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Antisens Teknolojisi

ismail Karaboz', Caner Colak?

Giris

Antisens teknolojisi insan, hayvan ve bitkilerdeki hastaliklarin daha spesifik tedavisi
ve yeni kesifleri icin ayrica, fonksiyonel genomik ¢alismalar icin ¢ok gucli silahlardan
olusan uygun tekniklerdir. Antisens teknoloji olarak bilinen yontemde, antisens RNA
molekdullerinin hedef genin RNA mesajina spesifik olarak baglanarak gen ifadesinin
molekuler duzenlenisine engel olunmaktadir. Hastaliklarin olusumunda buyuk bir
paya sahip olan proteinlerin Uretimini durdurmak icgin bu teknoloji, oligonukleotidler
olarak adlandirilan modifiye olmus ya da olmamis DNA/RNA segmentlerinin
kullanimini icermekte ve hucre iginde, nukleus ve protein Uretim bolgeleri arasindaki
genetik bilginin iletimini bloke etmektedir (1). Antisens nikleik asit sekanslarinin
hedef olacak spesifik MRNA’ ya baglanmasi veya hibridizasyonu, genin genetik
mesajinin kesilmesine yol agmaktadir. Bir genin genetik mesajinin hicresel proses
ile kesilmesi “Knock - Down” veya “Knock — Out” olarak isimlendirilir. Bu proses, bu
genin igleyisini saptamak icin arastiricilara olanak saglamistir. Diger bir onemli
antisens teknolojisi ise"RNA interferens" olarak adlandirilir. Antisens alanindaki
arastirmalar RNAi (RNA interferens) ’'nin kesfi ile hiz kazanmigtir. Dogal olarak
olusan bu mekanizma sekansa spesifik olup ilk kez Caenorhabtidis elegans
nematodunda kesfedilmigtir.

Cogu ilag (Drug) proteinlere baglanirken, antisens molekuller kendilerine
komplementer hedef RNA ile eslesirler. Antisens oligontkleotidler mRNA’ nin
translasyonunu bloke eder veya RNAaz — H ile mRNA’ nin degredasyonuna neden
olurlarken, ribozim ve DNA enzimleri hedef RNA’ yiI keserler. RNAi yaklasimlari,
RISC ile etkilesen siRNA (small interfering RNA) molekulleri ile gerceklegtirilir (2).

Antisens Oligonukleotidler

Oligonukleotid bazli antisens tekniklerin bircok ortak yani vardir ve genetik mesajin
eleminasyonu veya baskilanmasi uUzerine ¢ok basarili yontemler uygulanmistir.
Sentetik oligonukleotid sekansin antisens etkisi 1970 yillarinda Zamecnik ve
Stephenson tarafindan gdsterilmistir. Bu arastirmacilar Rous Sarcoma virusin (RSV)
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35SRNA'’ sinin 5’ ve 3’ uclu nikleotid sekansini kullanarak viral integrasyonda énemli
olarak gorunen 21 nukleotidlik tekrarlayici sekanslari identifiye etmisler ve viral
sekansin bir kismina komplementer olan d(AATGCTAAAATGG)13 mer ik
oligonukleotidi sentezlemiglerdir. Bu sentetik oligonukleotid sekansi RSV ile enfekte
olmus fibroblast hicre kilturlerine verildiginde, viral Gretim blyuk oélgtde inhibe
olmustur. Boylece arastirmacilar nemli sekanslara hibridize olarak onlari bloke eden
oligonukleotidlerin viral integrasyonu inhibe ettigi sonucuna varmiglardir. Hucreye
verilen bu oligonukleotide “hibridon” ad1 verilir (1).
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Sekil 1. Farkh antisens stratejilerinin karsilagtiriimasi

Sentetik oligonUkleotidler, genetik proseslerde bir ajan olarak kullaniimak isteniyorsa
bir takim konular aydinlatiimalidir. Bu konularin en 6nemlisi “Kalicilik’tir. Sentetik
oligonukleotidler yabanci bir hucreye verildiklerinde hemen endonukleazlara yem
olurlar. Onun igin bu oligonukleotidlerin endonukleazlardan korunmasi gerekir.
Mamkin olan koruma modifikasyonlari 2003 yilinda Kurreck tarafindan 3 tip oldugu
ortaya ¢ikmistir.

Birinci sinif modifikasyon, DNA ve RNA nukleotidlerindeki baz veya fosfat baglarinin
degisimidir. DNA nUkleotidlerinde olmayan, RNA nukleotidlerindeki 2’(OH) hidroksil
grubu olan (Riboz) modifiye edilebilir. Bu modifikasyon, nukleaz degredasyonuna
kargi bir tar kamuflajdir. 1969 yilinda arastiricilar fosfat baglarinda kopru
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olusturmayan oksijen atomundan birini sulfir ile yer degistirmiglerdir. Bu
modifikasyon insan serumunda 10 saatin Uzerinde nukleazlara kargi dayanikl bir
sekilde kalmis, ayni sekansa sahip modifiye olmamis oligonikleotid ancak 1 saat
kalabilmigtir. Bu modifikasyona fosforotiat denmigtir. 1990 yillarinda bagka
arastiricilar kulttre edilmis hlcrelerde HIV replikasyonuna karsin fosforotiatin etkili
bir hibridon oldugunu bulmusglardir. Diger yandan, fosforotiatli ntukleotidler azda olsa
hibridizasyon kinetigi dusik ve spesifik olmayan proteinlere baglanarak sitotoksik
etkiye neden olan dzelliklere sahiptirler (1). ikinci sinif modifikasyon, Riboz sekerinin
2" pozisyonundaki alkil modifikasyonlar iceren RNA nUkleotidleridir. Bu
modifikasyonlarin en 6nemli ikisi, 2’-O-metil (OMe) ve 2’-O-metoksi-etil (MOE)RNA’
laridir. Modifikasyona ugramis antisens oligonukleotidlerin hibridizasyon afinitesi
arttinimig ve daha dusuk bir toksik etki yaratmislardir. 2’-O-alkil modifikasyonlarinin
en onemli eksikligi, en gugli antisens mekanizmasi olan RNAaz-H kesimine elverigli
olmamasidir. Buna kargin avantaji da, istenmeyen c¢esitli kesimleri baskilayarak bazi
proteinlerdeki beklenen degisik kesimlerin ifadesini arttirmasidir. Antisens etki igin,
RNAaz-H kesimi, nukleazlara dayaniklilik icin 2’-O-alkil modifikasyonlarinin tercih
edilmesi arastiricilari yeni bir modele ihtiyaglari oldugu gergegini ortaya ¢ikarmis ve
arastirmacilar, bu her iki karakteristigi bir araya getirerek antisens oligonukleotid
formunda hibrid bir oligonukleotid olusturmuslardir. Bu oligontkleotid nukleazlarin
degredasyonundan internal blogu koruyan 2’-O-metil ile modifiye olmus
ribondkleotidler ile, RNAaz-H kesimini uyarmak icin deoksinukleotidlerin merkezi
bloklarini icermektedir(1). Bu model diger antisens konularina cevap olusturmak igin
henltz gelismemistir. Modifiye olmamis oligontkleotidler, DNA:DNA ve DNA:RNA
dublekslerini olustururken , DNA ve RNA hedeflerinin taninmasina yuksek afinite
saglayan cesitli modifikasyonlarin sentezleri bayluk ¢aba gerektirmektedir. Modifiye
olmamig DNA:DNA ve DNA:RNA dubleksleri ile karsilastiriidiginda, DNA ve RNA’lara
hibridize oldugunda termal stabilitesi yukselmis bir c¢esit nikleik asit analogu
geligtiriimigtir. Bu modifikasyon Uguncu sinif antisens oligonukleotidleri olusturur. Bu
sinif 4’e ayrilir. Peptid nukleik asitler (PNAs), 2’-floro N3-P5’-fosforoamidler, 1’, 5'-
anhidroheksitol nukleik asitler (HNAs) ve locked nukleik asitler (LNA)'dir. 3.sinif
modifikasyonlar ile hibridizasyonda termal stabilite artmis ve hedefin taninmasi
zenginlegmistir. Bu tipler arasinda engok bilinen PNA'dir (1991). Seker fosfat baglari
poliamid baglari ile timuyle degismistir. Bu olusumlar stabiliteyi arttirici ve yuksek
hibridizasyon kinetigi saglarkan, hucreye verilimi ve RNAaz H kesim mekanizmasi
icin elverigli degildir. PNA’lar, fosforotiat ve 2’-O-alkii RNA’lardan sonra Uzerinde
cahisilmis ve basari saglanmis olugsumlardir (2002). Bu 3.sinif olugsumlar arasinda en
yeni olan LNA’lardir. LNA’larda da termal stabilitenin arttigi ve hedef taninmasinin
zenginlesgtigi goralmastar (1).

RNA interferens (RNAI)

lag sanayi, tedavi amaghh gen baskilanmasi igin her gegen gin kendini
yenilemektedir. Daha Onceki arastirmalar, antisens oligonukleotid ve ribozimleri
kapsayan sekansa — spesifik RNA baskilanmasi Uzerineydi. Bazi pozitif sonuglar, bu
ila¢g platformunda elde edilirken, stabilite, hedefi bloke etme potansiyeli, hlcreye
iletimi ve hedef sekans secimi gibi teknik konular, klinik olarak ilaglarin etkinliginin
gelisimini yavaslatmistir. Son yillarda, nuUkleik asit bazli gen inhibisyon
yaklagimlarinin klinik olarak gelisiminde yeniden bir etki yaratma potansiyeline sahip
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olan RNA interferens (RNAI), gen regulasyonunun yeni bir mekanizmasi oldugu
gergegini ortaya c¢ikarmistir (3).

DNA pre-mRNA mRNA Protein A. Normal trans.kripsiyon ve
translasyon prosesi

A
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c. C. pre—=mRNA hedeflenmesi ile
" IIIT - %%* M olgun  mRNA'nin  olusumunun

engellenmesi

D.
T =P 777 =P Bz F D. Translasyonel aparatirlerin

engellenmesi ile translasyonun

" I = -z = bloke edilmesi
* E. RNAaz- H ile mRNAnin
I A etkilesimi sonucu translasyonun

7z onlenmesi (1).

Sekil 2. Spesifik bir genin antisens “knock down” stratejileri

RNAI, bitkilerde, solucanlarda, mayalarda ve insanlar arasinda yuksek oranda
korunmusg, dogal olarak olusan biyolojik bir prosestir. Hucre iginde iki bolumden
olusan bir yol izine sahiptir. Hicrede olusan 6ncul dubleks RNA molekulu ilk olarak,
Dicer endonukleaz ile 21-23 nukleotidlik kisa fragmentlere ayrilir. siRNA (short
interfering RNA) olarak bilinen bu effektor RNA’ lar, RNA uyarici protein kompleksi ile
etkilesir (RNA inducing silencing protein compleks; RISC). Bu protein kompleksi,
siRNA’'nin bir ipligini lider sekans olarak kullanarak, hedef homolog RNA’lari
kesmektedir. Bitkilerde, RNAIi hicre savunmasinda rol oynar; virus infeksiyonundan,
transpozonlardan (sigrayict gen) ve tekrarlayici sekanslarin uygun olmayan
ifadelenmesinden, hlcreyi korumaktadir. Memeli hucreleri de benzer savunma
sistemine sahiptir. Bu endogenik RNA’lar, veya miRNA (microRNA ), dicer tarafindan
siRNA effektorlerine donustiralir ve gesitli hicresel proseslerde drnedin, ¢cogalma,
apoptozis ve farkllasmada gorev yapan genlerin ifadesinin dizenlenmesinde rol
oynar. siRNA molekulleri, kimyasal olarak sentezlenip ekzogenik olarak memeli
hicrelerine verildiginde, hucresel RISC kompleksine maruz kalir ve siRNA’ya
homolog olan RNA’larin pargalanmasina aracilik eder (3).

RNAI, gen isleyisinin validasyonu ve hizli identifikasyonunda, hedef ila¢ kesfinde,
biyolojik kaynak olarak devrim yapmig, hatta 2002 yilinda, “Science Magazine”

tarafindan “yilin kesfi” olarak nitelendirilmistir ve bazi sirketler, RNAi bazli tedaviler
gelistirme yonunde adimlar atmigtir (3).

RNAi Tedavisinin Avantajlar
Spesifitesi

Sekans bazli gen inhibisyon teknolojilerinin potansiyel avantajlarindan birisi, herhangi
bir gen igin tedavi amagh dizayn edilebilmesidir. Ozellikle, tek bir allelde mutasyonla
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olusan onkoloji ve genetik norolojik hastaliklar alaninda sadece defektif genin
ifadelenmesini secici olarak bloke etme firsati yaratilmistir. Bunun yaninda, tek bir
polimorfizim ile ayird edilebilen hedef sekansi identifiye etmek 6nemsiz dedgildir.
Ayrica, optimal siRNA’ nin hedef sec¢imi limitli olsada, RNAi aktivitesi 6nemli
sayllmaktadir. Kanser ve norolojik hedefler de, allele spesifik olacak kadar yeterli bir
spesifiteye sahiptir (2).
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Sekil 3. Memeli sistemlerindeki RNA interference mekanizmasi (4)
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Potansiyel Etkinligi

Optimal dizayni ve hedef sekans seciminde kurallardaki farkliliklardan dolayi gen
inhibisyon teknolojisinin etkinligini direk olarak karsilagtirmak zor olmakla birlikte,
RNAI bazl inhibisyon, antisens oligonukleotidler ile basariimis ¢alismalardan daha
etkindir (2).

Degiskenligi

RNAI hedef bdlgelerini identifiye etme kolayli§i, RNAV' nin slUper etkinligi ile iligkili
olabilir. Optimal RNAI etkinliligi igin gerekli olan kurallar saptanmis olsa da, CG igerigi
ve 3’ uglarinin kompozisyonu temel parametreler olarak kargimiza ¢gikmaktadir. Diger
yandan, ribozim ve antisens oligonukleotid hedef sekanslarini identifiye etmek, kesim
icin gerekli olan 6zel sekans motiflerinin uygunlugu ile sinirlandiniimistir. Bir grup
gende bulunan multipli sekanslari uyarabilen RNAi — bazli inhibisyon ile degiskenlik
daha kolaydir (2).

RNAi Tedavisinde One Cikan Noktalar
Hiicreye iletimi

Hucreye verilim problemi, sadece RNAI tedaviye 6zgu degildir fakat, RNAi bazl
ilaglarin klinik olarak kullanimina 6nemli bir engel olarak goriimemektedir(2).

RNAI Effektorleri

RNAi effektorleri, 2 farkli yaklasimla hiicreye verilmektedir. ilki, laboratuvarda
sentezlenmis siRNA’lar bir ilag gibi verilir. Digeri ise, gen terapi yaklagimi yani,
shRNA (small hairpin RNA) kodlayan DNA, hticrelere verilir ve boylece shRNA’ nin
hicre ici ifadelenmesi baslatilmig olur. Daha sonra shRNA'’ lar, konukgu hicre
tarafindan aktif sSiRNA’ ya donustartlir. DNA yaklasiminin potansiyel avantaji, verilen
plasmid DNA’larin yuksek stabilite icermesidir yani, her bireysel DNA kalibindan
sentezlenmis olan shRNA’ larin buylk miktarini igeren hicresel amplifikasyon
basamagindan olusmaktadir. Ilaveten, ister genoma integre olan, ister epizomal
formda replike olabilen DNA’ yi stabil ifade vektori seklinde vermek de mimkuanduir

(2).

Lokal Verilimi

Antisens ilaglarin basarili lokal uygulamasina en iyi 6rnek olarak “goz” verilebilir. Goz
icine direk olarak siRNA’larin lokal injeksiyonu ile, yasla iligkili olusan makular
dejenerasyonun RNAI bazli tedavisi gelistiriimis ve ayrica, merkezi sinir sistemi igine
direk iletimi de mUimkundar (2).

Sistemik iletimi

Sistemik verilim, siRNA'nin stabilizasyonuna, effektoriun istenen dokuyu hedef almasi

ve hucresel alinimin kolayligina gereksinim duyar. siRNA ilaglarinin hucresel alinimi
ve stabilitesini geligtirmek icin gerekli olan yaklagimlar, nukleik asitin kimyasal
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degisimi ve koruyucu partikuller icine effektoriin gesitli yontemler ile paketlenmesini
iceren antisens oligonukleotid uygulamasi i¢in de gegerlidir. Effektorun 6zel hucre
tiplerini hedef almasi icin, farkli ligand ve antikorlarin RNAi effektorl ile konjuge
olmasi gereklidir. Viral vektorlerin kullanimi, RNAI effektorinin sistemik verilmesi igin
kullanilabilir fakat, viral vektorler klinik olarak hicreye iletiimesi icin gerekli olan
dokuya spesifik tropizm ve transduksiyonu saglasa da, her tip viral vektor, risk ve
guvenlik sorunlarini beraberinde getirmektedir (2).

Guvenlik

istenen etkilerin oranini en Ust diizeye ¢ikarmak, her tedavinin ana temelini olusturur.
Kemoterapi, interferens tedavisi ve yuksek oranda aktif antiretroviral tedavilerde bu
oran ideal degildir ve tedavi ile birlikte toksisite dnemli bir seviyeye ulasabilir. RNAI,
hedeflenen genin spesifitesini arttirma yetisine sahip olurken, hucrenin herhangi bir
ekzogenik (siRNA veya iletim ajani) moleklile maruz kalmasi, normal hucresel
isleyisini bozabilir (2).

Hedef Disi Etkileri

Spesifite, en énemli avantajlardan biri olmasina karsin, hedef digindaki etkileri hala
sorundur ¢unku, genin inhibisyonunda aracilik eden siRNA’larin minumum homoloji
seviyesini saptayan parametreler heniiz bilinmemektedir. inhibisyon sonucunda
siRNA'nin sekansina bagh olarak tek iplikli RNA ile 11 baz ciftlik bir homoloji
gosterdigi bulunmustur (2).

Spesifik Olmayan Etkileri

Spesifik olmayan etkileri konusunda RNA. icin toksisite 2 kattir. Clnkl, hem hlicreye
veriimesi hem de siRNA'nin kendisi beklenmedik hiicresel tepkiler dogurabilir. ilk
olarak, bazi katyonik lipozomlar, siRNA’nin hlcreye veriimesinde kullaniimis ve
interferon molekdlleri uyariimig; ayni sekilde, shRNA ifade kasetlerini hucre icine
transport etmek icin kullanilacak herhangi bir viral vektor, istenmeyen bir tepki ile
karsilasabilir. ikinci olarak, siRNA effektorlerinin kendileri, ¢ift iplikli RNA hiicresel
savunma mekanizmasini tetikleyebilir. Bazi durumlarda, terapi igin interferon
indUksiyonu yararl olmasina karsin; baslangi¢ defans mekanizmasinin kontrolden
¢ikmasi durumunda sitotoksik olabilmekte ve bu yuzden sorun yaratmaktadir. Son
yillardaki ¢calismalar, siRNA'nin interferonu uyarmasi ile olusan farkhliklari sistematik
olarak analize etmeye baglamistir. Ornegin, interferon sinyalini uyaran bir siRNA
effektériindn iceriginde,"tehlikeli motif" olarak adlandiriimis 9 baz cifti identifiye
edilmis ve interferon induksiyonunu baslatan siRNA’nin 5’ fosfat ucu oldugu
belirlenmistir (2).

Stabilitesi

Bazi veriler siRNA'nin, serumda ve memeli hicrelerinde antisens oligonukleotid ve
ribozimlerden daha stabil oldugunu goOsterse de, bircok arastirma in vivo'da
siRNA’'nin yari émriniu arttimak igin siRNA’nin farmokinetik 6zelligini degistirmeyi
hedeflemistir. Ozellikle, genis spektrumlu kimyasal modifikasyonlar ile uyumlu
siRNA’larin gen ekspresiyonunu inhibe ettigi kanitlanmistir. Arastirmacilar, enjekte
edilen siRNA'nin %1’inden daha azinin hedef organa ulastigini kaydetmiglerdir (2).
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Tedavi Amach Uygulamalari

Viral infeksiyon

Birgok sirket viral infeksiyonu inhibe etmek igin, RNAi bazli tedaviler gelistirmeye
baslamislardir (2).

Hedeflenen Viral RNA’lar

Birgok makalede, invivo ve invitro'’da bir¢ok virusun replikasyonunu veya
ekspresiyonunu inhibe etmek igin virusa spesifik siRNA’larin kullanildigi belirtilmistir.
Ozellikle RNAI’'nin potansiyel antiviral yararlari (izerine arastirmalar, HIV ve Hepatit
viruslarina 11k tutmustur. Her ozelligi tanimlanmigs HBV (hepatit B virusu)fare
modelleri bu viruslara populer bir hedef konsepti hazirlamistir. Baglangigta invivo’da
transfeksiyon deneyleri, fare karacigerine HBV' ye spesifik siRNA ve HBV
ekspresiyon plazmidlerinin ayni anda verilmesinin HBV’ nin gen ekspresiyonunu ve
replikasyonunu bloke ettigini ortaya cikarmistir. Bu c¢alismalari genigletmek igin,
arastiricilar fare modellerini kullanarak HBV tedavisi igin, RNAI’ nin ileri tedavi
etkinligini incelemislerdir. Bazi viral RNA'lar, baskilanmaya direnglidir ve HIV' e
benzer bazi memeli viruslari, RNAI aktivitesini engelleyen proteinlere sahiptir. HBV
konusunda, RNAI effektorlerinin, viral gen ekspresiyonu ve replikasyonunu bloke
ettigi goérilmustir. Ayni sekilde influenza virusunun inhibisyonu, coxsackievirus B3 ve
respirator syncytial virus infeksiyonlari, farede infeksiyon olusumundan sonra verilen
siRNA ile inhibe olmuslardir (2).

Konukgu Hiicre Genlerinin Hedeflenmesi

Bunun nedeni, viruslarin siRNA’lar kendi genomlarini hedeflediklerinde hizli bir
sekilde kagigs mutasyonlari olusturmasidir; diger bir potansiyel RNAI antiviral strateji
ise, infeksiyonu devam ettiren hicresel faktorlerin ekspresiyonunu inhibe etmeye
yoneliktir. Ozellikle CD4 ve CCR5 gibi, HIV hiicresel reseptdrlerinden inhibisyon igin
yararlaniimaktadir. Viral temizlik icin etkinlige gére RNAV'nin viral RNA’lari
parcalamasi, viral infeksiyonu tamamen elemine etmeye benzemez. Eger, konukgu
immun yanit, infeksiyon ile basarili bir sekilde mucadele ederse, viral replikasyon ve
virusun yayilmasi etkili bir sekilde azaltilmakta, bdylece etkili bir antiviral oldugu
kanitlanmig olmaktadir. Ornegin, HBV konusunda, hatta kronik olarak infekte olmus
hastalarda infeksiyon silresince virusa spesifik sitotoksik T-lenfosit Uretimi
surmektedir. Bu immuin yanit, virusu temizlemek icin gug¢li olmasa bile, HBV
antijenlerini ifadeleyen hlcreleri yok etmektedir (2).

Norolojik Hastaliklar

Parkinson, hungtington, amyotrophic lateral sclerosis (ALS) ve spinobulbar muscular
atropi, RNAI bazli terapilerin yararli oldugunu kanitlayan sinirsel hastaliklarin 6nde
gelenlerindendir. Sekansa spesifik RNAI’ ler, mutant olan hedef genin ifadesini bloke
etmektedir. Ornegin, siRNA’ lar, ALS modelinde gdsteriimis mutant ve yabani tip
RNA’lar arasindaki farkliliklari tek nukleotidte fark eder. ALS, tedavisi olmayan letal
bir motor néronun dejenere oldugu bir hastalik olup, Cu/Zn superoksid dismutazi
(SOD1) kodlayan gende tek bir nukleotid’'teki mutasyon sonucu olugmaktadir. Diger
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bir 6rnek, Alzheirmer, 3 — amiloid Uretiminde artis ile tetiklenir. f amiloid , B sekretaz
(BACE1) tarafindan kesilir ve bu enzim, hastalarin beyinlerinde yuksek seviyede
regule edilir. B-sekretazin regllasyonunu inhibe eden siRNA'lar, isleyisi bloke eder.
Bunu kanitlamak icin, Kao adinda bir arastirici primer fare ndronlarinda 3 sekretaz
ekspresiyonunu bloke etmis ve bdylece, B amiloid Uretiminde azalma gézlemlemistir

(2).
inflamasyon ve Apoptozis

Bazi hastaliklarda hucresel proseslerin aktivasyonunun neden oldugu patoloji
g6zlemlenmis hatta bunun gelisiminde o6nemli rol oynayan Kkilit molekillerin
hedeflenmesi ile hucresel proseslerin kontrol altina alinmasi anlaminda RNAI tedavisi
yarar saglayabilmistir. Ornegin, Timor nekrozis faktér (TNF-a ), rheumatoid arthritisin
kronik patojenitesinde gerekli olan pro-inflator sitokindir. TNF- a igleyisini bloke
etmede kullanilan ilaglar, inflamasyonun azalmasinda etkili oldugu ve hastaligin
yavagladigi gozlemlenmistir. Bazi riskler tabiki mevcuttur, TNF - a bloke edicilerin
kullaniimasi ile iligkili ciddi infeksiyonlar, lenfoma, sistemik eritomozus gibi
hastaliklarda risk unsuru bulunmustur. Son yillarda lokal injeksiyon ve TNF- o’ ya
spesifik siRNA’larin elektroporasyonu, faredeki paw inflamasyonunu inhibe ettigi
gorulmastar (2).

siRNA

Gen ifadelenmesini spesifik olarak kesintiye ugratan molekuller, gucli arastirma
kaynaklaridir. Bu molekillerin gelisimine yonelik c¢alismalar sonucunda farkh
potansiyelde ajanlar ortaya ¢ikmistir. siRNA’ lar, sekansa spesifik silencing ajani
olarak ortaya cikan en son kesiftir. Cogu kilit organizmanin sekansi ortaya konmus
ve nukleik asit bazli yaklagimlarla gen isleyisinin incelenmesi igin firsat dogurmustur.
Bu nukleik asit molekulleri, tedavi amacli olarak geligtiriimis ve hastaliga sebep olan
viruslari hedef almistir. siRNA’ lar, RNAi vyol izinin effektor molekulleridir.
Nematodlardaki RNAi'nin kesfi, bitkilerde post-transkripsiyonel gen silencing ve
funguslarda "Quelling" gibi prosesler dubleks — RNA ile tetiklenir. Uygulamalarda,
uzun dubleks RNA’ lar kullaniimis fakat, bu RNA’ lar cogu memeli hicreleri igin etkin
degildir ¢unku, antiviral interferon (IFN) yanitini uyarmaktadir. Antiviral interferon
yanitl, hucre oOlumune neden olur. Farkli organizmalarda var olan RNAI
mekanizmasinin genetik ve biyokimyasal incelemeleri, bu hicresel mekanizmanin
korundugu gergegini ortaya koymaktadir. Bu mekanizma, dubleks RNA'yl keserek
21-28 nukleotid uzunlugundaki, siRNA’ya donustirir ve bu siRNA mRNA’larin
sekansa spesifik degredasyonuna yol agmaktadir (5).

Nukleik — Asit Bazli Gen Silencing
MRNA’ larin spesifik sekanslarini hedefleyerek gen ifadesini inhibe edecek birkag
farkli molekul istenilen duzeyde dizayn edilebilir. Baglica 3 tip nukleik asit bazli gen

silencing molekuli vardir. Bunlar, kimyasal olarak modifiye olmus antisens
oligodeoksiribonukleik asitler (ODN ), ribozim ve siRNA’lardir (5).
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Tablo 1. invivo'da test edilmis anti-kanser RNAi hedefleri

Target Route Vehicle

Bel-2 LV. Liposome
Cxerd LV. MNone

Focal adhesion kinase Lv. None

EphA2 LV, MNone

Polo-like kinase 1 LV. ATA-treated
Colony-stimulating factor Lt Mone

SUrvivin hd DMNA
CEACAMG Lv. MNone

EGFR LY. Ligand-targeted
ErbbXneu (HER2)R L. PEl-complex
Skp-2 Lt Adenovirus
Spingosine-1 phosphate-I L.t Liposome
RhoA Lt MNone

VEGEF-R L. Ligand-targeted
VEGF Ltfiv.  Atelocollagen
FGF4 Lt Atelocollagen

i.v: intravendz, i.t: intratumoral, hd: hidrodinamik infeksiyon CEACAM 6: karsinoembriyonik
antijen ile iligkili adhezyon molekil 6 ATA: aurintrikarboksilik asit (3).

Antisens ipligi (kirmizi gizgi) iceren

High Low 21t overhang RISC’lerin oranini etkileyen siRNA
veya siRNA’larin sens ipliklerinin ilk
-_" NERRNNRRNRRNTNNNNN I'_@ birkac baz ciftinin termodinamik
2 ot vt -~ stabilitesi. Sens ipligin 5’ ucundaki
by yiiksek termodinamik stabilite (yesil
kutucuk) ile antisens ipligin 5’
) - /\ i ucundaki diislik termodinamik
fmé “”“””””””””(ﬂ ﬂ| \|||_|||| stabilite (mavi kutucuk)
gHo Pe karsilastirildiginda termodinamik
Critcel stabilite ile iligkili olarak antisens
speciiy iplik RISC ile etkilesime girmek icin

daha yatkindir.

Minimal substrate pair region

Antisens ipligi iceren birden fazla RISC daha fazla etkili siRNA demektir ve sens ipligin
neden oldugu hedef digindaki etkinlik sansini azaltmis olur. siRNA’larin 3’ ucundan ¢ok 5’
ucu hedef tanimada etkin rol almaktadirsiRNA ve mRNA ‘nin 5’ ucundan devam eden en az
11 — 14 baz ciftinde hedef genin baskilandigi gézlemlenmistir. Bir siRNA i¢in minimal
substrat merkezinde 13 nlkleotidten olusmaktadir (5). Sekildeki turuncu renkli Uggen;
mRNA’nin kesim bélgesini, nt; nikleotid, RISC; RNA’ca indiklenen silencing compleks,
siRNA; small interfering RNA.

Sekil 4. Etkili ve spesifik siRNA ‘nin 6zellikleri

ODN: Genellikle 20 nukleotid uzunlugunda olup, pre-mRNA ve mRNA’ya hibridize
olarak ribonukleaz-H igin bir substrat olustururlar. Bu enzim, RNA - DNA
dublekslerinden, RNA ipligini degrede eder. RNAaz-H aktivitesini engellemek igin,
modifiye olmus ODN’ler mRNA’larin translasyonunu veya pre-mRNA’nin kesilmesine
mani olmaktadir. ODN’ ler ve modifikasyonlari bu yuzden, c¢ift iplikli DNA'y1 hedef
alarak, 3’ 1U heliks olusumu ile transkripsiyonu inhibe etmek i¢in kullaniimaktadir (5).
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Cell Membrane

Uzun cift iplikli RNA (dsRNA)
RNAaz pol Il enzimi olan Dicer

Cytoplasm
Qcher tarafindan taninir ve 21 — 23
ndkleotid uzunlugundaki siRNA
- Jnl B dublekslerine dénustiralur (1).
/ Sentetik siRNA (2) veya
P endogenik siRNA ‘lar (3) RISC ile
@ etkilesirler bundan dolayi Dicer
T - prosesi bypass olmus olur.
T ﬁm[ﬁi‘t : siRNA’ lar multiprotein kompleksi
esprosssa L) olan RISC ile etkilesir (4). RISC
i \ @& kompleksindeki bir helikaz siRNA
&) - dubleksini agar ve tek iplikli
VRN N . siRNA'y1 iceren RISC mRNA'ya
X Target komplementerize olur (5). (6)
5NN S' ne?ozig$on RISC icinde identifiye olmamis bir
o = RNAaz (silecer) mRNA' yi
', % degrede eder (6).
\&@’:&? Py y ¥
——— e /
Thsrapeut:c '
Application

Sekil 5. siRNA ‘nin mekanizmasi

Ribozimler: Ribozimler, RNA’ya Watson — Crick modeli ile baglanir ve fosfodiester
baglarinin hidrolizini katalizleyerek, hedef RNA’y1 degrede etmektedir. Ribozimler
birkag sinif olup, en c¢ok kullanilan “geki¢c bash“ adi ile anillan hammerhead
ribozimlerdir. Hedef mRNA'’ya hibridize oldugunda, tek bir sekonder yapi olustururlar.
Ribozimlerde katalitik olarak 6nemli pargalar, hedef RNA kesim bodlgesinin iginde
bulundugu hedef — komplementer sekans iligkisi ile baglantilidir. Ribozim ile kesim
magnezyum gibi divalent iyonlara, hedef RNA yapisina ve hedefe ulasilabilirligine
gereksinim duyar. Hucre igcinde bu hedef RNA ile ribozimin birlikte lokalizasyonu,
silencing etkinligini arttirici sinyaller dogurur. Hammerhead ribozimler, kimyasal
olarak sentezlenmesi veya vektorlerden transkribe olabilmesi i¢in yeteri kadar kisadir
ve hucre de ribozimin devamli Uretimine olanak saglar (5).

siRNA: RNAaz IIl (Dicer)enzimi ile dubleks RNA'nin stoplazmik prosesinden
tirevlenmistir. Dicer, uzun dubleks RNA'yl keserek, 21-28 nukleotid’lik bir siRNA
dubleksini olusturur. Bu dubleks, 5’ fosfat ucunda 2-nukleotid eksik iken, 3’ hidoksil
(OH) ucunda 2-nlkleotid fazla seklindedir. RNAi mekanizmasinin bilesenleri spesifik
olarak siRNA'yr tanir ve (RISC) RNA-uyarici silencing kompleksi olarak bilinen
protein kompleksi ile siRNA'nin tek ipligi iliskiye girer. mRNA’lari kesen RISC
kompleksi, tek iplikli siRNA'nin & ucundaki 10 nukleotide komplementer sekanslar
icerir. Ribozimler gibi, siRNA ‘lar da sentetik olarak Uretilebilir veya transkribe olan
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kisa cift iplikli hairpine benzer RNA’lar vektorlerden ifadelenip, daha sonra siRNA'ya
donusmektedir. siRNA’lar, ODN ve ribozimler gibi memelilerde hedef pre-mRNA’nin
degredasyonunda etkin degildir. Birka¢ organizmanin, kromatin modifikasyonlarini ve
transkripsiyonel olarak bloke edici genlerini hedef almak igin, RNAi ile iligkili
mekanizmalari kullandigi hakkinda deliller ortaya c¢ikmigtir. siRNA'lar, kod
olusturmayan RNA molekdlleri olan miRNA’lara benzerler. Bu miRNA’lar, gen
ekspresiyonunu regule etmek icin hicreler tarafindan dogal olarak kullanilir. Olgun
bir miRNA tek iplikli 21-22 nikleotid uzunlugunda ve stoplazmada, 70 nukleotid’lik
hairpinden meydana gelir. Olgun miRNA ‘lar, protein kompleksi (miRNP) ile iligkiye
girmekte ve bu kompleks ribozom ile iligkili olup, miRNA’ya bir kisim komplementer
sekanslar iceren mRNA’larin translasyonunu inhibe etmektedir. Mukemmel bir
substrat ile siki bir komplementerlik olugursa , miRNA , siRNA gibi davranip , mRNA
degredasyonuna aracilik etmektedir (5).

Gen Silencing Yaklagimlarinin Karsilagtiriimasi

Bazi arastiricilar, kaltir modellerinde ODN ve siRNA'nin aracilik yaptigi gen
tutuklanmasinin farkh yoénlerini karsilastirmislardir. Bu calismalardan g¢ikan sonuglar
pek belirgin degildir, gunku gen tutuklanmasinin etkinligi, ajanin konsantrasyonuna,
transfeksiyon teknigine, hucre tipine, hedef bdlge secimine, kimyasal
modifikasyonlarina ve analize edilecek bilgilerin suresine baglidir. RNA’'ya baglanan
proteinler ve mRNA'da olusan tersiyer, quarterner yapilar, ODN’ ler ile hedef RNA
molekull arasindaki hibridizasyonu etkiledigi ve bu varyasyonlarin siRNA’larin
etkisini etkiledigine inanan arastiricilar incelemelere baglamislardir. Bu galismalarin
cogunda, mRNA Uzerindeki hedef pozisyonuna baglh olarak ODN ve siRNA’larin
etkinligi arasinda bir korelasyon bulunmustur. Modifiye olmus fosfotiat ODN’ ler toksik
olabilir, c¢clnku, endogenik proteinlere baglanarak spesifik olmayan bir tavir
sergilemektedirler. CpG (sitidin fosfat guanozin) motifi iceren ODN’ ler, IFN’nun
ifadesini veya diger bagka immun yanitta olusan molekulleri uyardigi gértlmuasttr. Bu
uyari, Toll — Like reseptér (TLR) e baglaniimasi ile olugsur. ODN’lerin bu spesifik
olmayan Ozelligi, bazi ODN’lerin tedavi amagcli olmasi sonucunda kesfedilmistir.
Ribozimler, ODN’ ler gibi hedeflerine herhangi bir molekilin yardimi olmaksizin
hibridize olurlar ve bu hibridizasyon, genlerin baskilanmasi igin ihtiya¢ duyulan
yuksek konsantrasyon ile iligkilidir ayrica, kimyasal olarak modifiye olmus ribozimler
spesifik olmayan etkiler olugtururlar. RNA lokalizasyon sinyallerinden yararlanma
veye RNA saperon’ lari bu problemi ¢ozebilir. Boylece, ribozimin dugsuk
konsantrasyonu ile iligkili etkili bir gen baskilanmasini saglamaktadirlar. En son
bilgiler, insan ve farelerde ifadelenen TLR’ nin, Uridin / guanozin veya {Uridin
bakimindan zengin olan tek iplikli RNA oligonukleotidler tarafindan aktivite oldugunu
ispatlamistir (5). Tek iplikli RNA ile bu TLR ‘lerin aktivasyonu, plazmositoid dendritik
hicrelerin endozomal kisimlarinda olustugu ve boylece, IFN — y ve diger sitokinlerin
ifadelenmesine neden oldugu goérulmustir. Kimyasal olarak modifiye olmus siRNA
veya ribozimler, invivo’da hlcreye verilip denature oldugunda, siRNA sekansina bagh
olarak, bu 6zel TLR’leri aktive etmekdedir. Etkili bir gen baskilanmasi saglamak igin
gerekli olan, siRNA’nin dusuk konsantrasyonudur. Buna bagh olarak siRNA’lar
spesifik ve hizli bir sekilde RISC kompleks ile etkilesmekte bdylece, spesifik olmayan
proteinlere  baglanma potansiyeli azalmaktadir. Bazi ¢alismalar, normal
konsantrasyondaki siRNA’larin transfeksiyonunun, gen ekspresiyonunda spesifik
olmayan global etkilere neden olmadigini gostermistir. Memelilerdeki RNAI
uygulamalari, gen ekspresiyonunu spesifik olmayan sekilde etkiler, tabiki siRNA
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konsantrasyonuna, hucre tipine, siRNA ekspresiyonunun moduna ve ajanin hucreye
verilis sekline de baglidir. Bu spesifik olmayan etkiler, IFN yanitinin olusmasindan
sorumlu genlerin stimulasyonunu igerir hatta, bu calismalardaki IFN’yi olusturan
genlerin induksiyonu, hucresel buylimeyi engellemesede boyledir. Eger, tam bir IFN
yaniti olusursa, buyumeyi engelleyebilir. Uzun dubleks RNA ile transfekte olmus,
veya IFN tip 1 ile yada yuksek konsantrasyondaki siRNA ile tedavi edilmis HelLa
hicrelerinin  mikroarray gen profillerinin bir kismi birbiri ile ¢akismaktadir. Bu
calismalarda, tedavi ve arastirma g¢alismalarindaki siRNA uygulamalarinin potansiyel
yan etkileri belirlenmis ve tanimlanmis efektif siRNA’larin 6nemi Uzerinde
durulmustur. Gen baskilanmasi igin mumkin olan en dugsuk konsantrasyon
kullaniilmahdir. Farelerin, kisa RNA hairpini Ureten vektorler ile tedavi edildiginde, IFN
olusturan genleri uyarmasi ¢ok ilging bulunmustur. Spesifik olmayan etkileri yaninda,
nakleik asit bazli gen baskilayan molekuller, hedefin etkilerini bloke etmeye hazirdir.
Hedef etkilerinin yok edilme seviyesi, nukleik asit hibridinin stabilitesine ve baskinin
moduna baglidir. ODN’ler, hedef etkisini bloke etmeye egilimlidir, ¢ginkl 6 veya 7
sirali DNA / RNA baz ciftleri RNAaz-H tarafindan taninmaktadir. Bu problemi ¢6zmek
icin, antisens oligonUkleotid gamper adinda bir yapi gelistiriimis, bdylece ODN’lerin
yaklagik 10 nukleotidinden sadece bir tanesi RNAaz — H yaniti gostermistir. siRNA’lar
dikkatlice secilmez ise, bir mMRNA hedefine kismen komplementer olan siRNA'lar ,
endogenik miRNA’lar gibi davranip translasyonu baskilar. Ayni transkripte kargi
hedeflenmis farkli siRNA’lar ile olusmus gen ekspresiyon profilleri karsilastiriidiginda,
hem siRNA hem de mRNA ipliklerinin 5" uglari arasindaki en az 11 — 14 nikleotidlik
komplementerlik, transkript dizeyinde hizli bir dlisuse sebebiyet verir. Antisens
sekanslar olarak secilmis ODN, ribozim DNAzim ve siRNA’ lar, secici olarak tek bir
nukleotid ile hedefi digerlerinden ayirabilir (5).

siRNA’larin Hiicrelere Verilimi

ODN'’ler ve ribozimler, farkh stratejiler kullanarak in vivo’da basarili bir sekilde
hicrelere verilir. Klinik denemelerde, ODN’lerin en popller modu, intraventz
injeksiyonudur. siRNA-, siRNA Ureten plasmid veya siRNA Ureten viruslerin memeli
model organizmalara verilmesinde c¢esitli yontemler kullaniimaktadir (5). Bu
yontemler iginde, elektroporasyon ve hem lokal hem de sistemik injeksiyonu yer
almaktadir. Cok etkili bir silencing icin hiicreye verilim yéontemi hakkinda genelleme
yapmak zordur ¢unkl hucre igine injeksiyonda, farkli dokularin farkli istekleri s6z
konusudur. Ozellikle farkli boyutlardaki hicreler icin fare dokularina siRNA’ larin
veriimesinde ilk prosedur, fizyolojik solusyondaki siRNA’ larin, damar ucuna
injeksiyonudur. Bu yontem ile karacigerde %90 oraninda hedef gen ekspresiyonunun
azaldigr gorulmastir. Bu oran akciger, bobrek ve pankreas’ta daha azdir. Silencing
suresi, 1 haftadan fazla surer ve silencing seviyesi tam net degildir ¢cinkii hayvandan
hayvana varyasyonlar mevcuttur. siRNA Ureten viruslarin gelismesi, 6zellikle insan
hastaliklari i¢cin gen terapinin alternatif modudur. Birkag ¢esit virus, siRNA’larin
uretimi icin dizayn edilir. Virus ¢ogunlukla epizomal form’da bulunur yani, konukgu
genomuna entegre olmasi dusuktlir. siRNA dreten AAV (Adeno associated
vektor)'nin fare beyni i¢ine injeksiyonundan 7 hafta sonra etkili bir silencing sonucu
alinmistir. siRNA Ureten Adenovirusun fare karacigerine damar yolu ile veya fare
beynine direk injeksiyonu ile verilimi gen ekspresiyonunda etkili bir baskilanma
yaratmigtir. siRNA'lar tedavi amagli deneylerde kullanilicaksa, in vivo’da siRNA'larin
hicreye verilmesinde pozitif sonu¢ elde edilmesi ve Amerika’da FDA tarafindan
“yetim ilag” statlisu verdigi kimyasal olarak modifiye edilmis ODN’lerin hicreye
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verilimini de kapsayan yontemler icin calismalarin sutrduriimesi gerekmektedir. Son
yillarda ODN’lerin de iginde bulundugu birkag makromolekilin transdermal
penetrasyonunu saglayacak kiguk molekiller kesfedilmis. Akcigerler icine gen
enjeksiyonu igin kullaniimis aerosol yontemler, yakin gelecekte siRNA’larin hicrelere
iletiminde de benzer sekilde kullanilacaktir (5).

siRNA Bazl Tedaviler

Birkag ODN ve ribozim molekilleri klinik denemelerde test edilmistir. Gozdeki
sitomegalovirusun infeksiyonunun tedavisi igin, FDA tarafindan onaylanmis bir
antisens ODN (fomivirsen) gelistirilmistir. Klinik deneylerde kullaniimis antisens
oligonukleotidlerin ¢gogu, modifiye olmus fosforatiat ODN veya "gamper" dedikleri
ODN'’lerdir (5). Fakat bunlarin hedef RNA’lara afinitesi dusiuk ve yuksek
konsantrasyonda  toksisiteye neden olan problemleri vardir. Kimyasal
modifikasyonlarin tiplerini iceren ikinci generasyon antisens olusumlar, Klinik
deneylerde kullaniimis ve fosforatiat ODN’ ler den daha yararli oldugu gorulmus. Son
cikan yayinlarin icerikleri bu farkli ilaglardan ve onlarin hedeflerinden bahsetmektedir.
siRNA ve onlarin memeli hdcrelerindeki fonksiyonlari 3 yil 6nce kesfedilmis fakat
henuz klinik denemelerde kullaniimasi ¢ok erkendir. Klinik programlarin geligimi
uzerine siRNA bazli sirketlerin kurulmasindan sonra siRNA, tedavi amagli gelisimde
ODN ve ribozimleri hizli bir sekilde yakalamistir. Birkag deneme siRNA'nin tedavi
amagl potansiyel yetisini gostermis; fulminant hepatitlerden, viral infeksiyondan,
sepsisden, tumoér gelisiminden ve macular dejenerasyondan fareleri korudugu
kanitlanmig. YlUksek basing ile damar ucundan verilen siRNA’lar, fare karaciger
hicrelerinde etkilidir hatta, bir grup arastirici, ¢esitli karaciger hastaliklar icin tedavi
amagl ajan olarak siRNA’nin potansiyelini test etmiglerdir (5). Karacigerde ifadelenen
apoptozis ile ilgili genler olan caspase 8 ve FAS hicre 6lim reseptorlerinin
hedeflenmesi ile fare karacigerini, gesitli ajanlar tarafindan uyariimig ani gelisen
hastaliklardan korumustur. Diger bir grup arastirmaci, virus tarafindan direk olarak
meydana gelen Hepatit B (HBV) infeksiyonunun tedavisi igin siRNA’larin tedavi
amagh potansiyelinin olup olmadigini arastirmistir. Protein Uretimi ve viral
replikasyonu etkili bir gsekilde azaltmak igin, HBV genomunun bazi kisimlarini
hedefleyen siRNA’lar hucrelere verilmistir (5). siRNA virus oranini azaltsada,
infeksiyonu sonlandirici etkisi basarisizlikla sonuglanmigtir. Bu sonuglar, siRNA’larin
tedavi amacl potansiyelini ve uygulamalar igin pozitif sonuglar dogurabilecek
yontemler Uzerinde ¢alismalarin yogunlagmasi gerekliligini gostermistir.

Nukleik asit bazli gen baskilanmasinin etkinligini optimize etmek igin, birkag
parametreyi incelemek gerekmektedir. Silencing molekul, dokudaki gibi dolasim
sisteminde de stabil olmali ve toksik etki yaratmadan kan proteinlerine baglanmal
ancak bosaltim sistemine girmemelidir. NUkleazlarin etkini azaltmak igin kimyasal
olarak modifiye olmus nukleik asitlerin identifikasyonu Uzerine denemeler
gergeklesmis ve bu gergeklesen denemeler ile tedavi amacli gen silencing kullanim
saglanmistir. Sistemik verilim igin yapilan, yapilmasi gerekli olan olugsumlar, klinik
denemelerde modifiye edilmis fosforatiat ODN’ler i¢in agiklanmistir. Modifikasyon
ODN’nin hedef RNA’sina olan afinitesini azaltsa da in vivoda, stabilite, hlcre iginde
kalma ve hucresel alinimlarinin gelismesi ile molekillerin etkinligini arttirmis.
Fosforatiat modifikasyonlar ODN’ lerin kan proteinlerine afinitesini arttirir ve
nikleazlarin aktivitesinden ODN’ leri uzak tutar. Tek iplikli spesifik endonukleazlardan
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korunmus, siRNA dubleksleri, serumda hem ODN hem de ribozimlerden daha
stabildir. Modifiye olmamis siRNA’lar hucreler tarafindan tam olarak alinmaz, hatta
kan proteinleri icin etkili bir afiniteye sahip olmazlar. siRNA’lar tedavi amach
kullanilacak ise, modifiye edilirler. Viruslarin kullanimini iceren gen terapi bazli
platformlar harigtir. siRNA’larin  modifikasyonu, siRNA’nin RISC kompleksi ile
etkilesimini engeller (helikaz aktivitesi ile siRNA dubleksinin agilmasi hedef kesme
orani ve urun olusumunu etkiler). Bazi arastiricilar, iyi bir silencing etkisi yaratici
ayrica, siRNA stabilitesini arttirici kimyasal modifikasyonlari identifiye etmeye
baslamislar. Fosforatiat modifikasyonlari siRNA dublekslerini tolere edebilirler ve
siRNA’ larin hiicresel alinimlarini kolaylastirirlar. in vivo'da kimyasal olarak modifiye
olmus siRNA’ larin etkinligi Gzerine bir gelisme yoktur. siRNA’larin yapilarina spesifik
olan nukleik asit modifikasyonlarinin yeni tiplerini geligtirmek icin girisimler
baslamistir (5).

miRNA

miRNA’lar kiguk RNA'nin ikinci sinifidir. Bitki ve hayvan genomlarinin protein kodu
olusturmayan bolgelerinde kodlanir ve Dicer tarafindan proses edilir. miRNA’lar
RISC’e benzer bir kompleks ile etkilegirler. Hedef mMRNA’ya komplementerizasyon
derecesine bagh olarak translasyonel baskilama veye mRNA kesimi olusmaktadir
(7). Bu gizli genlerin gogu kod olugturmayan RNA’ lardir ve protein i¢cin kod veya
open reading frame (ORF) icermezler (8). Yaklasik 22 ntkleotidlik RNA'lardir ve
RNA. yol izinde gen ekspresiyonunu regule ederler. miRNA’lar, RNA pol |l tarafindan
(pri — miRNA) primer transkript olarak meydana gelirler. Bu tanskriptler ORF icersin
ya da igermesin, splice edilir, poliadenillenir ve mRNA’lara benzerler. Bir intron veya
ekzonda lokalize olmus stem loop yapisi, fonksiyonel komponenttir. Ornegin miRNA
genleri olan mir -106b, mir — 93 ve mir-25 protein kodlayan genin intronunda lokalize
olmuslardir. Stem loop yapisi ribontkleaz olan Drosha ve Dicer tarafindan proses
edilip, olgun miRNA olustururlar. Bu RNA, RISC kompleksi ile etkilesir ve bu
kompleks mRNA'larin baskilanmasini yénlendirir. insanda identifiye edilmis miRNA
genlerinin sayisi 300°’den vyuksek olup, hucre boélunmelerinde ve gelisimsel
proseslerde rol alirlar (8).

miRNA Genlerinin Kanserdeki Genomik Degisimler ile iligkisi

insan miRNA’larin ¢odu genomlardaki kirlma noktalarinin hemen yakinlarinda
lokalize olduklari gorilmastir (8). Ornegin, kromozom 13g14’teki delesyon vyillardir
calisiimaktadir, kronik lenfosit lenfoma ve birkac tiumoérin olusumuna neden
olmaktadir. Bu lokustaki kansere neden olan supheli genlerin ¢odu, miRNA
diziliminden olusur. Bu dizilim, mir - 15a ve mir — 16 — 1 icermektedir. Acaba, bu
miRNA’larin delesyonu tumor olusumunu nasil etkiler? En son datalar, hem miR-15a
ve miR-16, anti — apoptik gen olan BCL-2 genini hedeflemesi ile normal apoptik bir
yanit meydana getirdigini gostermigtir. Bu bakimdan, bu miRNA’larin tumor supresor
olarak fonksiyon gdstermesi ve limfoma hucrelerindeki miR — 15a — 16° nin yeniden
ekspresiyonu, apoptozisi ilerlettigi gorulmus. Buna ilaveten, delesyonlar i¢cin miRNA
lokuslari haritalanmistir. Bunun bir 6rnegdi, akciger, bas, dil, B-hicre ve folikuler
limfomada amplifiye edilmis 13931 kromozomu ¢ok iyi bir sekilde c¢alisiimis.
Chr13orf25 (kromozom 13, open reading frame 25) genin ifadelenmesi ile
hastaliklarin iligkisi vardir. Bu gen protein olusturmayan kug¢uk ORF’ye sahiptir. Bu
transkripteki miRNA onculeri miR — 17, 18, 19a, 20, 19b ve 92' dir. Bu dizilerden
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miRNA’larin ekspresiyonunun artmasi,

primer limfomada ve tumoér olusturan

hdcrelerin meydana gelmesini tetikler. Tumor olusumundaki bu miRNA’larin rolleri,
Burkitt'in lenfoma icin fare modelinde gdsterilmistir.

Tablo — 2 Kanser genlerinin siRNA tedavileri (6)

Targeted
mitNA

Caneers

RNAi effect

References

Ber-Abl

K-ras

PEA Rle

HER-2 /neu
{c-erbB2)

EGFR
{erbB1)

VEGF

Bel-2

c-mye

MDRI

Survivin

PTEN/PI3K

Chronic myeloid
leukemia (CML)
and distinct
variants of acute
lymphaoblastic
leukemia (ALL)

Pancreatic cancer,
leukemia, thyroid
carcinoma, lung,

E

and colorectal
carcinoma

Pancreatic, breast
carcinoma

Breast, ovarian,
colon and gastric
carcinoma

Breast, prostate,
ovarian and
gastric carcinoma

Breast, prostate,
ovarian and
gastric carcinoma

Breast, lung,

prostate,
pancre atic cancer

Breast. prostate,
gastrointestinal
cancer,
lymphoma,
melanoma, and
myeloid leukemia

Breast cancer

Pancreatic,
colorectal cancer

Colon breast,
prostate, ovarian
and gastric
carcinoma

Selective inhibition of
cell growth,
induced
differentiation,
increased sensitvity
to yirradiation and
imatinib mesylate

Reduced proliferation
and angiogenic
potential,
enhanced radiation
sensitivity, loss of
tumeorigenicity

Induction of
apoptosis and
decrease of cell
proliferation rate

Cell growth arrest,
increased
expression of anti-
angiogenic factors,
induction of
apoptosis

Suppression of tumor
angiogenesis and
growth, induction
of apoptosis

Suppression of tumor
angiogenesis and
growth

Antiproliferative
activity through the
induction of
apoptosis

Induction of
apoptosis, decrease
in cell proliferation
rate

Enhance effects of
chemotherapeutic
agents

Enhanced radiation
sensitivity

Enhance effects of
chemotherapeutic
agents, suppression
of tumor growth,
induction of
apoptosis
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Kok Hucreler, miRNA’lar ve Kanser

Bir tumordeki hucrelerin bazi bélumlerini inceleyen tUmor olusum modelinde kok
hicre 6zelliklerine sahip olduklari meydana ¢ikmistir (8). Bu kanser kok hucreleri,
tumor olusumunu baslatma ve surdirme 6zelligine sahiptir. Halbuki timoér'deki hiicre
yiginlari bazi farkliliklar gosterip, timorogenik degildirler. Bunun miRNA’lar ile iligkisi
nedir? Tumorler, kok hucrelerini andiran bir bigcimde miRNA profili sergiler. Cogu
miRNA’larin ekspresiyonunu azaltirlar fakat miR—17-92 igceren kok hiicre miRNA’larin
ekspresiyonunu etkilemezler. RNAi ve kok hucrelerin devamlihdr arasinda
biyokimyasal bir iligki vardir. Drosophila ve bitkilerde, kdk hicre devamliligi igcin RISC
komponenti olan Argonaute gereklidir. Dicer — 1 ‘in mutasyonu tarafindan miRNA
fonksiyonunun kaybi, Drosophiladaki Greme kok htcrelerinin gogalmasini azaltmistir.
Siklin bagimli kinaz inhibitérl olan Dacapo’nun ekspresiyonundaki artis, G1 ve S fazi
arasindaki tutuklanmaya yol acmistir (8). Tahmin edilen miRNA hedef bdlgeleri,
Dacaponun 3'UTR (Translate ediimemis) kisminda bulunur. Onemli olan bu
bélgelerin kdk hicrelerde eksprese olmus miRNA’lara uygunlugudur. Bir S-faz
indUksiyon regulatort olan p27 — Kip1, Dacoponun insandaki homologudur. Bu gen
memelilerdeki bir miRNA hedefi olup olmadigi bilinmiyor, eger Oyle ise, hicre
cogalmasini ilerletmek icin onkogenik miRNA' nin ekspresiyonunu engelleyici bir gen
saglanmig olur.

Tedavi Amachh miRNA’lar

insandaki kanser icin miRNA’lar anahtar yapilar sunarsa, potansiyel tedavi amagli
olarak gbdzden gegirilir (8). Tedavi amacl molekll hucresel alinimi ve serumdaki
stabilitesi igin modifiye edilmis nikleik asit 6zelliginde olmalidir. Bir grup arastirici,
kiltire olmus hucrelerde miRNA fonksiyonunun antisens inhibitéra olarak modifiye
olmus 2’-O-metil RNA’larin gérev yaptigini gézlemlemisler. Bu molekiller miR — 17,
92 olan hedef onkogenik miRNA’lar igin kullanilir. Tumoér suppresér miRNA’lar
konusunda istenilen tedavi amach strateji hiicrelerdeki fonksiyonlarini arttirmak igin
olabilir. Serumda stabilize olmus pre — miRNA’lar bunu basarabilir. Buna bir 6rnek,
per—let-7‘nin  hicreye verilimi RAS ekspresiyonunu durdurarak timorin
ilerlememesine neden olmasidir.

Ribozim

Katalitik RNA’lar olarak bilinen ribozimler, intraselller ortamda aktivitelerini optimize
etmek icin dizayn edilirler (10). Aktif ribozimlerin kutiphanelerinin hicre igine
verilmesi gen isleyisinin identifikasyonuna olanak saglar. Gen isleyisini saptamak igin
siRNA kutuphanelerini baz alan RNA bazli aracglara, ribozim teknolojisi bir alternatif
sunmaktadir.
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Tablo 3. Hastaliklarda ve hayvanlarda miRNA’larin biyolojik fonksiyonlari (9)

mik N A Targeti s) Function(s)

Ceanorhabditis elegans
fin-4 lin-14, fin-28 Early developmental timing
fet-7 fin-41, hbi-1, daf-12 pha-4, ras Late developmental timing
fsy-6 cag-4 Left/right neuronal asymmetry
miR-273 die-1 Left/might neuronal asymmetry

Drasophila melano gaster

baniam hid Programmed cell death
miR-14 Drice? Programmed cell death and fat metabolism
miR-7 Notch targets? Motch signaling

Danio rerio
miR-430 7 Brain morphogenesis

Mus muscilus

miR-194 Hoxh& Developmental patterning

miR-181 ? Hematopoietic lineage differentiation

miR-1 Hand2 Cardiomyoeyte differentiation and proliferation
miR-375 Mipn Insulin secretion

Human and other vertehrate cell fines

miR-16 Several All-rich element-mediated mRNA instability
miR-32 Retrovirus PFV-J Anitviral defense
miR-143 Erk3? Adipocyte differentintion
SVmiRNAs S0 viral mRNAs Susceptibility to eytotoxic T cells
Cancer in humans
miR-15-miR-16 7 Downregulated in B-cell chronie lymphocyte leukemia
miR-143, miR-145 ? Downregulated in colonic adenocarcinoma
miR-155/BIC 7 Upregulated in diffuse large B-cell lymphoma
let-7 Ras? Downregulated in lung cell carcinoma
miR-17-92 7 Upregulated in B-cell lymphoma
P Pri — miRNA “lar nukleusta
,“ " transkribe olmaktadir (1).
\ dsRNA'ya spesifik olan Drosha
MR Gere B nukleustaki pri-miRNA ‘yi
@ degrede ederek stoplazmaya
verilmeden 6nce pre-miRNA’ya
donastarur (2). Exp5 (exportion-

5) pre-miRNA’larin nukleustan
stoplazmaya gecisinden
sorumludur (3). siRNA’lara
benzer olarak miRNA'lar dicer
tarafindan olgun miRNA* ya
donustaralir ve bir ipligi
ribonlkleoprotein kompleksi
olan miRNP ile etkilesir (4)
(RISC kompleksine benzer).
, miRNA ve hedefi arasindaki baz
1. mANA translation attenuation eslesmesi RISC kompleksinin

Pri-miBRNA

) 2. mANA cleavage mRNA'yI parcalamasina veya
\ 3. Repression of transcription by proteine trans|asy0nunu
bl guiding chromatin methylation . .
5 durdurmaya sebebiyet verir (6).

Sekil 6. miRNA ‘nin mekanizmasi
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invivo'da Ribozim Ekspresiyonunu Optimize Etmek

Sekonder yapisinin seklinden dolayi ismi konan “hammerhead ribozim®“, infekte
olmus bitkide orijinal olarak kesfedilmis katalitik RNA molekuadur (10). Hammerhead
ribozimin kendi basina kesim aktivitesi, tek iplikli yaklasik 350 nukleotidlik, protein
kilifindan yoksun RNA olan “virusoid“ molekullerinin replikasyonu igin zorunludur.
Hammerhead ribozimler, herhangi bir RNA'y1 kesmek igin dizayn edilebilir (10). Bu
dizayn, ribozimin substrat tanima kisimlarinda yapilir bdylece, hedef sekansa
komplementer tanima boélgeleri igerebiliyor. Substrat kesimi, hedef RNA’daki NUX (N,
herhangi bir baz ise X, A, C veya U dur.) sekansina gore ayarlaniyor. Dizayn edilen
ribozimler, farkli RNA’lari kesebilir. Bu ribozimler, ya hammerhead veya hairpin
ribozimlerdir. Ribozimler sentez ve modifikasyonlari kolay ve ylksek oranda spesifik
durumlari ile hedef mMRNAlarin ekspresiyonunu regiile ederler. invitroda, ribozimlerin
kesim aktiviteleri, hlcresel ortamdaki aktiviteleri ile koralasyon gostermek zorunda
degildir. Bu yizden memeli hicrelerindeki spesifik RNA’larin kesimi i¢in ribozimlerin
uygulamalari ifade sistemlerinin geligsimine gereksinim duyar (10).

Tablo 4. Ribozimlerin invivo aktivitesini optimize etmede gerekli olan unsurlar (10)

Limiting factor Solution

Expression level Fal Il promoter

Inhibitory sequence in the transcript that Pal Il promoter that adds fewer extra sequences to the transcript
contains the ribczyme than the pol I promoter does

Subcalular localization tRMNA promaoter with an appropriate inker sequence that promotes

nuclear export of the transcript

Intracellular stability tRMA promater with an appropriate linker sequence that prevents
degradation of the ribozyme.
Muclease-resistant ribozyme (in the case of synthetic ribozymes)

Higher-order structure of target mRMNA Helicase-associated ribozyme

Absance of NIUX in the target sequenca Maxizyme”.
Mutant ribozyme isclated from combinatorial nudeic acid libraries

a Hammerhead ribozyme b Wild-type tRNAVAl Modified tRNAVaI
MUK br-g r
cleavage 2 .- {Fibozyma]----UUULL 3
Stermn Il site Stem | a S . —
. fL(l L rg ggucg:uuuu-&" 0oa Teminator
u :‘f‘ Linker
e (5 (1_3. (]3 -uﬁ I(];} GG (l_-‘- G -—S 3 d-.; sequence
Recognition A ',_‘:_“‘H-I:I.G A 1 Becognition E g HZ::
arm G——-acH am g oA Bulge cl-a
C—i =G-C structure —¢ f"_l)
C—G -8 G-ch
o— Steml -2 U-a
G—0C Q—é L - L
C- -c
A ,3,_;_\,5 Mok E\UC_G B box Abox U-& B box
L ) - ; - o) i
i ALIGUIG G Cg@@( CAAA Ul lGGEUG T EEGCCAMAL
k | R T [ | [
GUUACACE, |, COCGGUUR" aUCACE,, , COCGEULCT
U THRaGy HoAAGU
da"Ga HIATGG
G8 CE-FE
cooo o
L M )
Ap G L A 'f

Sekil - 7 Hammerhead ribozimin ifadelenmesi
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a. Hammerhead ribozimin sekonder yapisi, onun substrati RNA (acik mavi) ve substratin
kesim bolgesi gosteriliyor. N herhangi bir baz ve X A, C veya U ‘ yu simgelemektedir. b.
Oklar, 3’ tRNaz veya RNaz P tarafindan wild-type tRNAY" (yabani tip)'nin proses edilen
bolgelerini gostermektedir. Transkripsiyon icin RNA polimeraz III* Gn etkilesimde bulundugu
promotor, internal promotordur; transkriptler, tRNA sekanslarinin igcindeki promotor
elementlerini icerir (A ve B kisimlari, kirmizi renkli). Ribozim sekansi dogal formdaki tRNA
sekansinin 3’ ucuna baglanirsa, 3’ tRNaz ribozim — tRNA transkriptinden ribozim kismini
keser. Sonucgta olusan ribozim endogenik RNaaz tarafindan degrede olur. Bu ylzden
modifiye olmus yapida, wild — type tRNA ‘nin 3’ kisminin bir bolimu linker sekans ile yer
degistirilir ve stem yapisi olusur. Stem yapisi ribozimin tRNA" kismindan ayrilmasini bloke
etmektedir (10).

Yiiksek ifade Seviyeleri

RNA pol lll tarafindan taninan promotorlar, tRNA ve kiguk niklear RNA olan kiguk
RNA’larin transkripsiyonundan sorumludur(10). Bu sebebten dolayi, Pol Il ifade
sistemleri, hammerhead, hairpin ribozimler ve siRNA olarak bilinen kigik RNA’larin
transkripsiyonunda rol oynar. Pol Il transkriptleri, pol Il transkriptleri ile
kargilastirildiginda, ekstra sekanslar icermektedir (her transkriptin 3’ ve 5’ uglarinda
polyA ve cap yapisi vardir). Bu 0Ozellikler, pol lll sistemini ribozim ve siRNA’larin
ekspresiyonu igin ideal yapiyor yani, transkriptlerin yuksek seviyeleri guglu aktivite
icin gereklidir ve ekstra sekanslar inhibitor etkisi yapar. tRNA™! tRNA" veya tRNA"YS
gen promotorunu veya U4, Us veya adenovirus VA1 promotorunu iceren Pol Il ifade
sistemleri, hlcrelerdeki hammerhead ve hairpin ribozimlerin ifadeleri igin gereklidir.
Us promotoru gogunlukla siRNA ifade vektorleri igin kullanilir. Bunun yaninda, farkh
promotorlardan transkribe olmus siRNA ve ribozimler sahip olduklari ¢esitli 6zellikleri
kendi promotorlarindan alirlar (10).

Kanser Biyolojisindeki Arastirmalar

Tamor hucrelerine, hairpin ribozim transfeksiyonu yapilmis ve transforme olmus
hicreler birkag hlcresel proses olan apoptozis, kontak inhibisyonu ve dreme gibi
normal regulasyonunu kaybetmis (10). Hairpin ribozimleri alan hucrelerde timor
supressor gibi regulator protein fonksiyonu olan bir gen hedeflenmis ve biyolojik yol
izlerinde birkag yeni genler identifiye edilmis. Bunlarin iginde insandaki gene homoloji
gosteren D. melanogasterde “ppan” ve"Mtert"geni kesfedilmis. Ppan, hicre
blylmesinin inhibitéri olarak, Mtert geni ise fibroblast transformasyonunun
supressoru olarak identifiye edilmis.

Metastazi Genlerinin identifikasyonu

Kanser hucrelerinin metastazisinde gorev yapan genleri identifiye etmek igin rastgele
dizayn edilmis ribozim kutiphaneleri kullaniimis. Kanserin erken safhalarinda
genellikle malignant hucreler lokalize olur. Hastalik ilerlediginde metastazi igin
hiicreleri uyaran cesitli genler ifadelenir veya baskilanir. invaziv kanser hiicrelerinin
hareketi, invaziv olmayan veya zayif invaziv Ozellik gosteren hucrelerden daha
fazladir (10). Metastazinin mekanizmasi, kompleks ve c¢ogunlukla bilinmeden
kalmistir. Bu yuzden metastatik proseslerdeki basamaklari identifiye etmek igin, farkh
prosedurler kesfetmigler. Bunlardan ilki, kemotaksi denemesi, rastgele dizayn edilmis
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genler yuksek oranda hareketli olan HT1080 hticrelerine verilir. Transfeksiyondan 24
saat sonra ekstraselller matriks jeli ile ¢evrilmis porlu filtre ile ayrilmis kemotaksi
denemesine maruz birakilmis. Kemoattranktant olarak fibronectin iceren bu
denemede yuksek konsantrasyon igeren kisimdan daha dusik konsantrasyon igeren
kisma dogru bir gecis olur. 24 saat sonra yuksek konsantrasyonda bulunan ¢ok az
seviyedeki hucreler incelenmis (invaziv olmayan hucreler). Ribozim tasiyan vektorleri
alan bu hiicrelerde migrasyonu tetikleyen genler bloke olmus. ikinci yaklasim, hiicre
invazyon denemesi. Bu deneme ilk denemeye benzer, sadece alt kisimin matriks jel
cevrelenmesi harictir. Retroviral vektorler (ribozim genlerini icerir)fare fibroblast
NIH3T3 hucrelerine verilir. Bu hicreler jel ile gevrelenmis filtre igcinden gok zor gecger
ve matriks jeline penetre olmus hicrelerden RNA izole edilir. Bu RNA’nin, reverse
transkripsiyonundan sonra, fibroblastlarin invaziv aktivitesini saglayan 8 ribozim
bulunmus. Hucre kaltir kosullar fizyolojik durumu tam olarak yansitmasada, ribozim
teknolojisi fare pulmonar timorogenezis igin bir yoldur. Ribozim kutuphaneleri, viral
hayat ¢cemberi, apoptik yol izleri, alzhemier hastaligi, kas ve neuronal farkhlasma
fonksiyonu gdésteren genleri identifiye etmede vyararlanilir. Ozellikle ribozim
kUtlphaneleri sinirsel kdk hicrelerin farklilasmasini reglle eden kod olusturmayan
RNA ‘y1 identifiye etmede kullanilr.

b Chemotaxis assay

Ribozyrme-camying ﬁ
ﬁ plasmid vectar
a Transfection

— cenm-free medium

Filter {pore diarmeter, 12 um)
“J Lp Lmj

Medium centaining
I chermoattractants

Recovery of ribozymes
that can inhibit cell migration

e

d Rescue of iboeymes

e Sequence analysis

=—Mon-migrating cells

e —— Migrating cells

¢ Caollection of cells

Sekil — 8 Metastazide gorev yapan genlerin identifikasyonu

a. Rasgele dizayn edilmis ribozimler, hareketli HT 1080 hicrelerine veriliyor. b.
Transfeksiyondan 24 saat sonra, hlicreler ekstraselller matriks jel ile kapli porlu bir filtre ile
ayriimis alanda kemotaksi denemesine maruz birakilmis. Ust kisimdan ekstraseliiler matriks
yolu ile alt kisma gd¢ eden invaziv hiicreler gézlemlenmis. c. 24 saat sonra Ust kisimdan go¢
edememis hlcreler alinmis. d. Alinan hiicrelerdeki ribozimler ¢ikartiimis ve yeniden daha zor
sartlar altinda test edilmis. e. Bu ribozim sekanslari kullanilarak databazl arastirmalarda
istenen genler saptanmistir (10).
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siRNA ve Ribozim Kituphanelerinin Karsilastiriimasi

Son yillarda RNAIi, gen baskilanmasi ig¢in gugli bir ara¢ olarak dikkatleri Ustlne
cekmigtir (10). C. elegans hucresine dubleks RNA’nin verilmesi sonucunda ilk gen
baskilanmasi ortaya ¢iktiktan sonra, bitkilerde, D. melanogaster, protozoa ve memeli
turlerindeki varligi saptanmigtir. RNAi mekanizmasinda, ekzogenik dubleks RNA'lar
21-23 nikleotidlik siRNA olustuktan sonra RISC kompleks ile iliskiye girer. siRNA —
RISC kompleksi, sekansa spesifik olarak hedef mRNA’yr keser. Bu reaksiyon,
ribozimler tarafindan hedef mMRNA’nin kesimine benzemektedir. RNAI ‘nin potansiyel
gucu, bilimsel kominitelere, genom analizleri ve gen igleyisleri icin ise yarar bir ara¢
olarak bakma cesaretini vermistir. siRNA ifade vektorlerini ve kutiphanelerini
kullanarak memeli genomunun kargilastirmali sistemik analizlerini yapilmigtir. siRNA
kUtiphaneleri ile, TRAIL ile induklenmis apoptozis, Ps3' e bagli Uremenin
tutuklanmasi ve fosfadilinositol 3 — kinaz (P13)yol izlerinde yeni komponentler
identifiye edilmistir (10).

Etkinligi ve Hedef Spesifitesi

Ribozim ve siRNA teknolojileri arasindaki en buyuk farkhlik, siRNA’lar endogenik
proteinler ile is birligi icindedir (10). Halbuki ribozimlerin aktivitesi hiicresel faktorlere
bagl degildir. Bu yuzden, siRNA’lar birgok hucresel enzimi kullanir érnegin helikaz ve
RNAaz'lar, hedef mRNA’'nin kesiminde goérev yaparlar. Bundan dolayi, hedef
mRNA’larin baskilanmasinda ribozimlerden daha etkili bir aragtir. Her iki teknolojide
de, hedef bdlgelerin secimi aktiviteyi belirlese de, daha dizenli bir mMRNA’nin yapisi
siRNA'dan c¢ok, ribozim aktivitesini daha guglu etkiler. Buna karsin siRNA’larin
baskilayici aktivitesi, mMRNA'nin duzenli yapisindan ¢ok, siRNA ve bir grup endogenik
protein arasindaki etkilesime baghdir. siRNA’larin en Onemli dezavantaji, spesifik
olmayan baskilayici aktivitesidir. Bu baskilayici aktivite interferon Gretiminin
induklemesi veya hedef olmayan genlere karsi sekansa spesifik silencing etki
anlamina gelmektedir. siRNA’nin bir ipligi (antisens) hedef mRNA’'ya komplementer,
diger ipligi (sense) dedildir. Sense ve antisense iplikler, hedef olmayan mRNA’nin
translasyonunu inhibe edebilir. Hedef olmayan genler Uzerindeki etkilerin tahmin
edilmesi zor oldugundan, bu konuda ribozimler daha dugsuk aktiviteye sahip
olmalarina ragmen, siRNA’larin bir adim 6ninde bulunmaktadir. Son yillarda siRNA
alanindaki gelismeler hiz kazanmistir (10). Ornegin, daha 6nceleri kullanilan 21 — 23
mer siRNA’larin nanomolar konsantrasyonlari yerine gunumuizde 27 mer lik
siRNA’larin  pikomolar konsantrasyonlari kullanilmaktadir. Bu konsantrasyonun
kullaniimasi, hedef digindaki etkisini minimize edebilir Ayrica, siRNA ifade vektorlerini
dizayn etmek mumkuin; shRNA (short hairpin RNA — sens ve antisens sekanslari
icermekte, Dicer tarafindan shRNA siRNA‘ ya donusturalir.) nin sadece sens
ipliginin degrede olacag! vektor duzenlenir ve boylece hedef digi etkileri minimize
edilmis olur. interferon uyarilmasi, sekansa bagli olmadan spesifik olmayan etki
demektir yani, ekzogenik dubleks RNA tarafindan immun yanitin aktive olmasi
demektir. siRNA’lar bu yaniti uyarmayabilir. Uzun dubleks RNA 30bp’den buyuk
olursa bu yanit olusmaz. Ayrica, siRNA ‘nin interferon yanitini uyardigi ve bu yanitin
olusmamasi icin bazi faktorler identifiye edilmistir. Stem (gdvde) bdlgesinde bir
mutasyonun meydana getiriimesi ile (C—U veya A—G) interferon yaniti azaltilir.
Yalniz bu ¢é6zim dsRNA>100bp oldugu durumlar igin gecerlidir.
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ilk sorun, genlerin insana verilmesini saglayacak daha kolay ve etkili ydntemlerin
bulunmasidir. Bir bagka sorun ise, nakledilen genin hastanin genetik materyalinin
hedeflenen bdlgesine yerlesmesini saglamak ve bdylece olasi bir kanser ya da bagka
bir duzensizlik riskini ortadan kaldirmaktir (11). Bu konudaki baska bir sorun da,
yerlestirilen yeni genin vicudun normal fizyolojik sinyalleriyle etkin bir bigimde
kontrolinin saglanmasidir. Ornegin insiilin, dogru zamanda ve dogru miktarda
uretiimedigi zaman, hastaya yarar yerine zarar getirecektir. Su ana kadar yapilan
calismalar sonrasi iyi sonuglar alinabilmis fakat kalici tedavi ¢ogu zaman basarili
olamamigtir (11). Bunun bir nedeni, vektorlerin tasidiklari genin uzun sureli
ekspresyonuna izin vermeyisleri, digeri ise denemelerde etkinlikten ¢ok guvenligin 6n
plana ¢ikmasidir.

Kanser tedavisi i¢in antisens oligonukleotidleri major kaynak olarak gérmeden once,
iki temel zorlugu ¢dzmek gerekmektedir. ilag verilmesinde en ¢ok aranan &zellik
basitliktir (12). Oligonukleotidin hlcresel alinimi sinirh ve htcre tipleri arasinda
varyasyonlar gdstermektedir. Ornegin, normal lenfositlerin antisens niikleotidleri gok
zaylf aldigi goézlemlenmistir. Lipozomal tasiyicilarinda iginde bulundugu cesitli
formulasyonlar sonuglarina bakilmaksizin denenmistir. Antisens oligonukleotidlerin
direk injeksiyonu en yuksek tumor konsantrasyonlarinda verilir fakat sistemik tumor
tedavisi icin kullanimi limitlidir. Gut epitel htcreleri, antisens oligonukleotidleri ¢ok iyi
bir sekilde almaktadir, bu yizden oral formulasyonu mumkuindir ve uygulamalar
arasinda en ¢ok umut veren olabilir. ikinci ¢dziilmeyen konu, hedef onkogen zaman
zaman mi aktif oluyor yoksa, bir tumdr hucresi olarak mi kaliyor? Tumor hlcreleri
bazen hareketsiz kalabiliyor ve buyume aktivitesi, antisens oligonukleotidin verilmesi
ile es zamanli olmayabiliyor (12). Su anki duruma gore, dnumuzdeki yillarda gen
tedavisindeki egdilim, genleri istenilen hucrelere en etkin bicimde tasiyabilecek
vektorlerin dizayn edilmesi yolunda olacak gibi gorunuyor. O zaman, gen tedavisinin
daha basarili sonuglar verecegi soylenebilir.
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