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Riboniikleik Asit Interferans1 ve Huntington Hastaliginin
Molekiiler Tedavisi

Ribonucleic Acid Interference and Molecular Treatment of Huntington’s Disease
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Okaryotlarin gen reglilasyonu ve islevi hakkindaki bilgimiz ribontikleik asit interferans (RNAi) mekanizmasinin
tanimlanmasiyla buytk ilerleme kaydetti. Evrim boyunca, turler arasinda korunmus olan bu sistem, cift-sarmalli
RNA (dsRNA)’nin tamamlayici mRNA parcalarini pargalanmaya sevk edebilmesi Uizerine kuruludur. Son yillarda,
bu kicik RNA dizileri biyolojik arastirmalarda gen susturulmasi icin kullanilan ¢ok glclu bir yéntem haline geldi.
Ribontikleik asit interferansi, 1998 gibi yakin bir tarihte tanimlanmis olmasina ragmen, halihazirda tedavi amagli
arastirmalarda kullaniimaktadir. Gergekte, dominant gegcisli hastalik genleri bu yéntemle susturulmaktadir; bu ytz-
den, RNAi molektler tedavide énemli bir kilometre tasi olarak kabul edilebilir. Cesitli nérodejeneratif hastaliklarin
hayvan modelleri icin RNA.i stratejileri gelistiriimektedir ve bu teknik Huntington hastaligi (HH) modellerinde de son
bes yildir kullaniimaktadir. Bu derlemede RNAi mekanizmasini agikladiktan sonra, bu konudaki gelismeleri, HH’nin
tedavisinde bu yéntemin nasil kullanilabilecegini ve halen ¢éziimlenmesi gereken sorunlari tartisacagiz.

Anahtar Sozciikler: Gen susturulmasi; Huntington hastaligi; molektiler tedavi; nérodejeneratif hastaliklar; RNA interferansi.

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.

Key Words: Gene silencing; Huntington disease; molecular therapy; neurodegenerative diseases; RNA interference.

1980’1i yillara kadar riboniikleik asit (RNA), olarak diigtintiliirdii. Ribontikleik asitin katalitik
deoksiribontikleik asit (DNA) ve protein sentezi ozelliklerinin bulunmasi, Tom Cech ve Sidney
arasinda bilgi akigini saglayan pasif bir araci Altman’a 1989 yilinda bir Nobel 6diilii getirdi.
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Daha sonra, Walter Gilbert “RNA diinyasi”
deyimini bilime sundu ve giiniimiizde, hiicre
biyolojisinde RNA’nin merkezi 6nemini vurgu-
lar hale geldi.

Ribontikleik asitin iglevi, Caenorhabditis
elegans nematodunda c¢ift-sarmalli RNA’nin
(dsRNA) homolog mRNA’lar1 parcalan-
maya sevk ettiginin bulunmasiyla genigledi.
Riboniikleik asit interferansi1 (RNAi) olarak
anilan bu mekanizmay: bulan, Andrew Fire
ve Craig Mello, 2006 yilinda, Fizyoloji ve Tip
dalinda Nobel odiiline layik goriildiler.!*
Riboniikleik asit interferansi, hem evrim siire-
since korunmus gen regiilasyonunu diizenle-
yen yeni bir yolagin anlagilmasini saglamuis,
hem de biyoloji aragtirmalarinda giiclii bir gen
susturma yontemi olma vaadini sunmusgtur.
Ribontikleik asit interferansi ¢ok yeni olmasi-
na kargsin, bugiin PubMed’de arandiginda tam
23.047 makaleye ulasilabiliyor, bu da hem
kavramin ya da yontemin bilim diinyasinda ne
kadar cabuk benimsendigini hem de ¢ok fazla
uygulamasi oldugunu gésteriyor.

Patogenezi anlagilamamis bir¢ok kronik
hastalikta, tedavideki en 6nemli eksiklik, etken
maddenin baglanmasi gereken hedefin heniiz
bilinmemesidir. Dolayisiyla, bu tip hastaliklar
icin giinimiizde ancak palyatif ve sempto-
matik tedaviler uygulanabilmektedir. Bu has-
taliklarin ilerleyici olmasi ve bireyi genelde
hizla magdur ederek oliimle sonuclanmasi,
geleneksel farmakolojik yontemlerin yaninda,
RNAI gibi tedavi seceneklerinin denenmesini
ve molekiiler tedavinin 6nem kazanmasini
gerektirmektedir. Riboniikleik asit interferan-
s1, herhangi bir genin anlatimini azaltabilen,
diziye-6zgli, giliclii bir yontem olarak bir¢ok
hastaligin molekiiler tedavisinde kullanilabile-
cek onemli ve Oncii bir strateji olarak giindeme
gelmektedir.

RIBONUKLEIK ASIT INTERFERANSI
VE POST-TRANSKRIPSIYONEL GEN
SUSTURULMASI

Riboniikleik asit interferansi evrim boyunca
korunmus bir gen susturma mekanizmasidir.!"
Kiictik, kodlamayan ve baskilayici mikroRNA
(miRNA)’lar gen ifadesini tamamlayici (komple-
menter) hedef mRNA’lara baglanarak diizenler-

ler. MikroRNA dubleksinin rehber tek sarmalry-
la, hedef mRNA arasindaki niikleotit tamamla-
yicilig1, hiicre igerisinde gen susturma komplek-
sini aktive eder (RISC: RNA-induced silencing
complex; Sekil 1).1%!

Hiicre igerisinde, genom tarafindan kodlanan
miRNA’lar daha uzun transkriptlerden meyda-
na gelirler ve olgun, RISC ile biitiinlesebilen
miRNA’lar tiretebilmek icin ti¢ farkl1 asamadan
gecerler:

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

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

3. Dubleks miRNA’lar (Sekil 1).14

Birincil miRNA’lar, bitkilerde ve hayvan-
larda Drosha ve partneri DGCRS tarafindan
onciil miRNA’lara doniigtiirtiiliir ve bunlar eks-
portin 5 (XPOS5) ile sitoplazmaya tasinirlar.
Sitoplazmada, ¢ift sarmalli RNA’y1 kesen endo-
ribontikleaz olan “dicer” igeren pre-RISC’e bag-
lanirlar, islenirler ve rehber diziyi gen susturma
kompleksini iceren holo-RISC kompleksine
yliklerler. Argonaute-2 (AGO2), holo-RISC’te
de bulunur ve bu mekanizmanin katalitik ¢ekir-
degini olugturur.™ Rehber dizi hiicre igerisin-
deki ilgili hedef mRNA’larin 3’UTR (untrans-
lated region) bolgelesine baglanir, eger rehber
miRNA dizisi hedef mRNA dizisiyle tama-
men eslesirse, AGO2’nin katalitik bolgesi soz
konusu mRNA’nin 6zgiil yikimina neden olur.
Ancak, diziler arasi eslesme kismi ise, yani
tohum dizisinde eslesme varsa (seed sequence,
miRNA’nin ilk 2-8 niikleotidi), translasyonel
baskilama olur ve bu, ayn1 zamanda diziye
0zgii olmayan ve P cisimciklerinin olusumuyla
mRNA’larin degradasyonuna neden olur.'®

Bu mekanizmaya disaridan miidahale ede-
bilmek ve hastalifa yol acan bir geni sustur-
mak amaciyla yapay miRNA’lar sentezlenmistir.
Genel olarak, yapay ve baskilayict RNA’lar iki
gruba ayrilabilir:

e In vitro sentezlenmis, cift sarmal, kiiciik
miidahaleci RNA’lar (siRNA: small interfering)
ve

* Promotor ile ifade edilen firkete seklinde-
ki RNA’lar (shRNA: short hairpin RNA) veya
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hiicre igerisinde plazmid/viral vektorlerle treti-
lebilen miRNA’lar (Sekil 2).1

siRNA’lar yapisal acidan olgun ve iglen-
mis dubleks miRNA’larla benzerlik goste-
rirler ve ¢ofgu zaman hiicreye verildikleri
anda RISC kompleksindeki proteinlere agik
hale gelirler.®'” Buna karsilik, shRNA’lar
ve miRNA’lar, plazmid transfeksiyonu ya da
viral vektor araciligiyla hiicreye verilen DNA
sablonundan transkripsiyon ile elde edilirler
ve endojen miRNA biyogenez mekanizmasiyla
islenirler (Sekil 1, 2).47

Sonug¢ olarak, her iki mekanizma da genin
susturulmasina neden olur ama yontemlerin
hiicredeki omrii farklidir:

* siRNA’lar gecicidir ve hedef genin uzun
stireli susturulmasi igin tekrarlanarak hiicreye
verilmeleri gerekir,

* shRNA’lar ve miRNA’lar daha uzun 6miir-
lidiir ve dogru viral vektorle kullanilmalari
halinde tek seferde istenilen genin susmasini
saglayabilirler.

Ayrica, dizi eslesmesi RNAi mekanizmasin-
da cok biiylik 6nem tasimaktadir. Baskilayici
miRNA ve hedef mRNA arasindaki tamamlayi-
cilik diizeyi mRNAnin susturulup susturulma-
yacagini ve hangi mekanizmanin tetiklenecegini
belirler (translasyonel baskilama/mRNA yiki-
mi1). Eksik eslesme translasyonel baskilamaya
neden olurken, hedef mRNA seviyesini degistir-
mez. Buna kargilik, miikemmel miRNA-mRNA
eslesmesi (yaklasik 19-22 niikleotit), hedef
mRNA yikimina ve s6z konusu genin susmasi-
na neden olur.

NOROLOJIK HASTALIKLARIN
TEDAVISINDE RNA INTERFERANSI

Heniiz tedavisi olmayan bazi hastaliklar,
RNAI ile molekiiler tedaviye adaydir. Patogeneze
neden olan molekiiler mekanizmalarin anla-
silmast ve bunlarin tek gene baglanmasi, bazi
neoplazileri, enfeksiyonlar1 ve ndorolojik hasta-
liklari, RNAI ile tedaviye cok uygun adaylar
konumuna getirmigtir.”!"""*! Bu {i¢ grup hastalik
icin de tedaviye yonelik RNAi arastirmalari
devam etmektedir ve hastalifa neden olan genin
susturulmasiyla iyilesme veya tedavi sansi ytik-
sektir.

Parkinson Hast Harek Boz Derg

Dominant gegisli nSrodejeneratif hastaliklar,
RNAI ile tedavi icin ilk akla gelen aday has-
taliklardan olmuglardir. Dominant hastaliklar,
mutant gen {irtiniintin, farkli molekiiler meka-
nizmalar sonucu, yeni bir islev kazanmasindan
ya da islev kaybindan kaynaklanmaktadir (tok-
sik islev kazanimi, dominant negatif etki ya
da haplo-yetersizlik). Islev kazanimi/kaybinda,
hastaliga neden olan genin yok edilmesi yararh
olabilir, ancak resesif kalitimda oldugu gibi
haplo-yetersizlik oldugu zaman, mutant genin
susturulmasi tedaviye yonelik bir fayda sagla-
mayacaktir, bu durumda, patojenik yolagin alt
kisminda yer alan molekiiller uygun hedefler
olusturabilmektedir.!'”!

Spinoserebellar ataksi tip 1'de (SCAl),
mutant ataksin-1 proteini toksik islev kazanimi
mekanizmasiyla, beyincik ve beyin sapindaki
bazi ¢ekirdeklerde néron Glimiine yol agar.!'*!”
Ataksin-1 geni olmayan fareler ufak davranigsal
bozukluklar sergiler. Bu da, iki alelin birden
susturulmasinin insanlarda bu gen i¢in iglev kay-
bina neden olmayabilecegini gdéstermektedir.!'
Indiikte edilebilen transjenik fare modelinde ise,
hastalik fenotipinin mutant ataksin-1 proteininin
ifadesinin engellenmesiyle diizeldigi gosteril-
mistir."”! Bu sonuglar, RNAI ile ataksin-1 ifade-
sinin azaltilmasi konusunda {imit verici olmus
ve norolojik hastaliklarda ilk basarili RNAi
tedavisi, SCA1 transjenik farelerde yapilmistir.
Ataksin-1’e 6zgli shRNA’lar adenovirtis kullani-
larak SCA1 farelere verilmis ve bunlarin beyin-
cik hticrelerinde Ataksin-1 geni susturulmustur.
Tedavi edilen hayvanlarda sitolojik, histolojik ve
motor iyilesme saglanmistir."® Ayrica, ataksin-1
shRNA ifadesini saglayan viriis yabanil fareler-
de istenmeyen herhangi bir etki yaratmamistir.
Ancak bu RNAi calismasi, mutant ataksin-1
proteinini, sadece Purkinje hiicrelerinde ifade
eden farelerde yapilmistir. Spinoserebellar atak-
si tip 1’in tiim beyincik ve beyinsapina yayilmis
bir patoloji sergiledigi diigiiniiliirse, deneyin
belli bir lokiisiine tamamlayict DNA eklenmis
“knock-in” farelerde de yapilmasi insana akta-
rilabilecek daha gercekgi sonuclar verecektir.
Buna ragmen SCAI, nérodejeneratif hastalik-
larin RNAI ile tedavisinde oncii ve daha kar-
magik rahatsizliklarin da bu yontemle tedavi
edilebilecegi konusunda yol gosterici olmustur.
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Sonrasinda, dominant gecisli birgok kalitsal
ndrolojik hastalik icin RNAI ile tedavi, hayvan
modellerinde denenmis ve:

* Ailesel amiyotrofik lateral sklerozda SODI
(stiperoksid dismiitaz 1) geni,

* Alzheimer hastaliginda APP (Amiloid oncii
“precursor” proteini) geni,

* Parkinson hastaliginda alfa-siniiklein geni
susturulmugtur.

Iyi bir RNAi modeli olusturabilmek i¢in énce-
likle hastaliga yol acan ve dolayisiyla susturulma-
st gereken hedefin belirlenmesi gerekmektedir.
Huntington hastaligi (HH) ve SCA gibi “CAG”
tekrar1 hastaliklarinda toksik mekanizmay1 akti-
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ve eden yanlis katlanmis tek bir protein vardir ve
bu proteini kodlayan genin susturulmasi tedavide
dogrudan kullanilabilir. Huntington hastalig1 ve
SCA’ya neden olan ve néronlarda islev bozuk-
luguna ve oliime gotiiren molekiiler mekanizma
tam olarak ¢oziilememis olsa da, ana hatlarinin
bulunmug olmasi, tedaviye yonelik yaklagim-
larin tretilmesini saglamigtir. Bugline kadar
tedavi alanindaki bu aragtirmalar cogunlukla
bu yolagin son boliimiine odaklanmigtir, ama
RNAI, hastalia neden olan genin susturulma-
styla sorunu kokiinden ¢6zmeyi hedeflemektedir.
Bu derleme kapsaminda, HH iizerine yogunlagip,
kemirgen modellerin RNAI ile tedavisinde elde
edilmis sonuglar tartisacagiz.
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Sekil 1. MikroRNA’larin biyogenezi (miRNA dubleksinin rehber tek sarmali kirmizi ile gosterilmigtir).!
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HAY VAN MODELLERiNDE HUNTINGTON
HASTALIGI’NIN RNAi ILE TEDAVISI

Huntington genindeki uzamig CAG {icliisi
tekrarlari, otozomal dominant kalitim gosteren
HH’ye neden olur.'"” Mutant huntingtin prote-
ini, striyatal ve kortikal néronlarin Oliimiine,
demansa ve hareket bozukluklarina yol acar.
Huntington hastaliinin tedavisi yoktur; RNAi
yontemi, 2005 yilindan bu yana bircok HH aras-
tirmasina konu olmustur. Her ¢alisma farkli bir
yaklagimla, farkli fare modellerinde gerceklesti-
rilmistir (Tablo 1). Bu aragtirmalar, kemirgenler-
de, HH fenotipinin, RNA!I ile iyilestirilebildigini
gostermigtir.20-2

IIk yayinlanan c¢alismada, “adeno-associated
virus 17 (AAV1) kullanilarak shRNA’lar
(shHD2.1) kirpilmis mutant insan Huntington
genini susturmak icin HH farelerinde kullanil-

Sekil 2. Gen susturma stratejileri.l”!
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Parkinson Hast Harek Boz Derg

mistir. AAV.shHD2.1’in striyatumdaki ifadesi
HH’ye 6zgii agregatlarin azalmasini, donme
hareketi performansinin belirgin olarak iyiles-
mesini ve kismen bu fare modelinde dengenin
normallesmesini saglamigtir."!

Bagka bir arastirmada, AAVS vektorleri kul-
lanilarak HH farelerinin striyatum bolgesine,
insan Huntington genine 6zgii iki farkli shRNA
aktarilmistir.? shRNA’lardan biri (si-Huntl)
mutant Huntington mRNA anlatimin1 ve agre-
gat olusumunu azaltmig ve farelerde nérolo-
jik bozuklugun gostergesi olan, arka bacakla-
rin kavramasimi diizeltmistir. Ayrica, si-Huntl,
HH insan ve fare beyinlerinde azalan striya-
tal pre-pro enkefalin “ppENK” ve dopaminle-
aktiflesen adenilil siklaz ve protein kinaz A
“DARPP32” mRNA transkriptlerini, tedavi
edilen hayvanlarda kismen normal seviyeye
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Tablo 1. Huntington hastalig1 i¢in kemirgenlerde yapilan klinik 6ncesi RNAI ile tedavi caligmalari!

Calisma Kullanilan baskilayict RNA Aktarilma gekli Huntington geninin alindig: tiir
Harper et al.?% shRNA AAV1 Insan
Rodriguez-Lebron et al.?! shRNA AAV5 Insan
Wang et al.*?! siRNA Lipozom Insan
Machida et al.?¥ shRNA AAVS* Insan
DiFiglia et al.¥ siRNA AAV1/8* Insan
Huang et al.® shRNA Adenoviriis Insan
Franich et al.l®! shRNA AAV1 Insan

Mc Bride et al.?”! shRNA ve miRNA AAV1 Insan, fare
Drouet et al.?8! shRNA Lentiviriis Insan, fare, sican
Boudreau et al.*! miRNA AAV1 Insan, fare

*siRNA'lar kolesterol ile modifiye edilmistir. AAV1: Adeno-associated viriis.

ylikseltmistir. Bu iki 6ncii ¢alisma, RNAi’nin
HH tedavisinde kullanilabilecegini gostermistir.

Ugiincii bir in vivo ¢alisma, kimyasi degistiril-
mis sentetik siRNA’larin da, mutant Huntington
genini susturmada yararli olabilecegine isaret
etmistir.?? Lipid kapstiliin icinde bulunan siRNA,
bir tek intraventrikiiler infiizyon ile, iki giinltik
HH farelere verilmistir. insan Huntington genini
hedefleyen siRNA (HH Eksonl) bir 6nceki arag-
tirmada kullanilan shRNA (si-Hunt2) ile benzer-
lik gostermektedir.”!! Real-time PCR (polime-
raz zincir reaksiyonu) yontemi, tedaviden sonra
7. giine kadar, mutant Huntington transkriptinin
belirgin olarak azaldigini ama bu etkinin bir
hafta sonra tamamen yitirildigini gostermistir.
Bu gecici baskilanma, yapisi degistirilmemis
siRNA’larin, in vivo, kisa Omiirlii olmasiyla
aciklanabilir. Mutant Huntington geninin kisa
siireli susturulmasi, uzun vadede beklenmedik
sonuglar1 da beraberinde getirmistir: 14. haftaya
kadar, arka bacak kavramasinda diizelme, agik
alan davranisinda iyilesme gozlemlenmisgtir;
8. haftada, donme hareketini siirdlirme siiresi
artmig, striyatal c¢okeltiler azalmig ve yasam
stiresinde %14’liik bir artig olmugtur.

Diger bir arastirmada, kimyas1 degistirilmis
ve kolesterole baglanmis siRNA’lar (cc-siRNA-
Huntington) kullanilmistir. Bu gekilde, hem
siRNA’nin in vivo kararlilig1 artirtlmig hem de
hiicreye kabuli kolaylastirilmistir.?*! Tedavi edi-
len fareler transjenik degildir; HH benzeri feno-
tip, uzamis mutant insan Huntington geni par-
calar1 iceren adeno-associated virus (AAV) 1/8
vektoriiniin ergen yabanil farelere verilmesiyle
elde edilmigtir. cc-siRNAhtt, Huntington protei-

ni ¢okelmesini 2. haftaya kadar azaltmis ve arka
bacak kavramasini 1. haftaya kadar diizeltmistir.
Uzun vadeli iyilesme gozlenmemistir. Her iki
calisma da siRNA’larin tekrarlanarak kullanil-
masinin, Huntington genini etkili bir gekilde
baskilayabilecegini ve HH tedavisinde yararl
olabilecegini gostermektedir.

Huntington geninin uzun siireli susturulmasi
bugiin icin sadece viriislerle saglanabilmekte-
dir, ancak bu yontem biitiiniiyle kontrol edile-
memektedir: hiicreye bir kez shRNA/siRNA
verildikten sonra dongii durdurulamamakta-
dir. Hiicre icindeki olasi yan etkilerinin halen
onlenememesi, yontemin giivenirligi konusunda
caligmalarin siirdiirtilmesi gerektigini goster-
mektedir. 2009°da yayinlanmig ve bu konuda
umut verici olan bir arastirma makalesinde!*®
sicanlarda doksisiklin ile indiikte edilebilen
shRNA-vektorlerin  kullanilmasinin, yapay
RNAI dongiisiiniin istenildigi gibi acilip kapan-
masini sagladigi bildirilmistir.

Tablo 1'de listelenen ve 2009 yilina kadar
yapilmig aragtirmalar, alele 6zgii olmayan yak-
lagimlardir: iki normal Huntington aleli tagiyan
fare ya da sican modellerinde, mutant insan
Huntington geni ifade edilip susturulmustur.
Insanlarda saglikli ve mutant, her iki Huntington
alelinin susturulmasinin ne gibi sonuglar dogu-
racagi heniiz bilinmemektedir. Drouet ve ark.™!
mutant ve normal Huntington genlerinin, alel
ayirmaksizin, ayni néron igerisinde susturulma-
sinin, HH’ye bagli histopatolojiyi diizelttigini
gostermislerdir. Paralel bir aragtirmada, mutant
insan ve normal fare Huntington genlerinin, ayni
noronlarda birlikte susturulmasinin HH’ye bagl
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hareket bozukluklarini, striyatal enjeksiyonun
11. haftasinda, diizelttigi bildirilmigtir.”>”’

Yeni bir caligsmada, hiicre deneylerinde, alele
0zgii hedeflemenin mimkiin oldugu vurgu-
lanmigtir.®® Huntington hastaligindaki CAG
artigr ile kalitilan SNP (Single Nucleotide
Polymorphisms)’lerin kullanilmas1 yakin bir
gelecekte, sadece mutant Huntington geninin
susturulabilecegini gostermektedir.

RIBONUKLEID ASIT INTERFERANSI ILE
TEDAVIDE ISTENMEYEN ETKILER

Bir¢ok biyoteknoloji firmasi, siRNA’larin
tedavide kullanilmasi i¢in klinik aragtirmalarini

stirdlirmektedir, bunlarin ¢ogu faz I veya faz II
agsamalarindadir:

* Acuity Pharmaceuticals, Merck-Sirna
Therapeutics, Quark Pharmaceuticals ve Silence
Therapeutics: Makiiler dejenerasyon

* Nucleonics: Hepatit B

* City of Hope National Medical Center ve
Benitec: AIDS (edinilmis bagisiklik eksikligi
sendromu )

* Calando Pharmaceuticals: Timorler

International
Consortium:

* Transderm  ve  the
Pachyonychia  Congenita
Pachyonychia congenita

* Alnylam  Pharmaceuticals: RSV’ye
(Respiratory Syncitial Virus) bagli alt solunum
yollar1 enfeksiyonlar1 ve HH, iizerinde calig-
maktadirlar.

Bu calismalarda kullanilan tedavi edici
etken madde, sentetik ve kimyasi degistirilmis
siRNA’lar olmugtur. Huntington hastalig1 ¢ali-
san Alnylam sirketi haricinde, nérolojik hasta-
liklarin bu klinik arastirmalara dahil edilme-
mesinin nedeni, beynin ozelliklerinden kaynak-
lanmaktadir. Baglica sorun, kiicik RNA’larin
giivenilir ve etkili bir bicimde kan-beyin bari-
yerini asarak post-mitotik noron hiicrelerine
ulagtirilmasidir. Ayni zamanda, uzun siireli bir
iyilesme saglanabilmesi icin, norolojik hasta-
liklarin dogasi geregi, RNAi yonteminin tek-
rarlanarak kullanilmasi gerekecektir. Norolojik
hastaliklarin tedavisinde RNAi yaklasimi dort
soruya yanit vermelidir:
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* Kii¢iik RNA’y1 hiicre i¢ine tagiyacak en
uygun genetik materyal plazmid mi yoksa viriis
miidiir?

* siRNA hiicre i¢ine nasil aktarilmalidir?
* Baslica anatomik hedef neresidir?

* Hastalik siireci boyunca tedavi ne zaman
verilmelidir?

Ayrica, hastalifin klinik oncesi calisilacagi
da goz oniinde bulundurularak, iyi bir hayvan
modeli olmasi1 gerekmektedir. siRNA’larin teda-
vide kullanilmaya baglanmasi bu molekiillerin
glivenirligini de giindeme getirmistir.

Dis kaynakli RNAi molekiillerinin endojen
RNAi mekanizmasin1 doyurmasi ve
miRNA yolaginin bozulmasi

Farelerin karacigerinde Pol III promotoru ile
ifadesi saglanan shRNA’larin hayvanlarin oli-
miine yol agmasi, RNAi yonteminin tehlikelerine
isaret etmigtir.®" Yapilan sonraki ¢alismalarda
bu oliimlerin miRNA'larin ¢ekirdekten sitoplaz-
maya taginmasini saglayan eksportin 5 (XPOS)
proteininin digaridan verilen fazla miktardaki
siRNA’lar tarafindan satiire edildigi ve dola-
yistyla, hiicre icerisindeki islevini yapamadigi
gosterilmistir. Huntington hastaliinda yapilan
tedaviye yonelik bir RNAi aragtirmasi ise, li¢
shRNA’dan ikisinin Huntington genini susturdu-
gunu, ama ayni zamanda, gen ifadesinin artigin-
dan dolay1 bu shRNA’larin nérotoksik oldugunu
kanitladi.””? Dig kaynakli siRNA’larin yiiksek
miktarda verilmesi, RNAi mekanizmasinda yer
alan proteinlerin normal islevlerini gercekles-
tirememelerine ve hiicre icindeki miRNA’larin
iglenememelerine yol agmaktadir. Bir endojen
miRNAnin yiizlerce genin ifadesini diizenleme-
si, miRNA yolaginda, ilk bakista 6nemsiz gibi
goriilebilecek bir degisikligin, hayati sonuglar
dogurmasina neden olmaktadir.”**** Bu sorun dis
kaynakli siRNA’larin, dicer substrati olacak sekil-
de (daha uzun sentezlenerek -21 baz-) ve iyilesme
saglayabilecek en diisiik konsantrasyonda hiicreye
verilmeleriyle asilabilmektedir."” Az miktardaki
siRNA’larin, RNAi mekanizmasini doyurmalar1
beklenmese de dig kaynakli siRNA’larin, endojen
miRNA’larla RISC’e girmek i¢in yarisir hale
gelmelerinin uzun vadede hiicre igerisinde nasil
etkileri olacagi bilinmemektedir.
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Riboniikleid asit interferansinda diziye
ozgii hedef-dis1 etkiler

Biyoinformatik uzmanlarinin istenmeyen
hedef-dis1 baglanmalar1 6nlemek icin siRNA
seciminde algoritmalar {iretmelerine ragmen,
hiicrelere aktarilan bu siRNA’larin beklenme-
dik genlerin susturulmasina neden olduklari
gozlenmistir.*¥ Huntington hastaliginda yapilan
tedaviye yonelik bir RNAIi aragtirmasinda, kul-
lanilan AAV.siHunt2 ifadesinin yabanil farelerin
striyatumlarinda, anormal gen ifadesi profilleri-
ne yol actif1 gosterilmistir.’> Bu etkinin, bilin-
meyen bir transkripsiyon faktdriintin, kullanilan
siRNA dizisine baglanmasi sonucu, susmasiyla
olustugu sanilmaktadir. “Microarray” teknoloji-
sinin yaygin olarak kullanilmasiyla da, yabanci
siRNA’larin hiicre icerisinde hem hedeflenen,
hem de hedeflenmeyen genlerin susturulmasiyla
sonuclandigi gosterilmistir. siRNAnin tohum
dizisinden 6-7 niikleotit kadar kiigiik bir bol-
gesinin herhangi bir genin 3’UTR bolgesiyle
tamamlayicit olmasi bu hedef disi etkiye yol
agmaktadir.’*+%! Eksik eslesmenin translasyo-
nel baskilamaya neden olmasi, (hedef mRNA
diizeyini degistirmemesi), ama ‘“Microarray”
yonteminin sadece mRNA diizeyini gostermesi,
ifade diizeyindeki hedef dist etkinin O6nemini
anlayamamiza neden olmaktadir. Ancak, bazi
kimyasal degisikliklerle (6rn. 2°’-O-Me modifi-
kasyonu) bu sorunun en aza indirgenmesi sag-
lanmustir.”®”!

siRNA’nin bagisiklik sistemini uyarmasi

RNAIi mekanizmasi viral enfeksiyonlara karsi
koruma amach gelismis ve biiyiik olasilikla da
bu nedenden dolay1 evrim boyunca korunmus-

Transferrin

Polikatyon-nanopartikiilii

Sekil 3. Transferrin-siklodekstrin polikatyon nanopar-
tikiilig 140!

tur. Bu ozellikleri nedeniyle, bazi durumlarda,
siRNA’lar Toll-like reseptorlerin agonistleri gibi
davranmaktadirlar.®® Guanozin ve/veya tiridin
iceren dizilerin bagisiklik sistemini tetikledigi
gortilmiistiir. Bagisiklik sistemini sadece belirli
diziler degil, siRNA molekiiliiniin yapisi, hiicre-
ye verilig bi¢imi ve hiicre tipi de uyarmaktadir.’*
Bu sorunun ¢6ziilmesi, siRNA’y1 immiin sisteme
gortinmez kilacak kimyasal degisiklikler yap-
maktan ve dogru bir tagtyict molekiil bulmaktan
gecmektedir.

TEDAVIDE siRNA’LARIN HUCREYE
AKTARILMASI

* siRNA’lar kimyasal degisiklikler uygu-
lanarak hazirlanir (6rnegin 2’-O-metiliiridin
veya 2’-fluoroiiridin). Kolesterol molekiiliiniin
de yapist degistirilmis siRNA’lara baglanarak
kararliliginin artirilmasi saglanabilir.

* Transferrin gibi yilizey ligandlar1 igeren
polikatyon nanopartikiilleri, hedef hiicrelerin
reseptorlerine baglanarak siRNA’lar1 hedef hiic-
relere ulagtirmaktadir (Sekil 3).4%!

» Katyonik ya da notr lipid ¢ift katmani, diga
dogru uzayan polietilen glikol (PEG) molekiil-
leri igerir. siRNA’lar, bu kararli niikleotid-lipid
partikiil (SNALP) yapist i¢cinde bulunur ve
dogrudan hiicre tarafindan endozomla alinir
(Sekil 4).140

* MEA-DPC’ler (Masked Endosomolytic
Agent-Dynamic PolyConjugates) SNALP’lara
benzerler, ama daha kiigiiktiirler ve siRNAnin
hedef hiicreye taginabilmesi i¢in Ozgilin bir
ligand igerirler. Endozom tarafindan salinim da,
MEA-DPC’deki pH’ya duyarli bir bag sayesinde
kolaylagtirilmistir.

Sekil 4. SNALP (Polyethylene glycol polymer chains).*’l
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Sekil 5. Pozitif yiiklii antikor yapusi.[*%

* Spesifik antikorlarin, protoamin gibi pozi-
tif yiliklii molekiillere baglanmasi, siRNA’larin
uygun reseptorii iceren belirli hiicre gruplarina
verilmesini saglamaktadir (Sekil 5).4%!

* Aptamer-siRNA kimerik molekiiller de
uygun reseptorii iceren hedef hiicre tarafindan
kabul edilebilir. Aptamerler, belirli reseptorlere
baglanmalar1 i¢in in vitro hazirlanmig niikleik
asitlerdir.

Sonug¢ olarak, RNAi olarak bilinen meka-
nizmada, cift sarmalli RNA’lar kendi homolog
mRNA’larinin parcalanmasina neden olur. Bu
yontem, otozomal dominant nérodejeneratif has-
taliklarin tedavisi icin umut vericidir; RNAI,
HH’ye neden olan Huntington hastalig1 genini
susturmak icin bircok kemirgen modelinde kul-
lanilmig ve bu hayvanlarin HH’ye bagli noro-
patolojilerinin ve hareket yeteneklerinin kismen
diizeldigi gortilmiistiir. Bu amagcla kullanilan
RNAIi yonteminde, kisa omiirlii siRNAnin mi,
yoksa plazmid/viriis ile hiicreye tasinabilecek
uzun 6miirli shRNA’nin mi1 tedaviye daha uygun
oldugunu ilerleyen calismalar gosterecektir.
Bunlarin insan beyni lizerindeki immiin reaksi-
yonlar gibi olasi yan etkileri, primatlar tizerinde
yapilacak deneyler sonucunda kesinlik kazana-
caktir. Geride biraktigimiz yirmi yillik donemde
kazanilan deneyim ve birikim yakin gelecekte
klinik caligmalarda hedefe-6zgii ve alel-ayirici
yaklagimlarin gelismesini saglayacaktir.
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