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Bilim insanlari tesadiif eseri,
organizmanin geligiminin
kontroliinden viriislere karsi
hiicreyi korumaya kadar degisik
gorevleri olan ve bu gdrevlerini
genleri susturarak yerine getiren
RNA molekiillerinin varligini
kesfettiler.

Bu kiiciik RNA'larin genleri

nasil susturdugu ogrenilince,
laboratuvar sartlarinda daha dnce
birkag yili alan gen susturma
calismalan birkag saat icerisinde
yapilabilir hale geldi. Boylece
arastirmacilar tizerinde calistiklan
geni hiicrelerde susturarak onun
gorevlerini ve nasil calistigini
ogrenmeye basladilar.

RNA enterferansi, mutasyona
ugrayarak hastaliga neden olan
genlerin susturularak hastaligin
tedavi edilebilmesi icin de
kullanilabilir. Simdilik laboratuvar
ve hayvan calismalariile sinirli
kalmakla beraber elde edilen
sonuglar bu metodun bir giin
insan hastaliklarinin tedavisinde
kullanilabilecegini gdsteriyor.
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Bilim insanlarinin bazen laboratuvarda deneyler yaparken tesadiifen 6nemli bir kesif
yaptiklarini ve bu kesifleriyle Nobel Odiilii aldiklarini duysaniz inanir misiniz?

Peki, bilim tarihinde gok sayida olaganiistii bulusun bu sekilde tamamen tesadiifler
sonucu yapildigini duysaniz? Herhalde bu ifadelere kuskuyla yaklasirsiniz.

Inanmak zor ama gercekten bilimde ¢ok sayida 6nemli kesif, tamamen sans eseri yapilmistir.

Asagida okuyacaginiz satirlar boyle bir senaryo ile gerceklesen ve molekiiler yagam
bilimlerinde ¢1g1r agan bir kesfi anlatryor. RNAi'nin kesfi 2006 y1l1 fizyoloji ve tip alaninda
Nobel ald1 ve sadece hastaliklarin nedenleri hakkinda bize bilgi saglamakla kalmayip
daha simdiden bazi hastaliklarin tedavisi i¢in timit kaynag1 oldu.

enetik bilimci Richard Jorgensen, 1986
Gyllmda yeni bir biyoteknoloji sirketinin

kurulusuna yardim ediyordu. Ondan ¢i-
¢eklerin genleriyle oynayarak olaganiistii giizellik-
te, koyu renkli ¢icekler iiretmesi istenmigti. Sirke-
ti kurmak i¢in bityiik bir sermaye gerekiyordu ve
yatirimeilarin ilgisini ¢ekmenin en iyi yolu, onlara
daha 6nce var olmayan giizellikte gigekler goster-
mekti. Béylece ikna edilen yatirimcilardan parasal
destek alinacakti. Jorgensen'in diistincesi, ¢igekle-
re renk kodlayan genleri aktarip onlarin renkleri-
ni daha da koyulastirmakti. O giinlerin molekiiler
biyoloji teknikleriyle her tiir bitkinin genleriyle oy-
nanamiyordu. Ama petunya bitkisine gen aktarimi
gerceklestirilmisti. Ayrica petunyalarin yetistiril-
mesi de kolaydi. Bu nedenle Jorgensen ¢aligmala-
rin1 petunya {izerinde yogunlastirds. Ilk olarak mor
renkli petunyalarin renklerini daha da koyulastir-
maya karar verdi. Mor rengi kodlayan gen daha
once izole edilmis ve dizilimi de belirlenmisti. Bu
da isi kolaylastiracakti. Eger mor renk genini pe-
tunyalara aktarirsa bitkiler bu geni ¢alistirarak da-
ha fazla mor renk pigmenti tiretecekler ve sonucta
cigeklerinin rengi koyulagacakti. Kagit iizerinde bu
son derece mantikli ve basit bir yaklasimdi. Fakat
Jorgensen mor renk genini petunyalara aktardigin-
da sonug hi¢ de bekledigi gibi olmadi. Koyu mor
renkli petunyalar yerine ya bembeyaz ya da yer yer
beyaz veya mor olan petunyalar elde etti. Boyle ga-
rip bir sonug elde edince Jorgensen’in ilk diistindii-
gl petunyalara aktardigi gende bir anormallik ol-

duguydu veya deneyleri yaparken bir hata yapmis-
tl. Onun icin her seye bastan baslad: ve islemleri
tekrarladi. Bu sefer aktardigi gende bir hata olma-
digindan kesinlikle emindi. Ama sonu¢ degismedi;
petunyalar istedigi gibi daha koyu mor degil ya ta-
mamen ya da yer yer beyaz oldular. Jorgensen el-
de ettigi sonuglarin nedenini agiklayamamisti ama
onlar1 yayimlamaktan da geri kalmadi. Makaleyi
okuyan diger bilim insanlar1 da Jorgensen’in bul-
gularina ilk anda bir anlam veremediler. Bu bek-
lenmedik olayin arkasindaki sir perdesinin aralan-
mas1 yaklagik on yil ald1.

Jorgensen'in vardig1 sonuglarin nasil olugtugu-
na ge¢meden 6nce konunun daha iyi anlagilmasi
i¢in kalitimin mekanizmasini ana hatlariyla hatir-
layalim.

Canlilara 6zelliklerini kazandiran, onlarm her
bir hiicresinin ¢ekirdeginde yer alan DNA ve on-
da kodlu bilgilerdir. Milyonlarca yil 6nce yasa-
mus olan dinozorlara o gorkemli yapiyr kazandi-
ran, kartalin ugmasini, yunus ve balinanin ytizme-
sini veya yesil yaprakli bitkilerin fotosentezle gii-
nes enerjisini kullanmasini saglayan hep DNAda
yiikli bilgilerdir. Biitiin bu 6zelliklerin gerisinde-
ki molekiil olan DNA, sadece dért harfi olan bir
alfabe ile yazilmustir ki bu agidan bakinca yuka-
rida saydigim ve var olan milyarlarca farkli orga-
nizma tird, bu dort harfle yazilmis farkl kitap-
lar gibidirler. A, G, T ve C harflerinin (A=Adenin,
G=Guanin, C=Sitozin, T=Timin) binlerce veya
milyonlarcasinin belli sirayla bir araya gelmele-
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ri ile yazilan kelimeler farkli 6zellikleri belirleyen
ve gen adini verdigimiz initelerdir. Insan1 olustu-
ran kitap aslinda 23 ciltten olusan bir ansiklope-
di seti gibidir. Bu 6rnekte her bir cilt bir kromozo-
ma denk gelir. Her hiicremizde bu ansiklopedi se-
tinden iki adet bulunur. Ciinkii setin biri babamiz-
dan digeri ise annemizden gelmistir. Her bir set iig
milyar harfle yazilmistir. Dolayistyla viicut hiicre-
lerimizin ¢ekirdeginde (yumurta ve sperm hiicre-
leri haric) alti milyar harften olusan DNA ve onun
olusturdugu 46 kromozom bulunmaktadir. Yu-
murta ve sperm hiicrelerinde bu say1 yariya inmis-
tir, yani i¢ milyardir. Ancak yumurta ve sperm ye-
ni bir canli olusturmak i¢in bir araya geldiginde bu
say1 yeniden alt1 milyara ¢ikar. DNA fiziki olarak
hiicrenin ¢ekirdeginden hig ayrilmaz. O zaman ak-
liniza $6yle bir soru gelebilir; eger DNA ¢ekirdek-
ten ayrilmiyorsa DNAdaki bilgi nasil oluyor da ag1-
ga cikiyor? DNAdaki bilgiyi cekirdekten hiicrenin
sitoplazmasina aktaran RNA adi verilen araci bir
molekiildiir. RNA da DNA gibi dort harfli bir alfa-
be ile yazilmistir. Ancak DNAdan iki agidan farkli-
dir: DNA iki zincirden olusurken RNA tek bir zin-
cirden olusur. DNAy1 olusturan bazlar adenin, gu-
anin, sitozin ve timin iken RNAda timinin yeri-
ni urasil adli baz almigtir. RNAnin yapisi DNAda
yiiklii bilgi tarafindan belirlenir. Cekirdekte DNA
sarmali bir fermuar gibi a¢ilir ve onun bir zincirine
eslenik olan RNA molekiilii tiretilir. Daha sonra bu
RNA, hiicrenin gekirdegini terk edip hiicrenin si-
toplazmasina ve orada yerlesmis olan ribozom adi-

Beklenen Sonug

Elde Edilen Sonug

n1 verdigimiz organellere ulagir. RNAya, DNAdaki
bilgiyi tasidig i¢in bu goérevinden dolayr haberci
RNA (Ingilizcede messenger RNA - mRNA) ad1 ve-
rilir. mRNA ribozoma ulasinca orada tagidig bilgi-
ye karsilik gelen proteinin iiretilmesini saglar. Pro-
teinler viicudumuzu olugturan biitiin hiicrelerin
yani kemik, kas, sinir ve benzeri hiicrelerin ana ya-
p1 taglaridir.

Simdi Jorgensen’in bulgularmna geri donelim.
Yaptig1 deneyler aslinda milyarlarca yildir hiicre-
de bulunan ve 1998 yilina kadar agiklanamayan bir
mekanizmanin tesadiifen kesfini saglamusty; hiicre-
de mRNAYlarin proteine doniigmesini 6nleyen, boy-
lece genleri susturan bir kontrol mekanizmas var-
d1. O giine kadar molekiiler yasam bilimlerinde ¢a-
ligan bilim insanlar1 hiicre tipine 6zel olmak {izere
aktif olarak calisan genlerin bulundugunu ve baska
bir hiicre tipinde ise sadece o hiicreye 6zgii genlerin
calistigini, diger genlerin ¢alismadigini diistiniiyor-
lardi. Ornegin elimizin dis yiizeyindeki hiicrelerde
kal ¢ikarken, ayasindaki ayni tip hiicrelerde kil ya-
pici genler ¢calismiyordu. Yani genin ¢aligmast DNA
diizeyinde kontrol ediliyordu. Jorgensen'in deneyle-
ri ise genlerin ¢aligmasinin sadece DNA diizeyinde
degil, RNA diizeyinde de belirlendigini gosteriyor-
du. Gen ¢alistyor ve ondan mRNA iretiliyordu ama
bu RNAnin proteine doniismesi engelleniyordu.

Teoriye gore RNA enterferansi (RNA interfe-
rence - RNAi) mekanizmasi aslinda milyarlarca yil
once, hiicrelere saldiran viriislere kars1 gelistirilmis
bir savunma mekanizmasidir. Viriisler hiicreye gir-

Genetik bilimci

Richard Jorgensen

mor renk genini
petunyalara aktararak
ciceklerin renklerini
koyulastiracagini
diisiinmiistii. Fakat
mor renk genini
aktardiginda koyu renkli
mor petunyalar yerine
ya bembeyaz ya da yer
yer beyaz veya mor olan
petunyalar elde etti.

Bu sonug organizmada
0 giine kadar varligi
bilinmeyen ve “RNA
enterferansi” adi verilen
bir mekanizmanin
varligini ortaya ¢ikard.

RNA

DNA gibi RNA da dort bazdan
olugur. Ancak DNAin yapisini
adenin, guanin, sitozin ve timin
bazlari olustururken RNAnin
yapisinda timin yerini urasil ile
degistirmistir. RNAnin DNAdan
dider farkiysa DNA ift zincirliyken
RNAniIn tek zincirli olmasidir.
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Normal kogullarda
hiicrenin ¢ekirdeginde
yer alan DNAda

yiiklii bilgi, haberci
RNA (mRNA)

araciligi ile hiicrenin
sitoplazmasinda
bulunan ribozom

adi verilen organellere
taginir. Tagiyici

RNA molekiilleri amino
asitleri ribozoma tasirlar.
Amino asitler

mRNAda kodlu bilgi
geregi ozel bir siralama
ile yan yana dizilerek

0 genin kodladigi
proteini olustururlar.
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dikten sonra sayilarini artirmak i¢in 6nce viriise ait
RNAlar1 iiretirler. Daha sonra bu RNAlardan pro-
teinler sentezlenir. Sentezlenen proteinler viriis
proteinleri oldugu icin bir araya gelerek yeni vi-
rislere doniisiir. Hiicrede sayilar: giderek artan vi-
risler ya hiicreyi pargalayarak ya da ondan ayrila-
rak once hiicreler arasi siviya geger; daha sonra da
komsu hiicrelere bulagir. Bulastiklar: yeni hiicre-
lerde de ayni dongiiyii tekrarlayarak sayilarini ar-
tirirlar. Hiicrede bulunan ve bir bakima polis go-
revi ustlenen bazi molekiiller, viriis kaynakli bu
RNAar1 belirleyerek onlarin yok edilmelerini sag-
larlar. Viriisiin kopyasi yapilirken viriis RNAlar1
bir ara iki zincirli bir yap1 kazanirlar. Hatirlaya-
caginiz gibi RNA aslinda tek zincirli bir molekiil-
diir. Viriis kaynakli iki zincirli RNA molekiili hiic-
re i¢in viris saldirisina ugradigini gosteren 6nemli
bir alarm igaretidir. iki zincirli RNA, hiicrede 6zel
proteinler tarafindan parcalanarak etkisiz hale ge-
tirilir. Boylece yeni viriis RNA'lar1 sentezlenmis ol-
sa bile viriis proteinleri ve dolayisiyla yeni viriis-
lerin tiretilmesi 6nlenmis olur. Jorgensen farkin-
da olmadan yillarca bilim insanlarinin géziinden
kagan bu islevi harekete gecirmisti. Aktardigi renk
pigment geni calistiginda, hem aktarilan genden
iretilen hem de hiicrenin kendi tirettigi mor pig-
ment RNAlar1 pargalanmisti. RNA parcalaninca
ondan pigment proteini iiretilememis, pigment ol-
mayinca da gigekler beyaz olmustu. Jorgensen bu-
na eg-baskilanma adini verdi. Daha sonra bu isle-
vin mantar, meyve sinegi ve diger organizmalarda
da var oldugu kesfedildi.

Bu arada diger arastirmacilar Caenorhabditis ele-
gans ad1 verilen ve ancak mikroskop altinda gorii-
lebilen 1 mm boyunda bir ¢esit yuvarlak soluca-
nin genleri tizerinde ¢aligmalar yiiriitiiyorlardr. Ki-
saca C. elegans olarak bilinen bu organizma, seffaf
oldugu i¢in i¢ organlar1 mikroskop altinda detay-

I1 bir gekilde gorilir. Bu 6zelligi yasaminin biitiin
evrelerinde ne tiir degisikliklerden gectiginin izle-
nebilmesini saglar. C. elegansn viicudundaki 959
hiicrenin her birinin yagam seriiveni detaylariyla
biliniyor. Bilim insanlar1 bu avantajlarindan dola-
y1 C. elegans’n genlerini birer birer susturarak her
bir genin islevinin ne oldugunu 6grenmeye calisi-
yorlardi. Bunu gergeklestirmek icin, tizerinde ¢a-
ligtiklar1 genin RNAsina eslenik olacak RNA mole-
kiiliinii sentezleyip C. elegans’in hiicrelerine enjek-
te ediyorlardi. Ters anlamli RNA (antisense RNA -
aRNA) adi verilen bu metodda, aktarilan RNAnin
hedef RNAYya baglanarak iki zincirli hale dontisme-
si ve boyle olunca da hiicre tarafindan tespit edilip
pargalanmasi bekleniyordu. Bu metot belli 6lgiide
basarili oldu. Fakat metot insan veya diger memeli
hayvanlardan elde edilen hiicrelerde denendiginde
sadece hedef RNA parcalanmakla kalmadi, onun-
la birlikte hiicreye ait diger RNAlar da parcalandi.
Iki zincirli uzun RNA molekiilii, hiicrede interferon
tepkisi adini verdigimiz bir bagisiklik mekanizma-
sin1 harekete gecirmisti. Interferon tepkisi hiicrenin
ornegin bir viriis saldirisina ugramasi sonucu olu-
sur ve viriisiin yayilmasini engeller. Interferon tep-
kisi yontemin bagarisini 6nlemisti.

C. elegans ile yapilan ¢alismalar sirasinda ilging
bir sey daha gézlendi. Uzerinde galigilan RNAnin
eslenigi yerine aynisi hiicreye aktarilsa da gen sus-
turuluyordu. Bu beklenmedik bir sonugtu, ¢linki
RNAnin kopyasinin aktarilmas: hedef genin mik-
tarint sifirlamak yerine artirmaliydi. Washing-
ton Carnegie Enstitiisiinden Andrew Fire ve Mas-
sachusetts Tip Fakiiltesinden Craig Mello, hiicre-
ye aktarilan RNAnin digiinildagi gibi tek zin-
cirli saf bir RNAdan olusmadigini, ona iki zincir-
li kisa RNAlarin karigmis oldugunu 6ne siirdii-
ler. Cok kiigtik olduklar1 i¢cin RNA molekiilleri-
nin gozden kagtigini disiiniiyorlardi. Nitekim Fi-
re ve Mello ekipleri C. elegans’lara tek zincirli ve-
ya ¢ift zincirli RNA aktardiklarinda ozellikle ¢ift
zincirli RNAlarin hedef geni susturdugunu bul-
dular. Hedef genlerden biri, kas olusumunda go-
rev alan unc-22 adli bir gendi ve onun susturulma-
s1 C. elegans’larin kontrolsiiz bir sekilde devamli
olarak kivrilmasina neden oldu. Fire ve Mellonun
elde ettigi bu sonug sadece unc-22 geni ile de sinur-
11 kalmadi. Hedef aldiklar: her geni, ¢ift zincirli ki-
sa RNAlar kullanarak etkin bir sekilde susturma-
y1 basardilar. Fire ve Mello, Jorgensern’in petunya-
larda gozlemledigi olayin mekanizmasini ¢6zmiis-
lerdi. Bu ¢aligmalari ile 2006 y1l1 fizyoloji ve tip ala-
ninda Nobel Odiili'nii paylastilar.
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Fire ve Mellonun bu kilometre tas1 calismalari-
na digerleri eklenince RNAinin nasil ¢alistig1 de-
taylariyla aciklandi. Bu ¢alismalar sonucunda bu-
gin cift zincirli RNAnimn hiicrede Dicer adi veri-
len kesici enzimler tarafindan 22 niikleotid uzun-
lugunda kisa enterferans RNAlar1 (small interfering
RNA - siRNA) pargalarina ayrigtirildigini biliyoruz.
Yine bu kisa RNAnin agilip RNA ile uyarilan sus-
turucu kompleks (RNA-induced silencing complex -
RISC) adini1 verdigimiz yapiya girdigini ve bu yapi-
nin hedef olan mRNAnin parcalanmasini sagladi-
g1 biliyoruz. mRNAnin kiigiik pargalara ayrilma-
s1 protein sentezinde kullanilmasini engelledigi i¢in
gen susturulmus oluyor.

Su anda Rockefeller Universitesinde ¢alisan Tho-
mas Tuschl, Max Planc Enstitisi'nde iken yaptig1
calismalarda, siRNAlarin varligini énce meyve si-
neklerinin embriyolarinda kesfetti. Meyve sineginin
genlerini laboratuvarda sentezledikleri siRNAlarla
susturmay1 basarinca insan hiicrelerinde de ayni
mekanizmanin var olabilecegi ve siRNAlarin kisa
olduklar1 i¢in interferon sisteminin radarina yaka-
lanmamug olabilecekleri tezini ileri stirdil. Tuschl ve
¢alisma arkadaglari cift zincirli kisa RNAlart meme-
li hiicrelerine aktardiklarinda bekledikleri sonucu
elde edip sadece hedef aldiklar1 genleri susturmay:
basardilar. Bu sonug tezlerinin dogrulugunu kanat-
lamis oldu; cift zinciri kisa RNAllar interferon sis-
temine takilmadan ve yan etkisiz bir sekilde hedef
genleri susturmustu.

O giine kadar genlerin susturulmasi ¢alismala-
r1 yillar aliyordu. RNAi metoduyla bu siire bir an-
da birkag saate indi. Artik laboratuvar sartlarinda
insanlardan elde edilmis hiicrelerde birkag saat ice-
risinde, hedef alinan genler susturularak islevleri-
nin ne oldugu 6grenilmeye baslandi. Molekiiler
yasam bilimlerinde ¢alisan bilim insanlar1 i¢in bu
olaganiistii bir gelismeydi. Fakat daha da 6nemlisi
RNAi'nin potansiyel tibbi uygulamalaridir. Cok sa-
yida hastalik, ona neden olan genin susturulmasiy-
la tedavi edilebilecektir. Nitekim laboratuvar sartla-
rinda RNAi metodu kullanilarak HIV, ¢ocuk felci-
ne neden olan polio viriisii ve hepatit C virtislerinin
¢ogalmasi 6nlendi. Sinirli sayida da olsa hayvan de-
neylerinden timit verici sonuglar elde edildi. Bunun
izerine ABDde RNAI teknolojisini kullanarak has-
taliklara tedavi gelistirmek tizere ozel sirketler da-
hi kuruldu ve caligmalarina yogun bir sekilde de-
vam ediyorlar. Bununla beraber RNAi teknolojisi-
nin hastaliklarin tedavisinde kullanilmasi uzun bir
zaman alacaga benziyor. Bunun en énemli sebep-
lerinden biri RNA1nin hedef dokuya ulastirilmasi-

iki zincirli RNA

T

S
—

L

[ e
e -

N

RNAile uyanlan
susturucu kompleks
(RISC)

+— RISC

siRNA-RISC kompleksi hedef olan
mRNA’ya baglanir ve onu keserek kiigiik
parcalara ayirir.

. + Dicer enzimi
Dicer enzimi iki zincirli RNA'y1

kisa enterferans RNA'lar (siRNA)
parcalarina bdler

Kisa enterferans RNA'lar (siRNA)

L R

e —

M mRNA

J Parcalanmig
. - - e RNA (Artik
- s : - = " protein
o o sentezinde
kullanilamaz)

nin bir sorun olmasi. Sindirim sisteminden geger-
ken pargalanacag icin RNAflerin hap olarak alin-
mas1 miimkiin degil. Bilim insanlar1 RNAf’lerin ar-
zu edilen doku ve hiicrelere iletilmesi konusunda
degisik metotlar {izerinde ¢alismaya devam ediyor-
lar. Bunlardan biri de gen tedavisi.

Towa Universitesi Tip Fakiiltesindeki laboratu-
varlarimizda son {i¢ yildir Alexander hastalig1 ad-
I1 bir rahatsizliga RNAi kullanarak gen tedavisi ge-
listirmeye calisiyoruz. Alexander hastaligi ¢ocuk-
larda merkezi sinir sistemini etkileyen 6limciil bir
genetik hastaliktir. Hastalik beyinde sinir hiicreleri-
ne destek saglayan gliyal hiicrelerin GFAP adli geni-
nin mutasyona ugramasi sonucu ortaya ¢ikar. Has-
talik Mendel'in “baskin” olarak tanimladig: kalitim
yolunu takip eder. Yani GFAP geninin iki kopyasin-
dan birinde mutasyon olmasi hastaligin ortaya ¢ik-
masl i¢in yeterlidir. Her genin biri anneden ve dige-
ri babadan gelen iki kopyasi bulundugu i¢in GFAP

Amy Pasouinelli, NIH

RNA enterferansi ile genlerin
susturulmasi

Caenorhabditis elegans seffaf

yapisiyla genlerin gérevlerinin

ogrenildigi calismalarda
en ok kullanilan
organizmalardan biridir.
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Kisa enterferans RNA'lan
(siRNA) ¢ift zincirden olusan
kisa RNA molekiilleridir.
siRNA'lar haberci RNA'larin
parcalanmasini ve dolayisiyla
ondan protein iiretilmesini
engelleyerek genleri
sustururlar.
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geninin ya anneden ya da babadan gelen kopyasmnin
mutasyona ugramasi Alexander hastaliginin orta-
ya ¢ikmasi i¢in yeterlidir. Hastaligin belirtileri yasa-
min ilk birkag ayinda goriilmeye baglar. Hem fizik-
sel hem de zihinsel gelismede gerilik, kas kasilmast,
titreme nobetleri Alexander hastaliginin tipik belir-
tileridir. Cocuga hem anneden hem de babadan her
bir genin birer kopyasi (alel) gectigi icin GFAP ge-
ninin mutasyona ugramis kopyasimnin ¢aligmasinin
onlenmesi Alexander hastaliginin tedavisini sagla-
yabilecektir. Ciinkii GFAP geninin saglikli olan di-
ger kopyasi calisarak normal GFAP proteinini iirete-
cek ve boylece bu hiicreler normal yagam ve iglevle-
rine devam edeceklerdir. Caligmay birlikte ytiriittii-
giimiiz Wisconsin Universitesinden Albee Messing,
Alexander hastalar1 iizerinde yaptig1 genetik calis-
malar sonucu, GFAP geninde en yaygin olarak rast-
lanan ve Alexander hastaligina neden olan mutas-
yonlari belirledi. Hastalarin ¢ogunda rastlanan bu
mutasyonlardan biri GFAP geninde sadece bir ba-
zin degismesine ve sonugta GFAP proteininin yapi-
sinin degismesine neden olur. Bir diger deyisle sag-
likli GFAP geni ile mutasyona ugramis GFAP geni
arasinda farkli tek bir baz bulunmaktadir. Gelistire-
cegimiz RNA'nin sadece mutasyona ugramis GFAP
genini susturmas, saglikli GFAP genine dokunma-
mas1 gerekiyordu. Eger bunu basarabilirsek sonra-
ki amacimiz bu RNAfyi hastalara bir sekilde akta-

rip onlarin mutasyona ugramis GFAP genini sustu-
rarak hastalig1 tedavi etmek olacakt1. Uzun siiren a-
ligmalar sonucunda laboratuvar sartlarinda saglik-
I1 gene dokunmadan sadece mutasyonlu GFAP ge-
nini susturan RNAI iiretmeyi basardik. Gelistirdigi-
miz RNAfyi mutasyonlu ve normal GFAP proteini
tireten hiicrelere aktardigimizda sadece mutasyonlu
GFAP proteininin miktarini % 80den fazla bir oran-
da azaltmay1 bagardik. Ekibimizde yer alan ve RNAi
konusunda diinyada 6nder bilim insanlarindan biri
olan Beverly Davidson ve ekibi de RNA{'nin tek baz
farki olan genin mutasyonlu kopyasini saglikli kop-
yasina dokunmadan susturabildigini kendi ¢aligma-
lariyla da gosterdi. Biitiin bu ¢aliymalar RNA{nin
hastalikli genlerin susturulmasinda c¢ok giiglii bir
ara¢ oldugunu gosteriyordu.

Cozmemiz gereken ikinci sorun ise gelistirdigi-
miz RNATyi 6zellikle gliyal hiicrelerine aktarabil-
mekti. Bunun i¢in tizerinde 2000’li yillardan beri ¢a-
listigimiz bir virtisten yararlandik. LCMV ad1 veri-
len ve dogada farelerce taginan bu viriis, eger hami-
le bir kadina bulasirsa ana rahmindeki fetiise kadar
ulasabilir ve onun beyninde tahribata neden olur.
Laboratuvar kobaylarinda yaptigimiz denemelerde
viriisiin beyinde ilk olarak gliyal hiicrelerine saldir-
digin1 ve onlara bulastigini bulduk. LCM viriistiniin
ozellikle gliyal hiicrelerine bulasmasi onun gen te-
davisi i¢in kullanilabilecegini gosteriyordu. Nitekim
fare beyninden gliyal hiicrelerini ayristirip laboratu-
var gartlarinda LCM viriisiinden yararlanarak gelis-
tirdigimiz gen tedavi metodunu bu hiicrelere uygu-
ladigimizda viriise ytikledigimiz gen, gliyal hiicrele-
rine aktarildi ve ¢alismaya basladi. $imdi ayni dene-
meyi canli fareler tizerinde yapiyoruz. Boylece gelis-
tirdigimiz RNA{nin farenin mutasyona ugratilmis
GFAP genini, saglikli kopyasina dokunmadan sus-
turup susturamayacagini belirlemeye calisiyoruz.
Eger farelerde de basarili olursa, ayn1 metot bu se-
fer Alexander hastalarinin tedavisinde kullanilmak
tizere bu hastalarda denenebilecek. Bu ¢alismamiz
ve diger bilim insanlarinin yapmakta oldugu ben-
zer ¢aligmalar RNAI teknolojisinin sinir sistemi has-
taliklarindan bulagic1 hastaliklara ve kansere kadar
pek ¢ok hastaligin tedavisinde kullanilip kullanila-
mayacag1 sorusuna cevap verecek.

[lacin hedefe ulagimi agisindan goz hastaliklart
bir istisna teskil ediyor. Ciinkii ilacin dogrudan goze
uygulanmasi s6z konusu. Makula dejenerasyonu ad1
verilen ve 6zellikle ileri yaglarda goriilen goz hastali-
81, goriisiin kaybedilmesi ile sonuglanabilen bir has-
taliktir. Hastaligin nedenlerinden biri VEGF ad1 ve-
rilen ve kan damarlarinin olugmasini tetikleyen bir
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proteindir. Makula dejenerasyonu olan hastalarda
bu proteinin agir1 diizeyde tiretilmesi retinanin ar-
kasinda fazladan kan damarlarinin olusmasina ne-
den olur. Yeni olugan kan damarlar1 heniiz gelisim-
lerini tamamlamadiklar: icin kani sizdirirlar. Bu da
goriisiin bulanmasina, hatta ileri diizeylerde tama-
men kaybolmasina neden olur. 2004 yili sonbaha-
rinda ilk defa RNAi teknolojisi iki diizine makula
dejenerasyonu hastasi {izerinde denenmeye baglan-
di. VEGF genini susturmak tizere tasarlanmig RNAj,
bu hastalarin gozlerine enjekte edildi. {lk klinik de-
nemesi oldugu i¢in asil ama¢ RNAi teknolojisinin
glivenligi ve yan etkilerinin olup olmadigini belirle-
mekti. Bununla beraber iki aylik bir siirede hastala-
rin {igte birinin goriisiinde belirgin bir iyilesme goz-
lendi. VEGF RNA(f’sinin ilag olarak yaygin bir sekil-
de kullanilmas birkag yili daha alacak gibi goriinii-
yor. Clinkdi hala RNAfTnin ¢aligma mekanizmasini
en ince detayina kadar 6grenebilmis degiliz. Fakat
bu alanda goriilen ilerlemeler 6ntimiizdeki bes veya
on y1l igerisinde RNAi ilaglarinin klinikte kullanila-
bilecegini gosteriyor.

2000’li yillarin baslarma kadar RNAinin olusu-
mu, ¢aligmasi ve sonuglar1 hakkinda gesitli bilgiler
elde edilmisti, ama biyolojik agidan organizmanin
yasami i¢in ne kadar 6nemli oldugu heniiz bilinmi-
yordu. 2003 yilinda Massachusetts Universitesi Tip
Fakiiltesinden Victor Ambrosun ekibi ve Harvard
Universitesi Tip Fakiiltesinden Gary Ruvkun'un eki-
bi, ilk defa genlerin susturulmasini saglayan ve mik-
roRNA ad: verilen genlerin varligini C. elegansta,
Cambridge Universitesinden David Baulcombe da
bitkilerde kesfetti. Bu aragtirmacilar mikroRNAlarin
RNAf’lere benzer bir gekilde ¢aligtigini ve mikroRNA
genleri tarafindan kodlandiklarini buldular. Baslan-
gicta belirttigimiz gibi 5nce DNAdan mRNA sentez-
lenir ve ondan genin tirtinii olan protein sentezlenir.
MikroRNA genlerinin ¢aligmasi sonucu sentezlenen
RNAlar protein sentezinde kullanilmazlar. Onlar is-
levlerini RNA olarak yaparlar. Bu ti¢ bilim insani
gectigimiz yil Nobele dogru ilk adim sayilan Lasker
Odilirnii paylagtilar. {lk kesiflerinden kisa bir siire
sonra mikroRNATlarin varlig insan dahil diger orga-
nizmalarda da bulundu. Son bes y1l icerisinde sayila-
r1 birkag yiizli bulan mikroRNA geni ve bu genlerin
yerleri tespit edildi. Simdiye kadar yapilan ¢aligmalar
mikroRNATarin protein sentezini engelleyerek degi-
sik dokularda o dokuya ait olmayan genlerin ¢alis-
masini engelledigini gosteriyor. MikroRNAllar haya-
tmna tek bir hiicre olarak baglayan bir organizmanin
daha sonra iki yiizii agkin degisik tipte, trilyonlarca
hiicreye dontismesinde de ¢ok 6nemli rol oynarlar.

Son bir iki yilda elde edilen veriler mikroRNA gen-
lerinin gahiymasinda ortaya ¢ikan aksakliklarin kan-
sere dahi neden olabildigini, bir kisminin ise kanseri
onledigini gosterdi.

MikroRNAlarin viicudumuzun dogal yapisinin
bir pargasi olmalari, onlarin tedavide basari ile kul-
lanilma sansini artirryor. Arastirmacilar dogal ola-
rak var olan mikroRNAlarin yapisini degistirerek
onlar1 tedavi agisindan 6nemli olan genlere y6nel-
tiyorlar. Ornegin viicutlar1 PSCK9 adli proteinin
anormal diizeyde aktif bir formunu treten kisile-
rin kolesterolii tehlikeli diizeylere ¢ikarken bu ak-
tif formun dretilmedigi kisilerde kolesterol diisiik
seviyelerde kalip onlar1 kalp rahatsizliklarina kar-
s1 korumaktadir. PSCK9 proteininin bu formunun
tiretilmesini engelleyecek bir ilag, kolesterol seviye-
sinin diismesini saglayarak ¢ok sayida kisinin kalp
rahatsizlig1 gecirmesini 6nleyecektir. RNAI strate-
jisi ile PSCK9u susturabilmek miimkiin olacak-
tir. Nitekim PSCK9 proteinini susturucu nitelik-
te RNA enjekte edilen maymunlarin kot koles-
terol seviyesinin % 60 diizeyinde azaldig1 gozlen-
di. Ancak PSCK9 proteinini devaml olarak sus-
turmak icin araliklarla RNAI enjekte edilmesi ge-
rekecektir. Ornegin bahsettigim caligmada koleste-
rol diizeyi ti¢ hafta boyunca diigiik kaldi. Devamlili-
&1 saglamanin bir yolu, PSCK9 geni i¢in gelistirilen
RNAI dizilimini viicudumuzda normalde tretilen
bir mikroRNAnin yapisina aktarmak ve onu viicu-
da enjekte etmek olacaktir. Boylece devaml:i olarak
tiretilmesi saglanmis olacaktir.

Tamamen tesadiif eseri kesfedilen RNA{ilerin ve
onlar gibi islev goren mikroRNAlarin kesti, mole-
kiiler yasam bilimlerinde bir ¢igir act1. Gelisim bi-
yolojisinden genlerin iglevlerinin &grenilmesine,
hastaliklarin mekanizmalarmin ¢6ztilmesinden ge-
netik hastaliklarin tedavisine uzanan genis bir yel-
pazede olaganiistii rolleri olan bu kiigiik molekiil-
ler, Nobel tarihinde hi¢ goriilmemis bir hizda, ke-
siflerinden sadece sekiz yil sonra, Fire ve Mello'ya
Nobel Odiilii kazandirdilar. RNAi ve onun gibi
rastlant1 sonucu elde edilen kesifler, bilimde bek-
lenmeyen sonuglara ilgi gosterip anlamaya ¢alisma-
nin neler kazandirabilecegini gostermesi agisindan
¢ok onemli dersler igeriyor.
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