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Cift Sarmalli RNA Tarafindan
Gen Susturulmasa

Merve Caligir ve Dr. Adil Denizli

Hacettepe Universitesi, Kimya BélimU, Beytepe, Ankara

2006 Nobel Fizyoloji veya Tip Odiild, California Stanford Uni-
versitesi'nden Profesor Andrew Fire'a ve Profesdr Craig Mel-
lo'ya, Worcester Universitesi Tip Fakiiltesinden cift sarmalls
RNANin (dsRNA) RNA interferansi (RNAi) olarak adlandirilan
gen susturucu etkisini kesfettikleri icin layik gorildd. Nobel

Fizyoloji veya Tip Komitesi Bagkan Profesor Giran K. Hansson,

Nobel Oduili sunum konusmasinda kesiflerinin etkisini “gene-

tik bilgi akisint dizenlemek i¢in yeni bir ilkeyi ortaya ¢ikardi-

ginm” soyleyerek ozetledi, yagam anlayisimiza “yeni bir boyut”
eklemenin yani sira tip i¢in yeni araclar sagladi. Fire ve Mello,

"parlak ¢calismalarinda”, "Cift sarmalli RNA'nin aktive oldugu”

buyuk bir dizenleyici adim belirlemislerd, hangi genin sustu-

rulacagini belirleyen RNA molekilindeki genetik kod ile gen
susturulmasina yol agan enzimatik bir mekanizma. Bu kesfin
onemi, Nobel Oduli'niin ilk yayinlanmasindan sadece sekiz
yil sonra verilmis olmasi gercegiyle vurgulaniyor. Bulgular,
RNAi'yi tanimlamalari, hiicrelerde gen dizenlemesinin altinda
yatan mekanizmalara iliskin anlayisimizi degistirmenin yani
sira, RNAi'yi genleri manipule etmek i¢in biyolojik arastirma-
larda 6nemli bir arag haline getirdi. Bu baski ve genis bir has-
talik yelpazesi i¢in yeni bir terap&tik modalite olarak buyidk
bir potansiyele sahiptir. Bu bolimde, bilimsel yolculuklarinin
onlar gen ifadesini kontrol eden mekanizmalan arastiran yeni
arastirma alanlari acan RNAi'nin kesfine nasil gétdrddgind
anlamak i¢in her iki Nobel Oddili Sahibinin de bilimsel ge¢-
mislerini gozden gecirecegiz. RNAiI'nin biyomedikal arastirma
ve klinik tibbin sahip oldugu ve gelecekte sahip olacag etkiyi
inceleyerek bitirecegiz.
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ODUL KAZANANLARIN BIYOGRAFILERI VE BiLIMSEL GECMISLERI

Andrew Fire

Andrew Fire 1959'da dogdu ve Califor-
nia'da blytdd. 1978'den 1983'e kadar
Massachusetts Institute of Technology'de
Nobel Odili Sahibi'nin damsmanliginda
‘Adenovirtsin Vitro Transkripsiyon (Ca-
lismalar’ baslikli doktorasim1 yapmadan
énce Berkeley'deki California Universite-
si'nde matematik diplomasi aldi. Doktora-
sim tamamladiktan sonra Fire, Helen Hay
Whitney Vakfi Uyesi olarak Tibbi Arastirma
Konseyi Molekuler Biyoloji Laboratuvar,
Cambridge, Birlesik Krallik'a gegti ve bu-
rada Nobel Odili sahibi Sydney Brenner
baskanligindaki Caenorhabditis elegans
grubunda calisti. Fire'in Cambridge'deki
arastirmast mikroenjeksiyon teknolojisine
odaklandr ve burada C. elegans solucan-
larinda yabancai DNA'y1 ifade etmek igin
teknikler gelistirdi. Fire, C. elegans'in er-
ken gelisimi sirasinda gen dizenlemesini
arastirmak icin Ulusal Saglik Enstitileri
tarafindan verilen kendi bagimsiz arastir-
ma 6denegi ile Maryland, Baltimore'daki
Washington'daki Carnegie Enstitlstnin
Embriyoloji Béliminde arastirmaci olarak
1986'da ABD'ye dondi. 1989'da Carne-
gie'ye dizenli personel olarak atandi ve su
anda Patoloji ve Genetik Profesdri oldugu
Stanford Universitesi Tip Fakiiltesi'ne Kali-
forniya'ya geri tagindig1 2003 yilina kadar
orada kaldi. Carnegie'deyken Fire, klon-
lanmis genlerin islevini aragtirmak igin bir
arag olarak DNA donistirme teknolojisini
gelistirmeye devam etti. Fire'in ¢alismasi-
na uygulamak istedigi dnemli bir arag, be-
lirli genlerin ifadesini bozma yetenegiydi.
Bununla birlikte, enjekte edilen DNA ile
karsiik gelen kromozomal lokus arasinda
homolog rekombinasyonu kullanan endo-
jen genleri mutasyona ugratmak igin tercih
ettigi yéntemin C. elegans modelinde he-
niiz mevcut olmamasi gercegiyle sinirliydr.
ilk olarak 1984'te Jonathan Izant ve Harold
Weintraub tarafindan aciklanan, gen akti-
vitesini engellemek igin antisens (sagma)
DNA iplikgik transkripsiyonunun kullanl-

dig1 alternatif bir yaklagimi kesfetmeye |

baslad. Fire, C. elegansn viicut duvan ka-

sindaki gen ifadesini basanli bir sekilde en-
gellemek icin antisens RNA'lar Uretmek
Gzere tasarlanmig bir transgen kullandi
ve oOzelliklerin sonraki nesillere aktarila-
bilecegini gdsterdi. Bu duyu yapilan da
etkiye neden olabilirdi. Bu bulgunun, sens
iplik¢igini olusturmak igin kullanmlan DNA
transgenlerinden amaglanmayan antisens
RNA Gretiminin sonucu oldugu distndli-
yordu. Fire, en olasi etki mekanizmasinin,
antisens RNA'nin, ge¢ bir isleme adimin,
RNA tasinmasin veya translasyonu bloke
eden sens transkriptine hibritleserek gen

ekspresyonunu bozmasi oldugu sonucuna
vard. ilging bir sekilde, normal seviyelerde
sens RNA'min mevcudiyeti nedeniyle ¢ift
sarmalli RNA'larin (dsRNA) transkripsiyo-
nun bozulmasina ve inhibisyonuna aracilik
ettigi bir modeli gdz ardi etti, ancak dsR-
NA'nin belirli hiicreler Gzerinde fizyolojik
etkileri olabilecegini tamamen gbz ardi
etmedi. Fire, sonraki birkag yil i¢inde bu
muidahale arastirmasi yolundan uzaklast
ve bunun yerine, Mello ile isbirligine basla-
yana kadar, hiicre kaderini belirlemede gen
dizenlemesinin roldnl anlamaya ¢alisma-
ya odaklandu.
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Craig Mello

Craig Mello, 1960 y1linda Connecticut, New
Haven'da dogdu ve ylksek lisans egitimine
baslamak icin Boulder'daki Colorado Uni-
versitesi'ne tasinmadan énce Brown Uni-
versitesinde biyokimya ve molekiler bi-
yoloji alaninda egitim gdrdd. David Hirsh'in
laboratuvarinin bir dyesi olarak C. elegans
ilk kez burada inceledi. Mello, Dan Stinch-
comb’un yan sira Mike Krause, Jim Kramer
ve Ken Kemphues ve birlikte yurtttiga Jim
Priess gibi gelecekteki isbirlik¢ileri tara-

findan molekiler biyolojiye girigini iceren
gelecekteki egitiminin anahtan olarak bu
“fantastik” laboratuvari gosteriyor. dok-
tora sonrasi ¢alismasi. David Hirsh'nin ilk
yilinda endistriye taginmasinin ardindan
Mello, Dan Stinchcomb ile ¢alismaya de-
vam etmek icin Harvard Universitesi'ne
tagindi ve esas olarak mayayr model sis-
tem olarak kullanan solucan sentromer
aktivatorlerini belirlemeye odaklandr. Fire
ve Mello ilk kez bu noktada isbirligi yaptu.
Her iki adam da, Kimble ve Stinchcomb
tarafindan agiklanan teknikleri temel ala-
rak solucanlarda DNA dénisimd igin tek-
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nikler gelistirmek Gzerinde ¢aligiyorlardi.
Fire, Mello’nun iyilestirmeye devam ettigi
bir dizi ydntem gelistirerek bazi erken iler-
lemeler kaydetmisti ve bu ikisi arasindaki
erken isbirligi, DNA dénisiminin solucan
icin rutin bir yéntem haline gelmesine yar-
dima oldu. Bu yontemler, RNAi'nin daha
sonraki tanimlarinda merkezi yer aldi ve
DNA donltgiminin etkilerini incelemek
icin C. elegans modelinin avantajlarim
vurguladi. Tekniklerinde, solucamn kitikd-
linden ince ve keskin cam igneler sokuldu
ve ylzlerce germ hatti ¢ekirdegi iceren bir
gonadin genis paylasilan sitoplazmasi igi-
ne yerlestirildi. Deneysel malzeme daha
sonra diger gonad igin tekrarlanan prose-
dirle gonada enjekte edilebilir ve daha
sonra solucanlar, DNA donisiminin etki-
leri agisindan gozlemlenir. Harvard'da dok-
tora galigmalarim basariyla tamamladiktan
sonra Mello, Jim Priess'in laboratuvarinda
doktora sonrasi arastirmaci olarak Seattle,
Washington'daki Fred Hutchinson Kanser
Arastirma Merkezi'ne gecti. Mello, 1994
yilinda Massachusetts Universitesi Tip Fa-
kiltesi'nde kendi laboratuvarim kurdu ve
ardindan 2000 yilinda Howard Hughes Tip
Enstitisd arastirmacisi oldu. 1995'te, anti-
sens RNA'nin dogrudan enjeksiyonunun C.
elegans'taki belirli genleri susturmak igin
kullanilabilecegine dair énemli kesif, Cor-
nell Universitesi'ndeki Ken Kemphues'in
laboratuvarinda Su Guo tarafindan yapildr.
Mello, inceledigi genleri susturmak igin bu
glcli araa kullandi ve erken embriyolarda
hicre kaderini belirleyen gelisimsel meka-
nizmalar anlamada ilerleme kaydetmeye
basladi. Fire tarafindan 1991'de yapilana
benzer sekilde Guo ve Kemphues tarafin-
dan yapilan 6nemli bir gézlem suydu: hem
sens hem de antisens RNA zincirleri gen
susturulmasina neden olabilir. Bu feno-
menin altinda yatan mekanizma hala bilin-
miyordu, ancak herhangi bir ipligin diger
ipligin Uretimini sablonlayabildigi ve sus-
turucu RNA seviyeleri olusturabildigi sto-
kastik bir etkilesim oldugu didsiniliyordu.
Bu mekanik belirsizlik, Mello'’nun 1997'de
susturucu fenomeni RNA interferansi veya
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RNAi olarak adlandirmasina yol acti. Mel-
lo'nun Fire ile igbirligi, 1997'de, erken emb-
riyonik gelisimde gen ekspresyonunun
baskilanmasinin altinda yatan mekanizma-
lar aragtiran bir makalenin yayinlanmasiy-
la devam etti. C. elegans, ilging bir sekilde,
hedef genleri susturmak icin dogrudan
antisens RNA enjeksiyonlarinin kullanimim
icermiyordu. Hem Fire, Nobel Od(ilii konus-
masinda hem de Nature makalesinin ortak

yazarlarindan biri ve Fire'da doktora sonra-
starastirmaciolan Mary Montgomery. Bilim
camiasinda siklikla oldugu gibi, Mello tara-
findan 1997'de Madison, Wisconsin'deki
bir solucan toplantisinda dizenlenen ve
RNAJ isbirligini atesleyen ve RNAi kesif-
lerinin temelini atan seyin gayri resmi bir
tartisma oldugunu not edin. Temel hipotez,
dsRNA'nin gercek efektér molekdl oldugu

1 fikri etrafinda toplanmistir, ancak Mont-

gomery bu fikrin bir laboratuvar toplanti-
sinda saglikli bir siphecilikle karsilandigi-
n belirtmektedir. Ancak bu, devam eden
arastirmalarimt durdurmadi ve C. elegans
modelini kullanarak ortaya ¢ikan igbirlikgi
deneyler dizisi, Subat 1998'de RNAi in Na-
ture hakkindaki makalelerinin yayinlanma-
s sagladi.
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ODUL: CIFT SARMALLI RNATARAFINDAN GENETIK ETKILESIMIN KESFI
gene birlikte enjeksiyonunun, tekli RNA
sarmallarinin  inhibisyona araciik etme

Fire ve Mello'nun ‘Caenorhabditis ele-
gans'ta ¢ift sarmalli RNA'min gii¢li ve spesi-
fik genetik midahalesi’ baglikli 1998 tarihli
Nature makalesi, RNAi'nin temel &zellikle-
rini agikladr ve altta yatan mekanizmalari-
na iliskin icgordler verdi. Bunlarin merkezi
Bulgu, dsRNA'nin RNAi'ye neden olan efek-
tér molekil oldugu ve daha once disu-
nildigu gibi yiksek oranda saflagtirilmig
sens veya antisens RNA'nin izolasyonda
olmadigiydi. Daha 6nceki calismalarda,
antisens veya sens RNA ile girisim goste-
rilmisti, ancak bu preparasyonlar nispeten
saf degildi ¢cinkd RNA'lart olusturmak igin
kullamlan DNA transgen dizileri veya bak-
teriyofaj RNA polimerazlan, Fire ve Mel-
lo'nun inandig1 gibi, dsRNA molekulleri de
dahil olmak Uzere anormal RNA rinleri
de Uretebilirdi. RNAi son derece spesifik-
ti, sadece hedef mRNA'ya homolog olan
dsRNA dizileri girisime neden olabilirken,
intronlara veya promotdrlere karsilik gelen
dsRNA bunu yapmadi. Bu bulgu, RNAi'nin
transkripsiyon sonrasi bir seviyede mey-
dana geldigini 6ne sirdd; ek olarak, dsRNA
enjeksiyonu endojen mRNA transkriptlerini

azalttr veya ortadan kaldirds, bu da bunla-
rin bozuldugunu disindirdi. RNAI, doku-
lar arasinda yayilabilir ve nesillere iletilebi-
lir, bu da etkinin potansiyel bir RNA tagima
mekanizmasinin bir pargasi olarak hicreler
arasinda iletilebilecegini disindurdr. Fire
ve Mello, RNAi'yi agiklamak icin basit bir
antisens modelini reddettiler ¢inkd hicre
basina yalmzca birkag dsRNA molekdld ile
girisim elde edebildiler; bu, tek basina sens
veya antisens RNA'dan en az iki kat daha
etkiliydi. Basit bir antisens modelinin ise
yarayabilecegini digtinmediler ¢inkd en-
jekte edilen birka¢ RNA molekild ile agin
endojen transkriptler arasindaki tavlama,
gozlemlenen fenotipleri vermeyecekti.
Bunun yerine, bulgularin bir katalitik veya
amplifikasyon bileseni iceren aktif bir me-
kanizma ile daha uyumlu olduguna inani-
yorlardi. Diger bir olasiik, mekanizmanin,
hicrelerin dsRNA'ya spesifik olmayan bir
tepkisi olabilecegi ve gordikleri sinerji-
nin, bir "panik mekanizmas” tarafindan
gl¢lendirilmesinden
kaynaklandigiydi. Bununla birlikte, Fire ve
Mello, ilgisiz dsRNA segmentlerinin hedef

antisens etkilerin

yetenegini glclendirmedigini gostererek
bunu goz ardr etti. RNAi'nin altinda yatan
gercek mekanizma, su anda belirsiz kald:.
Sonuglarinda Fire ve Mello, RNAi bulgula-
rin1 daha genis bir baglama oturttular ve
RNAi'nin bir aragtirma araci olarak potansi-
yel uygulamasini dogru bir sekilde tahmin
ettiler. RNAi'nin C. elegans’ta gen islevini
incelemek i¢in genetik bir arag olarak bu-
yik bir potansiyele sahip oldugu ve feno-
men diger nematodlarda, omurgasizlarda
ve omurgalilarda mevcut olsaydi daha da
genis bir uygulamaya sahip olabilecegi on-
larigin agiktr. Fire ve Mello, RNAi'nin altinda
yatan mekanizmalarin baz1 biyolojik amag-
lar i¢in var olmasi gerektigine inandilar
ve organizmalar tarafindan fizyolojik gen
susturma icin kullanilabilecegini varsaydi-
lar. Ayrica, RNAi fenomenlerinin, bitkilerde
transkripsiyon sonrasi gen susturma (PTGS)
gibi diger gen susturma fenomenlerini
aciklayabilecegini de belirtmislerdir.
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RNAPNIN ALTINDA YATAN MEKANIZMAYI ANLAMAK

RNAi'nin kesfi ve tanimlanmasi, arastirma
icin yeni yollar agt1 ve RNAi'nin altinda
yatan mekanizmalarin tammlanmasinda
ve RNAi'nin biyomedikal arastirma igin
kullanmlmasinda hizli ilerleme kaydedildi.
Mello, "bazilart bu dénemi bir RNA devri-
mine benzetse de... belki de buna bir RNA
“ifsas1” demek daha dogru olur. RNA hic-
reyi ele gecgirmiyor - basindan beri kontrol
onda. Simdiye kadar bunu fark etmemistik.’
dedi. Fire ve Mello, fenomenle ilgili daha
fazla 6nemli i¢gorl ile Nature makaleleri-
ni takip ettiler. Fire, birincil girisim etkile-
rinin, transkripsiyonun baslatilmasi veya
uzamasi Uzerinde hicbir etkisi olmaksizin
transkripsiyon sonrasi oldugunu kesin ola-
rak gosterdi ve ek olarak, RNA, transkript-
lerin tim sitoplazmik birikimini neredeyse
tamamen ortadan kaldirirken, cekirdekte
yeni transkriptlerin birikimini azaltir. Bu
bulgular endojen RNA'min hedef oldugu-
nu ve mekanizmanin translasyondan dnce
hedef RNA'y1 bozdugunu gosterdi. Mello,
RNAi etkisinin kalitsal oldugunu ve hem
enjekte edilen hayvana hem de yavrula-
rina RNAnin ilk enjeksiyonundan birkag
gln sonra glcld midahale ile uzun 6mdrld
oldugunu gozlemledi. Mello ve Fire, mi-
dahale eden RNA'nin, dsRNA'y1 ifade et-
mek Gzere tasarlanmis E. coli solucanlarini
beslemek veya dsRNA iceren bir ¢ozeltiye
batirmak gibi baska ydntemlerle iletile-
bilecegini buldu. Her ikisi de dogrudan
mikroenjeksiyondan daha az etkili olsa da,
yontemler daha blyik élgekli genetik calis-
malarin daha kolay gerceklestirilebilecegi
anlamina geliyordu. Fire, bu ek bulgularla
modelin enjekte edilen RNA dizileri ara-
sinda stokiyometrik bir etkilesime ihtiyag
duyan mekanizmalarla uyumlu olamayaca-
gina inanyordu. Enjekte edilen dsRNA'nin
herhangi bir replikasyonunu tespit edeme-
dikleriigin, enjeksiyondan sonra dsRNA'nin
kendisinin amplifiye edildigi replikasyona

dayali bir mekanizmay1 dikkate almadi.
Bunun yerine Fire, RNAi'nin su anda kabul
edilen mekanizmasiyla belirgin benzerlik-
leri olan RNAi'yi agiklamak igin ¢ agamali
bir model &nerdi. ilk olarak, dsRNA, homo-
lojiye dayali hedef tanimaya izin vermek
icin dupleksin kismen ¢ozllmesiyle &zel-
lesmis bir ribonikleoprotein kompleksinin
bir parcasin olusturacaktir. Bunu takiben,
bélinme veya kovalent modifikasyon ile
taninan hicresel RNA isaretlenecek ve en
sonunda bu hedef RNA bozulacaktir. Fire,
yayinlarinda RNAi'nin bitkilerde RNA ara-
ali susturma ve birlikte bastirma ile ben-
zerlikleri hakkinda yorum yapmaya devam
ederek, dsRNA'min her iki fenomende de
bir arac1 gbrevi gorebilecegini 6ne strdd.
Virslere kargi sistemik bir savunma olarak
ve hicrelerin gen ekspresyonunu modile
etmesinin bir yolu olarak RNAI igin fizyo-
lojik roller 6nerdi ve hatta kesifleri igin
potansiyel klinik uygulamalar énerdi. Mel-
lo ayrica RNAi'yi daha genis bir baglamda
disindl ve evrimin bu fenomeni kullan-
makta ne kadar ileri gittigini anlamaya he-
vesliydi. Hayvanlarda gen ekspresyonunu
modile eden RNA bazli hormonlarin olup
olmadigin, hicrelerin viral genleri kapat-
mak i¢in RNAi kullanarak enfeksiyonlarla
savasip savagmadigini ve patojenlerin ko-
nak hicreyi belirli konakg¢r gen segmentle-
rini yakalayip asin eksprese ederek degis-
tirip degistirmedigini merak etti. RNAi'nin,
hicrenin disindan gelen RNA'nin icerideki
gen ifadesini maniplle edebildigi glcld
ve ozel bir yolun varligina isaret ettigini
One surdd. Fire ve Mello, RNAi fenomenini
arastirmak konusunda yalmz degildiler ve
kesifleri, bir takip telaginayol agti. Kisa sire
sonra RNAi'nin C. elegans’a 6zgl olmadig
ve benzer olaylarnin Drosophila, planaria
(yass1 kurtlar), bitkiler ve tripanozomlar da-
hil diger organizmalarda da rapor edildigi
anlasildi. RNAi'nin, transkripsiyon sonrasi
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gen susturma ve birlikte bastirma gibi di-
ger susturma mekanizmalariyla ayn temel
mekanizmalan paylastigr bulundu, bu da
ortak bir evrimsel kokene sahip olduklari-
n1 digtnddrdyor. Bir sonraki bdyik atiim,
bitkilerde PTGS'nin altinda yatan meka-
nizmalara odaklanan Andrew Hamilton ve
David Baulcombe tarafindan yapildi. 25
nikleotid uzunlugunda ve baskilanmakta
olan gene homolog olan kictk RNA'larin
PTGS strecinin bir pargasi olarak biriktigini
ve muhtemelen onun 6zgUlligund belirle-
yen faktor oldugunu belirlediler. Bu 21-25
nikleotid kiclk RNA'lara kisa karigan ad
verildi RNA'lar (siRNA'lar) ve Drosophila ve
C. elegansin RNA-susturucu yolaklarindaki
etkilesime aracilik eden ortak faktor oldu-
gu gosterilmistir. RNase Ill nikleaz ailesinin
bir Gyesi olan Dicer enzimi, sunlan yapabi-
len enzim olarak tanimlandr: bu siRNA'lan
Gretmek icin dsRNA'lan spesifik olarak
béler ve enzim solucanlarda, sineklerde,
bitkilerde, mantarlarda ve memelilerde ev-
rimsel olarak korunmustur. Hedef mRNA'la-
ri pargalayan bir enzim kompleksi olan RNA
kaynakli susturma kompleksi (RISC) de bu
noktada tammlanmistt RNAI mekanizma-
sinin arastirilmasi sirasinda ve daha sonra
bir Argonaute proteini oldugu gosterildi.
RNAi'nin arkasindaki mekanizmalar artik
daha net hale geliyordu ve iki ana adimdan
olusuyordu. ik adim, bir dsRNA'min Dicer
tarafindan -22 nukleotit uzunlugundaki
bir siRNA'ya islenmesiydi. Bu kilavuz siR-
NA daha sonra, kilavuz siRNA'ya homolog
olan bozunma igin tek sarmalli mRNA'lan
hedefleyebilen bir niikleaz kompleksi olan
RISC'ye dahil edildi. RNAi mekanizmalari-
nin, endojen RNA tlrlerinin dizenlenme-
sinde rol oynadiklarinin kesfedilmesiyle
hicrelerde fizyolojik bir roll oldugu gos-
terilmistir. Dicer, ekzojen dsRNA'larin yani
sira, mikroRNA'lar (miRNA'lar) olarak adlan-
dinlan bir dogal kicik RNA simifini da isle-
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yebilir. mikroRNA'lar ilk olarak C. elegans'ta
tammlanmis ve gelisimsel zamanlamalari-
nin dizenlenmesiyle iliskilendirilmistir ve
ayrica omurgasizlar ve omurgalilarda da
tammlanmistir. Diger bir RNase-Ill tipi nik-
leaz olan Drosha’min da, Dicer tarafindan
islenmek Uzere sitoplazmaya ihrag edilme-
den once birincil miRNA'larin 8ncdl miR-
NA'lara dondsttrilmesinde &zel bir rold
oldugu belirlendi. siRNA'nin bir arastirma
araci olarak gercek potansiyeli da bu sira-
larda gerceklesmeye basliyordu. Onemli
bir ilerleme, RNAi'nin sentetik siRNA'larla
elde edilebileceginin gdsterilmesiydi. Buy,
hedefleme adiminin dsRNA-isleme adi-
mindan ayrilabilecegi anlamina geliyordu
ve siRNA'nin fonksiyonel olarak gen eks-
presyonunun spesifik dizenlemesi i¢in bir
arag olarak kullanilabilecegini gosterdi. ge-
nomik ve biyomedikal ¢aligmalar. Bununla
birlikte, RNAi'nin altinda yatan bu temel
mekanizmalar C. elegans ve Drosophila
gibi organizmalarda gosterilmis olsa da,
RNAi'nin memeli hiicrelerinde islev gérip
gérmedigi hala net degildi, bu da onun
daha genis uygulamast igin blydk bir sinir-
lama. Fare embriyolarinda RNAi'nin gdste-
rilmesi, RNAi'nin memeli hicrelerinde var
olabilecegini dislndirdy, ancak bunun,
uzunlugu 30 baz ciftinden daha blyik
olan dsRNA'lara spesifik olmayan savunma
tepkilerine sahip oldugu gosterilen soma-
tik memeli hicrelerinde gorildp gorilme-
yecegi hala kesin degildi. Bu énemli atiim,
RNAi'nin 21-nUkleotit siRNA'lar kullanila-
rak kiltirlenmis memeli hiicrelerinde elde
edilebileceginin gosterilmesiyle kisa sire-
de geldi. Her iki yazar grubu da bulgulan-
nin, siRNA'nin gen ekspresyonunu dizen-
lemek icin bir arag olarak kullanilmasinin
yolunu agtigint ve memeli hicrelerinde
terapotik bir modalite olarak.
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HUCREDE VE VIRAL ENFEKSIYONDA RNAI ISLEVLERI

Son 12 yilda, baska bir yerde kapsamli bir
sekilde incelendigi gibi, RNAi'nin hicresel
islevleri dizenlemede butinleyici bir rold
oldugu gosterilmistir. Etkileri, ¢ogunluk-
la inhibitdrdlr ve etkisi yaygindir, sadece
transkriptlerin transkripsiyon sonrasi is-
lenmesini degil aym zamanda kromatin
yapisin1 da etkiler, ¢ kromozom ayrim,
transkripsiyon, RNA isleme, RNA stabilitesi
ve translasyonu. 30 RNAi'nin oynadigi pek
¢ok roltin yam sira farkl kigik RNA tirle-
rinin spesifik islevlerine iligkin anlayisimzi
artiran ilerlemeler olmaya devam ediyor.
Ornegin miRNA'lar, belirli mRNA'lan spesi-
fik olarak tanimasina ve susturmasina izin
vermek i¢in RISC icin adaptor gorevi géren
gen dizenleyici devrelerin temel bilesen-
leridir ve omurgalilardaki tim mRNA'larin
%750 kadarini dizenledigi tahmin edilmek-
tedir. RNAi mekanizmasi da bu roli oyna-
maktadir. Yiksek oranda yogunlastirilmig
bir kromatin formu olan heterokromatinin
olusumunda ve dinamik dizenlenmesin-
de dogrudan bir rol. Heterokromatin, S.
pombe mayasinin yan sira C. elegans ve
kromozom

memelilerde transkripsiyon,

segregasyonu ve uzun menzilli kromatin
etkilesimleri dahil olmak Uzere ¢ok sayida
kromozomal sireci kontrol eden dizenle-
yici proteinlerin toplanmasi ve yayilma-
s1 icin bir temel gorevi gorlr. Aslinda bir
goris sudur: transkriptleri parcalamak ve
heterokromatini tekrarlayan elementlere
hedeflemek icin kicik RNA'lar vektor-
ler olarak kullanan RNAi yolu, genom i¢in
énemli bir savunma mekanizmasi haline
gelecek sekilde zaman icinde gelismistir.
RNAI, bitkilerde antiviral tepkinin dnemli
bir parcasidir ve omurgasizlar ve ilk ola-
rak viral enfeksiyona dogustan gelen bir
bagisiklik tepkisi olarak evrimlestigi disi-
nilmektedir. Bitkilerde ve omurgasizlarda,
RNAV, retrovirGsler diginda RNA virGslerinin
replikasyonunda anahtar ara maddeler
olan uzun dsRNA'lar tarafindan tetiklenir.
Bu uzun dsRNA'lar Dicer tarafindan boli-
nlr ve ortaya ¢ikan siRNA, RISC'ye dahil
edilir ve viral genomik veya mRNA tirle-
rinin tamamlayic1 bélgelerini hedeflemek
icin bir kilavuz gorevi gordr. Viral RNA'lar
daha sonra RISC tarafindan parcalanarak
bozunurlar. RNA virGsleri de bitkilerde ve

omurgasizlarda RNAi'yi inhibe eden ve
hayatta kalmalarina ve ¢cogalmalarina izin
veren gen Urlnleri gelistirmistir. Bunun
tersine, memeli somatik hdcrelerinde vi-
ral enfeksiyona verilen bu RNAi tepkileri
gbrilmez ve memeli hicreleri, interferon
yanit1 dahil olmak Uzere viral dsRNA'lara
karsibaska dogal tepkilere sahiptir. Bu fark,
memeli hicrelerinin RNAi mekanizmasinin
viral enfeksiyon sirasinda aktif kalmasina
izin verecek sekilde gelismis olabilir. Hem
normal hicresel islevi sirdirmek hem de
savunma mekanizmalarina katkida bulun-
malk i¢in enfeksiyon. Bununla birlikte, me-
meli hicrelerinde antiviral RNAi tepkileri-
nin bu olmamasi, virlslerin mekanizmayn
kullanma ve RISC'yi viral miRNA'larla prog-
ramlama firsatina sahip oldugu anlamina
gelir. Bu tir viral miRNA'larin hicresel veya
viral genleri asag1 dogru dizenledigi, viral
olarak enfekte olmus hicrelerin dogustan
gelen veya adaptif bagisiklik tepkilerini ba-
rindirma duyarliigin arttirdigi veya herpes
virisd miRNA'larinda géralddga gibi viral
gecikmeyi stabilize ettigi gdsterilmistir.
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RNA GIRISIMININ BIYOMEDIKAL ARASTIRMA VE ILAC KESFI

UZERINDEK] ETKISI

RNAi'nin biyomedikal arastirma Uzerin-
de blyuk bir etkisi olmustur, ¢inkd bilim
adamlarinin genleri secgerek tek gen aras-
tirmalarindaki islevlerini anlamalarina ve
aynm zamanda daha bulyik arastirmalara
izin vermesine olanak saglamistir. RNA;,
Fire ve Mello tarafindan tamimlanmasindan
sonraki iki yil icinde C. elegans'ta genom
olceginde tarama yapmak icin kullamld.
siRNA'lar, memeli hicrelerinde RNAi'ye
aracilik edebilir ve bunun daha genis bir
uygulama alanina sahip olmasina izin veri-
lir. RNAi aracili yikimin bir dizi avantaji var-
dir. Klasik genetik taramalarda, 6zellikle ta-
nimlanmis tim genlerin sekanslart hemen
bilindigi i¢in, 6lumcul mutasyonlarin tespit
edilmesi daha kolaydir ve ortak sekansa sa-
hip ¢oklu genler devre dig1 birakilarak faz-
lalikk ortaya ¢ikarilabilir. Taramalarin 6l¢egi,
dizili genlerin Uretilmesiyle binlerce geni
kapsayan kimyasal olarak sentezlenmis oli-
gonukleotitlere sahip kitiphanelerle hizla
artti. Bu tUr tarama yaklagimlan, ¢zellikle
potansiyel hedefler onkogenlerden biy-
me faktorlerine ve hatta tek nikleotid po-
limorfizmlerine kadar degisebildiginden,
ilag kesfinde a1k uygulamalara sahiptir. Bu
nedenle, terapétik ajanlarin gelistirilme-
sinde asagidakiler dahil olmak Uzere temel
adimlar icin tercih edilen bir yéntem haline
gelmesi sagirtici degildir.

YENI BIR TERAPOTIK MODALTE OLARAK RNA ETKILESIMI

POTANSIYELI

RNA tabanli terap6tik kavrami, dogrudan
Fire ve Mello'nun RNA etkilesimi olgusunu
tammlayan ¢alismalarindan gelir. Sayda
Elbashir ve digerleri tarafindan memeli
hicrelerinde kigik karisan RNA'larin di-
ziye 6zgl gen inhibisyonunu tetikleyebi-
leceginin gosterilmesiyle desteklenmistir.
Bu, insan hastaligina karigan bir genin spe-
sifik olarak hedeflenebilecegi ve siRNA'la-
rn veya kisa sag tokast (sh)RNA'lar1 ifade
eden yapilanin ekzojen girisiyle susturu-

labilecegi anlamina gelir. Bu tir spesifik
bir gen tabanli yaklagim, hastaliga neden
olan etkenleri hedeflemel i¢in buyik bir
potansiyele sahip oldugu anlamina da
gelir. Ornegin, vahsi tip bir alelden RNA'y1
hedeflemeden veya hastaliga neden olan
bir proteinin translasyonunu énleyerek bir
timor igindeki aleller. RNAI, patojene 6zgii
proteinleri hedefleyerek bulasici hastalik-
lar tedavi etmede de bir role sahip olabilir.

L RNAi kesfinin tamimindan, altta yatan yeni

bir mekanizma olarak cevirisi C. elegans'ta
gen susturulmasinin, insan klinik deneyle-
rinden gecen yeni bir terapttik modalite
olarak ortaya ¢ikisi dikkat ¢ekecek kadar
hizli olmustur. Bu nedenle, hala erken asa-
malarindadir ve RNAi'nin givenli ve etkili
bir terapdtik arag olma potansiyeli, blyik
6lgtde bir dizi buylk zorlugun Ustesinden
gelinmesi gerektiginden, ancak simdi fark
edilmeye baslanmistir. Baslica zorluklar,

1 istenmeyen bagisiklk tepkilerinin tetik-
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lenmesi gibi minimum hedef digi etkilerle
yiksek potens elde etmek icin siRNA'nin
uygun dokulara ve hicrelere iletimini opti-
mize etmek olmustur. Su anda klinik deney-
lerde bulunan RNAI bazliilaglar cogunlukla
RISC'ye giris i¢in Dicer bélinme adimim
atlama avantajina sahip olan sentetik siR-
NA'lar veya ifade edilen kisa sag tokalar.
miRNA'lar ayrica tamamlayici nikleotid di-
zileri (anti-miR’ler) ile hedeflenebilir ve bu
anti-miR’ler endojen veya eksojen (viral)
bloke edebilir. ) etkilerini nétralize etmek
icin miRNA'lar. siRNA'min hedef dokuya ile-
tilmesi, parenteral uygulamayi gerektirir ve
RNAi'nin terap6tik bir modalite olarak ba-
sarili bir sekilde uygulanmasiicin biyiik bir
engel olmaya devam eder. Hicreye 6zgl
antikorlar tarafindan taninan peptidler ve
bunlarinyani sira katyonik lipidler ve koles-
terol gibi, timU ekzojen siRNA'lar1 endojen
RNAi mekanizmasina dahil edilmelerine
izin vermek Uzere hicreye getiren bir dizi
dagitim araca artik kullanilmaktadir. Viral
vektorler ayrica shRNA tabanli yontemleri
iletmekicin kullanlabilir, ancak shRNA'larin
potansiyel sorunlari vardir ¢inkd viral ola-
rak iletilen shRNA'lar hiicrede uzun streler
boyunca eksprese edilebilir ve hatta endo-
jen siRNA mekanizmasini doyurarak énemli
yan etkilere neden olabilir. sSiRNA'min hedef
disi etkilerini anlamak ve en aza indirmek,
RNAi tabanli terapétikleri klinige getirme
miicadelesinin &nemli bir parcasidir. Or-
negin, makula dejenerasyonunda vaskuler
endotelyal blyime faktérind hedefleyen
siRNA'min dogrudan enjeksiyonunu kulla-
nan klinik deneylerden elde edilen vaat,
etkinin spesifik bir midahale etkisi degil,
bir siRNA simfi etkisi oldugu bulgusuyla
hafifletildi. siRNA aslinda hicrelere girme-
di, ancak bagisiklik yollarim etkinlestirmek
icin hicre dis1 Toll benzeri reseptor 3'e
baglanarak hareket etti. Bu 6rnekte tedavi
hala glivenli olsa da, bu, bagisiklik sistemi-
nin istenmeyen aktivasyonunun potansiyel
bir kaynak olabilecegi anlamina gelmez.
siRNA'y1 givenli bir terapétik modalite
olarak gelistirme zorluguna katkida bulu-
nan 6nemli yan etkiler mevcuttur. Makuler
dejenerasyon ve respiratuar sinsityal virls
(RSV) enfeksiyonu gibi durumlar igin prek-
linik denemelerden elde edilen sonuclarla
birlikte yeni bir terap6tik modalite olarak

RNAi'nin blyUk potansiyeli, genis bir yel-
pazede sentetik siRNA'larin kullanildig
erken faz klinik denemelerle (faz 1 ve 2)
sonuglanmistir. Bunlar arasinda yasa bagh
makiler dejenerasyon, RSV enfeksiyonu,
astim, hiperkolesterolemi,
congenita (ayrica Jadassohn-Lewandowski
Sendromu olarak da bilinir, keratin prote-

Pachyonycia

inlerini kodlayan genlerdeki mutasyonlara
bagl otozomal dominant bir dermatolojik
durum), karaciger ve akciger kanseri gibi
solid timérler yer alir. shRNA, AIDS ile ilig-
kili lenfomay1 tedavi etmek icin de kullani-
liyor ve antimiRNA, hepatit C denemesinde
kullamliyor. Bu hizli ilerleme etkileyici ol-
masina ragmen, yasla ilgili yasa bagh ma-
kula dejenerasyonu gibi bir dizi gelistirme
programinin durdurulmasiyla hepsi basari-
lrolamadi. 2010°un sonuna kadar yayinlan-
mis yalmzca iki ¢alisma raporu vardi ve her
ikisi de yalmzca birer hastayr dahil etme-
leri nedeniyle sinirliydi. Bu, insanlarda faz
3 calismalarinin sonug verdigi oligonikle-
otidler kullanilarak antisens inhibisyonda
halihazirda elde edilen ilerlemenin tersidir.
Apoliprotein B sentezinin bir antisens oli-
gonukleotid inhibitérd olan Mipomersen'in
homozigot ailesel hiperkolesterolemili
hastalardaki basarili ¢alismast da dahil
olmak Uzere tamamlandi. Bu zorluklara
ragmen, RNAi’'nin modern tibb1 dénistire-
bilecegi ve etkili ve glivenli sistemik RNAi
terapileri icin bir cephanelik olabilecegi
umudu devam ediyor. Birkag yil iginde ¢ok
cesitli insan hastaliklart mevcut olabilir.

SONUCLAR

Sadece 12 yil 6nce C. elegans'ta dsRNA
aracili RNAi gozleminden yola ¢ikarak, sim-
di RNAi'nin gen aktivitesinin nasil oldugu-
na dair anlayisimizi yeniden tanimladig bir
konumdayiz. Hiicrelerimizde diizenlenir ve
gen ekspresyonunu manipule etmek icin
biyomedikal arastirmalarda 6nemli bir arag
haline gelmistir. RNAi, yeni ilag kesfini ko-
laylastirmaya yardimar oluyor ve hatta kli-
nige yaklasmaya basliyor. Fire ve Mello’nun
RNAi'yi Nobel 6dilla kesfiyle tetiklenen
bilimsel kesiflerin hiz1 ve genis kapsamli
uygulamalan, tibb1 degistirmede bdylesi-
ne bir etki yaratmistir ve bundan sonra da
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bunu yapmaya devam edecektir. Gelecek
yillarda bilimsel kesiflerine giden yolda
bizi aydinlatmak icin sirekli ders talepleri
almak Nobel Odiili Sahiplerinin kaderidir.
2008'de Londra Imperial College'da ders
verme talebini kabul eden Craig Mello,
RNAi icin Nobel 6daline iligskin bakis agisi-
na iliskin kapsamli bir agiklama yapti ve bu
durumda fikirlerin nasil olgunlastigina dair
icgorild yorumlar da dahil oldu. kendisi ve

es-aday Andrew Fire, Nobel Odiili'ne la-
y1k gorilen anlayista sigramaya izin veren
onemli deneylere 6ncilik etti.




