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Derleme / Review

Ribonükleik Asit İnterferansı ve Huntington Hastalığının 
Moleküler Tedavisi

Caroline PİRKEVİ, A. Nazlı BAŞAK

Our knowledge about gene regulation and function in eukaryotes considerably improved with the discovery of ribo-
nucleic acid interference (RNAi) mechanism. This system, which has been preserved among species throughout 
evolution, is based on the fact that double-stranded RNAs can trigger breaking down of complementary messenger 
RNA sequences. Recently, these small RNA sequences have become a powerful tool for gene silencing in biological 
studies. Despite the relatively recent discovery of RNAi, in 1998, it has already been applied in research for therapeu-
tical purposes. Indeed, dominant disease genes have been silenced with this method, thus RNAi can be considered 
as an important milestone in molecular therapy. RNAi strategies have been developed for animal models of various 
neurodegenerative diseases, and this technique has been used in Huntington disease (HD) models for the last five 
years. In this review, after explaining the mechanism of RNAi, we will discuss the developments in this field, how this 
method can be used in the treatment of HD and the challenges ahead.
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Ökaryotların gen regülasyonu ve işlevi hakkındaki bilgimiz ribonükleik asit interferans (RNAi) mekanizmasının 
tanımlanmasıyla büyük ilerleme kaydetti. Evrim boyunca, türler arasında korunmuş olan bu sistem, çift-sarmallı 
RNA (dsRNA)’nın tamamlayıcı mRNA parçalarını parçalanmaya sevk edebilmesi üzerine kuruludur. Son yıllarda, 
bu küçük RNA dizileri biyolojik araştırmalarda gen susturulması için kullanılan çok güçlü bir yöntem haline geldi. 
Ribonükleik asit interferansı, 1998 gibi yakın bir tarihte tanımlanmış olmasına rağmen, halihazırda tedavi amaçlı 
araştırmalarda kullanılmaktadır. Gerçekte, dominant geçişli hastalık genleri bu yöntemle susturulmaktadır; bu yüz-
den, RNAi moleküler tedavide önemli bir kilometre taşı olarak kabul edilebilir. Çeşitli nörodejeneratif hastalıkların 
hayvan modelleri için RNAi stratejileri geliştirilmektedir ve bu teknik Huntington hastalığı (HH) modellerinde de son 
beş yıldır kullanılmaktadır. Bu derlemede RNAi mekanizmasını açıkladıktan sonra, bu konudaki gelişmeleri, HH’nin 
tedavisinde bu yöntemin nasıl kullanılabileceğini ve halen çözümlenmesi gereken sorunları tartışacağız.
Anahtar Sözcükler: Gen susturulması; Huntington hastalığı; moleküler tedavi; nörodejeneratif hastalıklar; RNA interferansı.
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1980’li yıllara kadar ribonükleik asit (RNA), 
deoksiribonükleik asit (DNA) ve protein sentezi 
arasında bilgi akışını sağlayan pasif bir aracı 

olarak düşünülürdü. Ribonükleik asitin katalitik 
özelliklerinin bulunması, Tom Cech ve Sidney 
Altman’a 1989 yılında bir Nobel ödülü getirdi. 
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Daha sonra, Walter Gilbert “RNA dünyası” 
deyimini bilime sundu ve günümüzde, hücre 
biyolojisinde RNA’nın merkezi önemini vurgu-
lar hale geldi.

Ribonükleik asitin işlevi, Caenorhabditis 
elegans nematodunda çift-sarmallı RNA’nın 
(dsRNA) homolog mRNA’ları parçalan-
maya sevk ettiğinin bulunmasıyla genişledi. 
Ribonükleik asit interferansı (RNAi) olarak 
anılan bu mekanizmayı bulan, Andrew Fire 
ve Craig Mello, 2006 yılında, Fizyoloji ve Tıp 
dalında Nobel ödülüne layık görüldüler.[1,2] 
Ribonükleik asit interferansı, hem evrim süre-
since korunmuş gen regülasyonunu düzenle-
yen yeni bir yolağın anlaşılmasını sağlamış, 
hem de biyoloji araştırmalarında güçlü bir gen 
susturma yöntemi olma vaadini sunmuştur. 
Ribonükleik asit interferansı çok yeni olması-
na karşın, bugün PubMed’de arandığında tam 
23.047 makaleye ulaşılabiliyor, bu da hem 
kavramın ya da yöntemin bilim dünyasında ne 
kadar çabuk benimsendiğini hem de çok fazla 
uygulaması olduğunu gösteriyor.

Patogenezi anlaşılamamış birçok kronik 
hastalıkta, tedavideki en önemli eksiklik, etken 
maddenin bağlanması gereken hedefin henüz 
bilinmemesidir. Dolayısıyla, bu tip hastalıklar 
için günümüzde ancak palyatif ve sempto-
matik tedaviler uygulanabilmektedir. Bu has-
talıkların ilerleyici olması ve bireyi genelde 
hızla mağdur ederek ölümle sonuçlanması, 
geleneksel farmakolojik yöntemlerin yanında, 
RNAi gibi tedavi seçeneklerinin denenmesini 
ve moleküler tedavinin önem kazanmasını 
gerektirmektedir. Ribonükleik asit interferan-
sı, herhangi bir genin anlatımını azaltabilen, 
diziye-özgü, güçlü bir yöntem olarak birçok 
hastalığın moleküler tedavisinde kullanılabile-
cek önemli ve öncü bir strateji olarak gündeme 
gelmektedir.

Ribonükleik asit inteRfeRansı 
ve Post-tRanskRiPsiyonel Gen 

sustuRulması

Ribonükleik asit interferansı evrim boyunca 
korunmuş bir gen susturma mekanizmasıdır.[1] 
Küçük, kodlamayan ve baskılayıcı mikroRNA 
(miRNA)’lar gen ifadesini tamamlayıcı (komple-
menter) hedef mRNA’lara bağlanarak düzenler-

ler. MikroRNA dubleksinin rehber tek sarmalıy-
la, hedef mRNA arasındaki nükleotit tamamla-
yıcılığı, hücre içerisinde gen susturma komplek-
sini aktive eder (RISC: RNA-induced silencing 
complex; Şekil 1).[3]

Hücre içerisinde, genom tarafından kodlanan 
miRNA’lar daha uzun transkriptlerden meyda-
na gelirler ve olgun, RISC ile bütünleşebilen 
miRNA’lar üretebilmek için üç farklı aşamadan 
geçerler:

1. Birincil miRNA’lar (pri-miRNA: primary 
miRNA),

2. Öncül miRNA’lar (pre-miRNA: precursor 
miRNA) ve

3. Dubleks miRNA’lar (Şekil 1).[4]

Birincil miRNA’lar, bitkilerde ve hayvan-
larda Drosha ve partneri DGCR8 tarafından 
öncül miRNA’lara dönüştürülür ve bunlar eks-
portin 5 (XPO5) ile sitoplazmaya taşınırlar. 
Sitoplazmada, çift sarmallı RNA’yı kesen endo-
ribonükleaz olan “dicer” içeren pre-RISC’e bağ-
lanırlar, işlenirler ve rehber diziyi gen susturma 
kompleksini içeren holo-RISC kompleksine 
yüklerler. Argonaute-2 (AGO2), holo-RISC’te 
de bulunur ve bu mekanizmanın katalitik çekir-
değini oluşturur.[5] Rehber dizi hücre içerisin-
deki ilgili hedef mRNA’ların 3’UTR (untrans-
lated region) bölgelesine bağlanır, eğer rehber 
miRNA dizisi hedef mRNA dizisiyle tama-
men eşleşirse, AGO2’nin katalitik bölgesi söz 
konusu mRNA’nın özgül yıkımına neden olur. 
Ancak, diziler arası eşleşme kısmi ise, yani 
tohum dizisinde eşleşme varsa (seed sequence, 
miRNA’nın ilk 2-8 nükleotidi), translasyonel 
baskılama olur ve bu, aynı zamanda diziye 
özgü olmayan ve P cisimciklerinin oluşumuyla 
mRNA’ların degradasyonuna neden olur.[6]

Bu mekanizmaya dışarıdan müdahale ede-
bilmek ve hastalığa yol açan bir geni sustur-
mak amacıyla yapay miRNA’lar sentezlenmiştir. 
Genel olarak, yapay ve baskılayıcı RNA’lar iki 
gruba ayrılabilir:

• İn vitro sentezlenmiş, çift sarmal, küçük 
müdahaleci RNA’lar (siRNA: small interfering) 
ve 

• Promotor ile ifade edilen firkete şeklinde-
ki RNA’lar (shRNA: short hairpin RNA) veya 
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hücre içerisinde plazmid/viral vektörlerle üreti-
lebilen miRNA’lar (Şekil 2).[7]

siRNA’lar yapısal açıdan olgun ve işlen-
miş dubleks miRNA’larla benzerlik göste-
rirler ve çoğu zaman hücreye verildikleri 
anda RISC kompleksindeki proteinlere açık 
hale gelirler.[8-10] Buna karşılık, shRNA’lar 
ve miRNA’lar, plazmid transfeksiyonu ya da 
viral vektör aracılığıyla hücreye verilen DNA 
şablonundan transkripsiyon ile elde edilirler 
ve endojen miRNA biyogenez mekanizmasıyla 
işlenirler (Şekil 1, 2).[4,7]

Sonuç olarak, her iki mekanizma da genin 
susturulmasına neden olur ama yöntemlerin 
hücredeki ömrü farklıdır:

• siRNA’lar geçicidir ve hedef genin uzun 
süreli susturulması için tekrarlanarak hücreye 
verilmeleri gerekir,

• shRNA’lar ve miRNA’lar daha uzun ömür-
lüdür ve doğru viral vektörle kullanılmaları 
halinde tek seferde istenilen genin susmasını 
sağlayabilirler.

Ayrıca, dizi eşleşmesi RNAi mekanizmasın-
da çok büyük önem taşımaktadır. Baskılayıcı 
miRNA ve hedef mRNA arasındaki tamamlayı-
cılık düzeyi mRNA’nın susturulup susturulma-
yacağını ve hangi mekanizmanın tetikleneceğini 
belirler (translasyonel baskılama/mRNA yıkı-
mı). Eksik eşleşme translasyonel baskılamaya 
neden olurken, hedef mRNA seviyesini değiştir-
mez. Buna karşılık, mükemmel miRNA-mRNA 
eşleşmesi (yaklaşık 19-22 nükleotit), hedef 
mRNA yıkımına ve söz konusu genin susması-
na neden olur.

nöRolojik HastalıklaRın 
tedavisinde Rna inteRfeRansı 

Henüz tedavisi olmayan bazı hastalıklar, 
RNAi ile moleküler tedaviye adaydır. Patogeneze 
neden olan moleküler mekanizmaların anla-
şılması ve bunların tek gene bağlanması, bazı 
neoplazileri, enfeksiyonları ve nörolojik hasta-
lıkları, RNAi ile tedaviye çok uygun adaylar 
konumuna getirmiştir.[7,11-13] Bu üç grup hastalık 
için de tedaviye yönelik RNAi araştırmaları 
devam etmektedir ve hastalığa neden olan genin 
susturulmasıyla iyileşme veya tedavi şansı yük-
sektir.

Dominant geçişli nörodejeneratif hastalıklar, 
RNAi ile tedavi için ilk akla gelen aday has-
talıklardan olmuşlardır. Dominant hastalıklar, 
mutant gen ürününün, farklı moleküler meka-
nizmalar sonucu, yeni bir işlev kazanmasından 
ya da işlev kaybından kaynaklanmaktadır (tok-
sik işlev kazanımı, dominant negatif etki ya 
da haplo-yetersizlik). İşlev kazanımı/kaybında, 
hastalığa neden olan genin yok edilmesi yararlı 
olabilir, ancak resesif kalıtımda olduğu gibi 
haplo-yetersizlik olduğu zaman, mutant genin 
susturulması tedaviye yönelik bir fayda sağla-
mayacaktır, bu durumda, patojenik yolağın alt 
kısmında yer alan moleküller uygun hedefler 
oluşturabilmektedir.[13]

Spinoserebellar ataksi tip 1’de (SCA1), 
mutant ataksin-1 proteini toksik işlev kazanımı 
mekanizmasıyla, beyincik ve beyin sapındaki 
bazı çekirdeklerde nöron ölümüne yol açar.[14,15] 
Ataksin-1 geni olmayan fareler ufak davranışsal 
bozukluklar sergiler. Bu da, iki alelin birden 
susturulmasının insanlarda bu gen için işlev kay-
bına neden olmayabileceğini göstermektedir.[16] 
İndükte edilebilen transjenik fare modelinde ise, 
hastalık fenotipinin mutant ataksin-1 proteininin 
ifadesinin engellenmesiyle düzeldiği gösteril-
miştir.[17] Bu sonuçlar, RNAi ile ataksin-1 ifade-
sinin azaltılması konusunda ümit verici olmuş 
ve nörolojik hastalıklarda ilk başarılı RNAi 
tedavisi, SCA1 transjenik farelerde yapılmıştır. 
Ataksin-1’e özgü shRNA’lar adenovirüs kullanı-
larak SCA1 farelere verilmiş ve bunların beyin-
cik hücrelerinde Ataksin-1 geni susturulmuştur. 
Tedavi edilen hayvanlarda sitolojik, histolojik ve 
motor iyileşme sağlanmıştır.[18] Ayrıca, ataksin-1 
shRNA ifadesini sağlayan virüs yabanıl fareler-
de istenmeyen herhangi bir etki yaratmamıştır. 
Ancak bu RNAi çalışması, mutant ataksin-1 
proteinini, sadece Purkinje hücrelerinde ifade 
eden farelerde yapılmıştır. Spinoserebellar atak-
si tip 1’in tüm beyincik ve beyinsapına yayılmış 
bir patoloji sergilediği düşünülürse, deneyin 
belli bir loküsüne tamamlayıcı DNA eklenmiş 
“knock-in” farelerde de yapılması insana akta-
rılabilecek daha gerçekçi sonuçlar verecektir. 
Buna rağmen SCA1, nörodejeneratif hastalık-
ların RNAi ile tedavisinde öncü ve daha kar-
maşık rahatsızlıkların da bu yöntemle tedavi 
edilebileceği konusunda yol gösterici olmuştur. 
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Sonrasında, dominant geçişli birçok kalıtsal 
nörolojik hastalık için RNAi ile tedavi, hayvan 
modellerinde denenmiş ve:

• Ailesel amiyotrofik lateral sklerozda SOD1 
(süperoksid dismütaz 1) geni,

• Alzheimer hastalığında APP (Amiloid öncü 
“precursor” proteini) geni,

• Parkinson hastalığında alfa-sinüklein geni 
susturulmuştur.

İyi bir RNAi modeli oluşturabilmek için önce-
likle hastalığa yol açan ve dolayısıyla susturulma-
sı gereken hedefin belirlenmesi gerekmektedir. 
Huntington hastalığı (HH) ve SCA gibi “CAG” 
tekrarı hastalıklarında toksik mekanizmayı akti-

ve eden yanlış katlanmış tek bir protein vardır ve 
bu proteini kodlayan genin susturulması tedavide 
doğrudan kullanılabilir. Huntington hastalığı ve 
SCA’ya neden olan ve nöronlarda işlev bozuk-
luğuna ve ölüme götüren moleküler mekanizma 
tam olarak çözülememiş olsa da, ana hatlarının 
bulunmuş olması, tedaviye yönelik yaklaşım-
ların üretilmesini sağlamıştır. Bugüne kadar 
tedavi alanındaki bu araştırmalar çoğunlukla 
bu yolağın son bölümüne odaklanmıştır, ama 
RNAi, hastalığa neden olan genin susturulma-
sıyla sorunu kökünden çözmeyi hedeflemektedir. 
Bu derleme kapsamında, HH üzerine yoğunlaşıp, 
kemirgen modellerin RNAi ile tedavisinde elde 
edilmiş sonuçları tartışacağız.

Şekil 1. MikroRNA’ların biyogenezi (miRNA dubleksinin rehber tek sarmalı kırmızı ile gösterilmiştir).[4]
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Hayvan modelleRinde HuntınGton 
Hastalığı’nın Rnai ile tedavisi

Huntington genindeki uzamış CAG üçlüsü 
tekrarları, otozomal dominant kalıtım gösteren 
HH’ye neden olur.[19] Mutant huntingtin prote-
ini, striyatal ve kortikal nöronların ölümüne, 
demansa ve hareket bozukluklarına yol açar. 
Huntington hastalığının tedavisi yoktur; RNAi 
yöntemi, 2005 yılından bu yana birçok HH araş-
tırmasına konu olmuştur. Her çalışma farklı bir 
yaklaşımla, farklı fare modellerinde gerçekleşti-
rilmiştir (Tablo 1). Bu araştırmalar, kemirgenler-
de, HH fenotipinin, RNAi ile iyileştirilebildiğini 
göstermiştir.[20-29]

İlk yayınlanan çalışmada, “adeno-associated 
virus 1” (AAV1) kullanılarak shRNA’lar 
(shHD2.1) kırpılmış mutant insan Huntington 
genini susturmak için HH farelerinde kullanıl-

mıştır. AAV.shHD2.1’in striyatumdaki ifadesi 
HH’ye özgü agregatların azalmasını, dönme 
hareketi performansının belirgin olarak iyileş-
mesini ve kısmen bu fare modelinde dengenin 
normalleşmesini sağlamıştır.[20]

Başka bir araştırmada, AAV5 vektörleri kul-
lanılarak HH farelerinin striyatum bölgesine, 
insan Huntington genine özgü iki farklı shRNA 
aktarılmıştır.[21] shRNA’lardan biri (si-Hunt1) 
mutant Huntington mRNA anlatımını ve agre-
gat oluşumunu azaltmış ve farelerde nörolo-
jik bozukluğun göstergesi olan, arka bacakla-
rın kavramasını düzeltmiştir. Ayrıca, si-Hunt1, 
HH insan ve fare beyinlerinde azalan striya-
tal pre-pro enkefalin “ppENK” ve dopaminle-
aktifleşen adenilil siklaz ve protein kinaz A 
“DARPP32” mRNA transkriptlerini, tedavi 
edilen hayvanlarda kısmen normal seviyeye 

Şekil 2. Gen susturma stratejileri.[7]



23Ribonükleik Asit İnterferansı ve Huntington Hastalığının Moleküler Tedavisi

yükseltmiştir. Bu iki öncü çalışma, RNAi’nin 
HH tedavisinde kullanılabileceğini göstermiştir.

Üçüncü bir in vivo çalışma, kimyası değiştiril-
miş sentetik siRNA’ların da, mutant Huntington 
genini susturmada yararlı olabileceğine işaret 
etmiştir.[22] Lipid kapsülün içinde bulunan siRNA, 
bir tek intraventriküler infüzyon ile, iki günlük 
HH farelere verilmiştir. İnsan Huntington genini 
hedefleyen siRNA (HH Ekson1) bir önceki araş-
tırmada kullanılan shRNA (si-Hunt2) ile benzer-
lik göstermektedir.[21] Real-time PCR (polime-
raz zincir reaksiyonu) yöntemi, tedaviden sonra 
7. güne kadar, mutant Huntington transkriptinin 
belirgin olarak azaldığını ama bu etkinin bir 
hafta sonra tamamen yitirildiğini göstermiştir. 
Bu geçici baskılanma, yapısı değiştirilmemiş 
siRNA’ların, in vivo, kısa ömürlü olmasıyla 
açıklanabilir. Mutant Huntington geninin kısa 
süreli susturulması, uzun vadede beklenmedik 
sonuçları da beraberinde getirmiştir: 14. haftaya 
kadar, arka bacak kavramasında düzelme, açık 
alan davranışında iyileşme gözlemlenmiştir; 
8. haftada, dönme hareketini sürdürme süresi 
artmış, striyatal çökeltiler azalmış ve yaşam 
süresinde %14’lük bir artış olmuştur.

Diğer bir araştırmada, kimyası değiştirilmiş 
ve kolesterole bağlanmış siRNA’lar (cc-siRNA-
Huntington) kullanılmıştır. Bu şekilde, hem 
siRNA’nın in vivo kararlılığı artırılmış hem de 
hücreye kabulü kolaylaştırılmıştır.[24] Tedavi edi-
len fareler transjenik değildir; HH benzeri feno-
tip, uzamış mutant insan Huntington geni par-
çaları içeren adeno-associated virus (AAV) 1/8 
vektörünün ergen yabanıl farelere verilmesiyle 
elde edilmiştir. cc-siRNAhtt, Huntington protei-

ni çökelmesini 2. haftaya kadar azaltmış ve arka 
bacak kavramasını 1. haftaya kadar düzeltmiştir. 
Uzun vadeli iyileşme gözlenmemiştir. Her iki 
çalışma da siRNA’ların tekrarlanarak kullanıl-
masının, Huntington genini etkili bir şekilde 
baskılayabileceğini ve HH tedavisinde yararlı 
olabileceğini göstermektedir.

Huntington geninin uzun süreli susturulması 
bugün için sadece virüslerle sağlanabilmekte-
dir, ancak bu yöntem bütünüyle kontrol edile-
memektedir: hücreye bir kez shRNA/siRNA 
verildikten sonra döngü durdurulamamakta-
dır. Hücre içindeki olası yan etkilerinin halen 
önlenememesi, yöntemin güvenirliği konusunda 
çalışmaların sürdürülmesi gerektiğini göster-
mektedir. 2009’da yayınlanmış ve bu konuda 
umut verici olan bir araştırma makalesinde[28] 
sıçanlarda doksisiklin ile indükte edilebilen 
shRNA-vektörlerin kullanılmasının, yapay 
RNAi döngüsünün istenildiği gibi açılıp kapan-
masını sağladığı bildirilmiştir. 

Tablo 1’de listelenen ve 2009 yılına kadar 
yapılmış araştırmalar, alele özgü olmayan yak-
laşımlardır: iki normal Huntington aleli taşıyan 
fare ya da sıçan modellerinde, mutant insan 
Huntington geni ifade edilip susturulmuştur. 
İnsanlarda sağlıklı ve mutant, her iki Huntington 
alelinin susturulmasının ne gibi sonuçlar doğu-
racağı henüz bilinmemektedir. Drouet ve ark.[28] 
mutant ve normal Huntington genlerinin, alel 
ayırmaksızın, aynı nöron içerisinde susturulma-
sının, HH’ye bağlı histopatolojiyi düzelttiğini 
göstermişlerdir. Paralel bir araştırmada, mutant 
insan ve normal fare Huntington genlerinin, aynı 
nöronlarda birlikte susturulmasının HH’ye bağlı 

tablo 1. Huntington hastalığı için kemirgenlerde yapılan klinik öncesi RNAi ile tedavi çalışmaları[4]

Çalışma Kullanılan baskılayıcı RNA Aktarılma şekli Huntington geninin alındığı tür

Harper et al.[20] shRNA AAV1 İnsan
Rodriguez-Lebron et al.[21] shRNA AAV5 İnsan
Wang et al.[22] siRNA Lipozom İnsan
Machida et al.[23] shRNA AAV5* İnsan
DiFiglia et al.[24] siRNA AAV1/8* İnsan
Huang et al.[25] shRNA Adenovirüs İnsan
Franich et al.[26] shRNA AAV1 İnsan
Mc Bride et al.[27] shRNA ve miRNA AAV1 İnsan, fare
Drouet et al.[28] shRNA Lentivirüs İnsan, fare, sıçan
Boudreau et al.[29] miRNA AAV1 İnsan, fare
*siRNA'lar kolesterol ile modifiye edilmiştir. AAV1: Adeno-associated virüs.
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hareket bozukluklarını, striyatal enjeksiyonun 
11. haftasında, düzelttiği bildirilmiştir.[29]

Yeni bir çalışmada, hücre deneylerinde, alele 
özgü hedeflemenin mümkün olduğu vurgu-
lanmıştır.[30] Huntington hastalığındaki CAG 
artışı ile kalıtılan SNP (Single Nucleotide 
Polymorphisms)’lerin kullanılması yakın bir 
gelecekte, sadece mutant Huntington geninin 
susturulabileceğini göstermektedir.

Ribonükleid asit inteRfeRansı ile 
tedavide istenmeyen etkileR

Birçok biyoteknoloji firması, siRNA’ların 
tedavide kullanılması için klinik araştırmalarını 
sürdürmektedir, bunların çoğu faz I veya faz II 
aşamalarındadır:

• Acuity Pharmaceuticals, Merck-Sirna 
Therapeutics, Quark Pharmaceuticals ve Silence 
Therapeutics: Maküler dejenerasyon

• Nucleonics: Hepatit B

• City of Hope National Medical Center ve 
Benitec: AIDS (edinilmiş bağışıklık eksikliği 
sendromu )

• Calando Pharmaceuticals: Tümörler 

• Transderm ve the International 
Pachyonychia Congenita Consortium: 
Pachyonychia congenita

• Alnylam Pharmaceuticals: RSV’ye 
(Respiratory Syncitial Virus) bağlı alt solunum 
yolları enfeksiyonları ve HH, üzerinde çalış-
maktadırlar.

Bu çalışmalarda kullanılan tedavi edici 
etken madde, sentetik ve kimyası değiştirilmiş 
siRNA’lar olmuştur. Huntington hastalığı çalı-
şan Alnylam şirketi haricinde, nörolojik hasta-
lıkların bu klinik araştırmalara dahil edilme-
mesinin nedeni, beynin özelliklerinden kaynak-
lanmaktadır. Başlıca sorun, küçük RNA’ların 
güvenilir ve etkili bir biçimde kan-beyin bari-
yerini aşarak post-mitotik nöron hücrelerine 
ulaştırılmasıdır. Aynı zamanda, uzun süreli bir 
iyileşme sağlanabilmesi için, nörolojik hasta-
lıkların doğası gereği, RNAi yönteminin tek-
rarlanarak kullanılması gerekecektir. Nörolojik 
hastalıkların tedavisinde RNAi yaklaşımı dört 
soruya yanıt vermelidir:

• Küçük RNA’yı hücre içine taşıyacak en 
uygun genetik materyal plazmid mi yoksa virüs 
müdür?

• siRNA hücre içine nasıl aktarılmalıdır?

• Başlıca anatomik hedef neresidir?

• Hastalık süreci boyunca tedavi ne zaman 
verilmelidir?

Ayrıca, hastalığın klinik öncesi çalışılacağı 
da göz önünde bulundurularak, iyi bir hayvan 
modeli olması gerekmektedir. siRNA’ların teda-
vide kullanılmaya başlanması bu moleküllerin 
güvenirliğini de gündeme getirmiştir.

dış kaynaklı Rnai moleküllerinin endojen 
Rnai mekanizmasını doyurması ve 
miRna yolağının bozulması

Farelerin karaciğerinde Pol III promotoru ile 
ifadesi sağlanan shRNA’ların hayvanların ölü-
müne yol açması, RNAi yönteminin tehlikelerine 
işaret etmiştir.[31] Yapılan sonraki çalışmalarda 
bu ölümlerin miRNA’ların çekirdekten sitoplaz-
maya taşınmasını sağlayan eksportin 5 (XPO5) 
proteininin dışarıdan verilen fazla miktardaki 
siRNA’lar tarafından satüre edildiği ve dola-
yısıyla, hücre içerisindeki işlevini yapamadığı 
gösterilmiştir. Huntington hastalığında yapılan 
tedaviye yönelik bir RNAi araştırması ise, üç 
shRNA’dan ikisinin Huntington genini susturdu-
ğunu, ama aynı zamanda, gen ifadesinin artışın-
dan dolayı bu shRNA’ların nörotoksik olduğunu 
kanıtladı.[27] Dış kaynaklı siRNA’ların yüksek 
miktarda verilmesi, RNAi mekanizmasında yer 
alan proteinlerin normal işlevlerini gerçekleş-
tirememelerine ve hücre içindeki miRNA’ların 
işlenememelerine yol açmaktadır. Bir endojen 
miRNA’nın yüzlerce genin ifadesini düzenleme-
si, miRNA yolağında, ilk bakışta önemsiz gibi 
görülebilecek bir değişikliğin, hayati sonuçlar 
doğurmasına neden olmaktadır.[32,33] Bu sorun dış 
kaynaklı siRNA’ların, dicer substratı olacak şekil-
de (daha uzun sentezlenerek -21 baz-) ve iyileşme 
sağlayabilecek en düşük konsantrasyonda hücreye 
verilmeleriyle aşılabilmektedir.[10] Az miktardaki 
siRNA’ların, RNAi mekanizmasını doyurmaları 
beklenmese de dış kaynaklı siRNA’ların, endojen 
miRNA’larla RISC’e girmek için yarışır hale 
gelmelerinin uzun vadede hücre içerisinde nasıl 
etkileri olacağı bilinmemektedir.
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Ribonükleid asit interferansında diziye 
özgü hedef-dışı etkiler

Biyoinformatik uzmanlarının istenmeyen 
hedef-dışı bağlanmaları önlemek için siRNA 
seçiminde algoritmalar üretmelerine rağmen, 
hücrelere aktarılan bu siRNA’ların beklenme-
dik genlerin susturulmasına neden oldukları 
gözlenmiştir.[34] Huntington hastalığında yapılan 
tedaviye yönelik bir RNAi araştırmasında, kul-
lanılan AAV.siHunt2 ifadesinin yabanıl farelerin 
striyatumlarında, anormal gen ifadesi profilleri-
ne yol açtığı gösterilmiştir.[35] Bu etkinin, bilin-
meyen bir transkripsiyon faktörünün, kullanılan 
siRNA dizisine bağlanması sonucu, susmasıyla 
oluştuğu sanılmaktadır. “Microarray” teknoloji-
sinin yaygın olarak kullanılmasıyla da, yabancı 
siRNA’ların hücre içerisinde hem hedeflenen, 
hem de hedeflenmeyen genlerin susturulmasıyla 
sonuçlandığı gösterilmiştir. siRNA’nın tohum 
dizisinden 6-7 nükleotit kadar küçük bir böl-
gesinin herhangi bir genin 3’UTR bölgesiyle 
tamamlayıcı olması bu hedef dışı etkiye yol 
açmaktadır.[34,36] Eksik eşleşmenin translasyo-
nel baskılamaya neden olması, (hedef mRNA 
düzeyini değiştirmemesi), ama “Microarray” 
yönteminin sadece mRNA düzeyini göstermesi, 
ifade düzeyindeki hedef dışı etkinin önemini 
anlayamamıza neden olmaktadır. Ancak, bazı 
kimyasal değişikliklerle (örn. 2’-O-Me modifi-
kasyonu) bu sorunun en aza indirgenmesi sağ-
lanmıştır.[37]

siRna’nın bağışıklık sistemini uyarması

RNAi mekanizması viral enfeksiyonlara karşı 
koruma amaçlı gelişmiş ve büyük olasılıkla da 
bu nedenden dolayı evrim boyunca korunmuş-

tur. Bu özellikleri nedeniyle, bazı durumlarda, 
siRNA’lar Toll-like reseptörlerin agonistleri gibi 
davranmaktadırlar.[38] Guanozin ve/veya üridin 
içeren dizilerin bağışıklık sistemini tetiklediği 
görülmüştür. Bağışıklık sistemini sadece belirli 
diziler değil, siRNA molekülünün yapısı, hücre-
ye veriliş biçimi ve hücre tipi de uyarmaktadır.[39] 
Bu sorunun çözülmesi, siRNA’yı immün sisteme 
görünmez kılacak kimyasal değişiklikler yap-
maktan ve doğru bir taşıyıcı molekül bulmaktan 
geçmektedir.

tedavide siRna’laRın HücReye 
aktaRılması

•	 siRNA’lar kimyasal değişiklikler uygu-
lanarak hazırlanır (örneğin 2’-O-metilüridin 
veya 2’-fluoroüridin). Kolesterol molekülünün 
de yapısı değiştirilmiş siRNA’lara bağlanarak 
kararlılığının artırılması sağlanabilir.

•	Transferrin gibi yüzey ligandları içeren 
polikatyon nanopartikülleri, hedef hücrelerin 
reseptörlerine bağlanarak siRNA’ları hedef hüc-
relere ulaştırmaktadır (Şekil 3).[40]

•	Katyonik ya da nötr lipid çift katmanı, dışa 
doğru uzayan polietilen glikol (PEG) molekül-
leri içerir. siRNA’lar, bu kararlı nükleotid-lipid 
partikül (SNALP) yapısı içinde bulunur ve 
doğrudan hücre tarafından endozomla alınır 
(Şekil 4).[40]

•	MEA-DPC’ler (Masked Endosomolytic 
Agent-Dynamic PolyConjugates) SNALP’lara 
benzerler, ama daha küçüktürler ve siRNA’nın 
hedef hücreye taşınabilmesi için özgün bir 
ligand içerirler. Endozom tarafından salınım da, 
MEA-DPC’deki pH’ya duyarlı bir bağ sayesinde 
kolaylaştırılmıştır.

Şekil 3. Transferrin-siklodekstrin polikatyon nanopar- 
tikülü.[40]

Transferrin

Polikatyon-nanopartikülü

Şekil 4. SNALP (Polyethylene glycol polymer chains).[40]
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•	 Spesifik antikorların, protoamin gibi pozi-
tif yüklü moleküllere bağlanması, siRNA’ların 
uygun reseptörü içeren belirli hücre gruplarına 
verilmesini sağlamaktadır (Şekil 5).[40]

•	Aptamer-siRNA kimerik moleküller de 
uygun reseptörü içeren hedef hücre tarafından 
kabul edilebilir. Aptamerler, belirli reseptörlere 
bağlanmaları için in vitro hazırlanmış nükleik 
asitlerdir.

Sonuç olarak, RNAi olarak bilinen meka-
nizmada, çift sarmallı RNA’lar kendi homolog 
mRNA’larının parçalanmasına neden olur. Bu 
yöntem, otozomal dominant nörodejeneratif has-
talıkların tedavisi için umut vericidir; RNAi, 
HH’ye neden olan Huntington hastalığı genini 
susturmak için birçok kemirgen modelinde kul-
lanılmış ve bu hayvanların HH’ye bağlı nöro-
patolojilerinin ve hareket yeteneklerinin kısmen 
düzeldiği görülmüştür. Bu amaçla kullanılan 
RNAi yönteminde, kısa ömürlü siRNA’nın mı, 
yoksa plazmid/virüs ile hücreye taşınabilecek 
uzun ömürlü shRNA’nın mı tedaviye daha uygun 
olduğunu ilerleyen çalışmalar gösterecektir. 
Bunların insan beyni üzerindeki immün reaksi-
yonlar gibi olası yan etkileri, primatlar üzerinde 
yapılacak deneyler sonucunda kesinlik kazana-
caktır. Geride bıraktığımız yirmi yıllık dönemde 
kazanılan deneyim ve birikim yakın gelecekte 
klinik çalışmalarda hedefe-özgü ve alel-ayırıcı 
yaklaşımların gelişmesini sağlayacaktır.
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