasit bes temel islem
halinde 6zetlenebilir, bunlar®:

1. dsRNA tanima ve tarama prosesi.

2. dicer-RDE-1 (RNAI deficient-1) yani bir RNase
I familyas1 enzim esliginde ¢ift zincirli
dsRNA’nin taninmasi ve kesilmesi,

3. siRNAs iiretimi: 21-23 nukleotid uzunlugunda
RNA larin olugmast,

4. siRNA-RISC  kompleksi ikilisinin  spesifik
komplemanter mRNA boélgesi ile bilesmesi,

5. RISC igindeki exonukleazlar tarafindan hedef
mRNA’nin tahrip edilmesi ve RISC kompleksinin
yeni bir iglem i¢in bagsa donmesi.

RNAi’nin Memelilerde Uygulanmasi ve
Tedavi

RNAI bir cok omurgasiz tiiriinde oldukca aktiftir.

Son yillarda bu teknolojinin memelilere adapte edil-
mesi bir hayli cezbedici bir alan olmustur’. RNAi in
terapotik degeri Ozellikle in vitro uygulamalarda
defalarca gosterilmistir. In vivo uygulamalar umut
vericidir ancak henliz emekleme asamasindadir.
Memelilerde viral infeksiyonlara karsi koruyucu

fenomenler olarak gelistirilen interferon vevap
(transenfekte hiicrelerde non-spesifik mRNA dejene-
rasyonuna yol acar) ve apoptozisin uyarilmasi prob-
lemini asmak i¢in interferans, uzun dsRNA uyaril-
madan yapilmalidir. Bu yiizden DICER adimi bypass
edilerek sentetik siRNA lar kullanilmaktadir. siRNA
lar, bu giin memeli hiicrelerinde ¢ok sayida gen eks-
presyon calismalarinda kullanilmaktadir ve bir ¢ok
metotla elde edilebilmektedir:

1- Kimyasal sentez (siRNA Construction kits).
2- In-vitro transfeksiyon,
3- DICER ile uzun dsRNA larin kesimi

4- DNA temelli vektor kasetlerle (Plazmid ve viral)
hiicre iginde iiretim,

Secgilen mRNA da hedef bdlgeyi bulabilmek igin ¢ok
sayida siRNA, mRNA’nin ¢esitli bolgeleri i¢in de-
nenmektedir. Homolojinin derecesini belirlemek i¢in
yapilan caligmalarda bu giin microarray teknolojisi
kullanilmaktadir.

Uygulamalarda iki temel alan vardir. Bunlardan birisi,
RNAI temelli yeni ilaglarin dizayni calismalaridir.
Konu ile ilgili olarak yogun arastirmalar devam et-
mektedir. RNAi -temelli oligonukleotidlerin hedef
hiicreye verilmesinde problemler vardir: verilme
miktari, immiin cevap, hiicre membranindan trans-
port v.b.gibi. Oncelikli amag, hedef genler i¢in genis
dsRNA ve RNAI Kkiitiiphanesinin olugturulmasidir.
2004 yili satis 850 milyon $, 2015 yilinda beklenen 6
milyar $ dir. Digeri ise RNAi temelli tedavi ¢aligma-
laridir. Bu uygulamada temel strateji; zararli protein-
lerin sentezinin ilgili genin sessizlestirilmesi ile 6n-
lenmesidir. Ik uygulamalar onkogenler ve viral
infeksiyonlarda hedef viral genler {izerinde yapilmis-
tir. RNA inin tedavi edici degeri ¢ok sayida in-vitro
caligmada gosterilmistir. Ozellikle gen sessizlestir-
mesi viral hastaliklarda uygulanmistir, (HIV/AIDS,
influenza, insan papillomavirus infeksiyonu, hepatit,
SARS). Diger yandan ndrodejeneratif hastaliklar
(Parkinson. Alzheimer gibi), kanser, romatoid
athridis, otoimmun hastaliklar iizerinde de arastirma-
lar ve uygulamalar vardir. HIV- infekte akyuvarlarda
ex-vivo uygulamalar gibi. Diger yandan kanser, HIV
infeksiyonu, SARS, romatizma, grip, astim, hepatit-C,
kas  distrofileri,  molekiiler  dejenerasyonlar,
Alzheimer, c¢igek v.b. gibi hastaliklarda hayvan de-
neylerinde ve insanlara uygulamalarda @imit veren

gelismeler vardir®"”.

Sonug olarak; “Yazilim sonrasi gen sessizlestirmesi
(Post trancriptional gene silencing=PTGS)” veya
“RNA girisimi (RNA interference = RNAIi)”, gen
expresyonunun durdurulmasi i¢in kuvvetli bir vital
alettir ve gen ekspresyonunun inhibisyonunda yeni
bir yaklasimdir. Bu konudaki ¢alismalarin baz1 hasta-
liklarin tedavisinde yeni ufuklar agmasi beklenmek-
tedir.
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