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Antisens Oligonükleotitler ve Antibakteriyel Kullanımları

ÖZET

Antisens tedavi stratejisi, çeşitli genlerin protein oluştur-
madan susturulması amacıyla oligodeoksiribonükleotidle-
rin kullanılmasıdır. Antisens mekanizma, hedef mRNA’ya 
oligonükleotid dizisinin Watsons-Crick baz eşleşme yoluyla 
bağlanması sonucu gerçekleşmektedir. Bağlanmadan sonra 
iki temel yolak, ilgili genin protein oluşumunu engeller. 
Bunlardan ilki, oligonükleotidin bağlandığı bölgede RNaz 
H aracılı degredasyon oluşturmasıdır. RNaz enzimi ile 
parçalanan gen dizisinden translasyon olası olmadığı için 
protein oluşumu engellenir. İkincisi ise oligonükleotidin 
bağlanarak ilgili gen bölgesini kapatmasıyla oluşur. 
Böylece ribozomun gen dizisini okuması sterik olarak 
engellenir, posttranskripsiyonel işlemler inhibe edilir ve 
gen, ürün oluşturamaz.

Bu moleküllerin nükleazlardan korunmaları için çeşitli 
modifikasyonlar yapılmıştır. Bu modifikasyonlara göre 
antisens oligonükleoititler (ASO) kuşaklara ayrılabilirler. 
Modifikasyonlar ile nükleazlardan korunmalarına rağmen, 
hücre içlerine girişleri sınırlıdır. Bu kısıtlılığı giderebilmek 
amacıyla konjuge peptidler ve lipid bazlı taşıyıcı sistemler 
gibi çeşitli yöntemler kullanılması gerekmektedir.

Bakteri için esansiyel olan genlerin inhibisyonuyla ASO 
dizileri antibakteriyel olarak kullanılabilir. Ayrıca direnç 
genlerini hedef alan diziler sayesinde bakteriler duyarlı 
hale getirilebilirler. Antibiyotik direnç mekanizmalarından 
etkilenmeyen antisens tedavi stratejisinin pek çok bilim 
insanının ilgisini çekmektedir. Bu moleküllerin genel özel-
likleri, çalışma prensipleri ve bakteri eradikasyonu ama-
cıyla kullanımını içeren çalışmalar bu derlemede özetlen-
miştir.

Anahtar kelimeler: Antisens oligonükleotidler, gen sustu-
rumu, antisens antibakteriyaller

SUMMARY

Antisense Oligonucleotids and Antibacterial Use

The antisense treatment strategy is to use 
oligodeoxyribonucleotides for the purpose of silencing 
various genes before they start producing proteins. The 
antisense mechanism is established by binding 
oligonucleotide strands to the target mRNA by way of 
Watsons-Crick base pairing. After binding, two basic 
pathways prevent the relevant gene from producing protein. 
The first of these is the formation of RNase H-mediated 
degradation by the oligonucleotide at the site of binding. 
Production of protein is hindered because translation 
becomes impossible from the gene strand that was broken 
down by the RNase enzyme. The second occurs when the 
oligonucleotide binds and closes the relevant gene site. In 
this way, ribosome is sterically hindered from reading the 
gene strand, posttranscriptional procedures are hindered 
and the gene cannot make production.

Various chemical modifications of these molecules to 
protect them from nucleases was performed. According to 
these modifications antisense oligonucletoides (ASO) can 
be divided into generations. Despite the protection from 
nucleases with modifications they have limited access to 
the cell interior. In order to eliminate this restriction it is 
necessary to use various methods such as peptide 
conjugates, lipid based carrier systems. 

ASO sequences can be used as antibacterials by inhibition of 
essential genes for bacteria. Besides bacteria can be made 
susceptible by oligonucleotides targeting the resistance 
genes. The antisense treatment strategy which is not affected 
by antibiotic resistance mechanisms, attracts the attention of 
many scientist. General properties of these molecules, mode 
of action and studies involving the use of these molecules in 
bacterial eradication are summarized in this review.

Keywords: Antisense oligonucleotides, gene silencing, 
antisense antibacterials

GİRİŞ

Antibiyotikler ilk keşfedildiği tarihten günümü-
ze kadar geçen süreçte pek çok insanın yaşamını 

kurtarmıştır. Ancak bilinen bir gerçek olarak 
bakteriler bu moleküllere direnç kazanmaktadır. 
Bu durum halk sağlığı açısından büyük sorunlar 
oluşturmakta, bu süreçteki en büyük korku ise 
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tüm moleküllere dirençli, tedavi edilemeyen 
bakterilerin yaratacağı enfeksiyonlardır. Bu 
durumun, antibiyotikler öncesi devirlere geri 
dönülmesine neden olabileceği düşünülmek-
tedir(1). Antibiyotiklere karşı gelişen direnç, ilaç 
endüstrisindeki yeni sınıf moleküllerin üretim 
hızının düşüklüğüyle beraber değerlendirildiğin-
de, antibiyotikler dışında tedavi yöntemlerinin 
ve potansiyallerinin değerlendirilmesi gerektiği-
ni açıkça ortaya koymaktadır(2). Dolayısıyla 
antibiyotikten farklı yolaklar üzerine etki göste-
ren, direnç mekanizmalarından etkilenmeyen 
farklı yaklaşımlar bu çerçevede incelenmektedir. 
Bakteriyel genlerin susturulması bu anlamda 
öne çıkan seçeneklerden biridir. Santral dogma 
kavramı 1958 yılında Francis Crick tarafından 
ortaya atılıp, bilim dünyası tarafından kabul gör-
müştür. Genotipik özellikten fenotipik özelliğe 
kadar geçen süreci açıklayan bu kavram sayesin-
de DNA’dan RNA’ya ve son ürün olan proteine 
giden mekanizmaların bütününün keşfedilmesi 
genlere ait baz dizilimini, fonksiyonlarını açık-
lanabilir hale getirmiştir(3). Bu süreçte elde edi-
len veriler gen inhibisyonun temel prensiplerinin 
oluşturulmasına da yardımcı olmuştur.

Antisens mekanizma ve Antisens oligonükleotid 
çeşitleri

Hastalıkların çoğu zaman proteinlerin eksik 
veya fazla üretilmesiyle ortaya çıktığı bilinen bir 
gerçektir. Aynı zamanda enfeksiyon etkeni olan 
mikroorganizmalar da yine çeşitli proteinler ara-
cılığı ile enfeksiyon hastalığına yol açmaktadır. 
Dolayısıyla santral dogma ile açıklanan basa-
makların bloke edilmesi hastalığa neden olan 
proteinin oluşmasının inhibisyonuna neden ola-
cağından, hastalıklara veya hastalık etkenlerine 
ait mekanizmaların bozulması beklenmektedir(4). 
1978 yılında Stephenson ve Zamecnik(5) tarafın-
dan “Rous Sarcoma Virus” (RSV) ile yapılan 
çalışmalar bu anlamdaki ilk örneklerdendir. RSV 
integrasyon genine oligonükleotidler bağlamak 
suretiyle oluşturulan çalışmada, viral integras-

yonun engellenebildiği tespit edilmiştir. Bu ve 
bunun gibi yaklaşımlar ve çalışmalar aracılığıy-
la ortaya çıkmış olan antisens (gen susturumu, 
“knock down”) tedavi yaklaşımı genetik şifre 
akışının protein oluşmadan engellenmesidir. Bu 
amaçla ilgili gene ait mRNA dizisine Watsons-
Crick baz eşleşmesi sistemiyle belirli uzunlukta 
oligoükleotitler bağlanmaktadır. Bu bağlanma-
nın gerçekleşmesi protein oluşumunu çeşitli 
mekanizmalar aracılığıyla inhibe etmektedir. 
Bunlar Şekil 1’de(4) görüldüğü üzere oligonükleo-
tidin bağlanmasıyla;

• Ribozomun mRNA’dan okuma yapmasının 
sterik olarak engellenmesi,

• Antisens oligonükleotid (ASO) mRNA çift 
iplikli melez yapısının RNaz H enzimi aracı-
lığıyla degredasyona uğraması,

• Dizilimdeki intron ve ekzonların işlenme 
mekanizmasının (“splicing”) engellenmesi,

• Ribozomun okuma yapması için diziyi tanı-
yacağı bölge olan 5’ cap oluşumunun engel-
lenmesi şeklinde açıklanabilir(4,6). 

 
Antisens tedavinin avantajları:

• Uygun oligonükleotidlerin sentezlenmesi 
kısa sürer, ilgili gene ait DNA diziliminin 
veya mRNA diziliminin bilinmesi yeterlidir.

• Moleküllerin hedefi tek boyutludur. Proteinle 
etkileşimlerde proteinin üç boyutlu yapısının 
da incelenmesi gerekir.

• Oligonükleotid bağlanması için hidrojen bağ-
ları yeterlidir, proteinlerde etkileşim için 
farklı bağ kuvvetlerine de ihtiyaç duyulur.

• Uygun şekilde hazırlanan ASO’lar istenilen 
dokuya veya etkene hedeflenebilir(7).

Modifiye edilmemiş DNA veya RNA molekül-
leri nükleaz ataklarına açıktır. Aynı zamanda 
zayıf farmakokinetik özellikleri nedeniyle bu 
şekilde kullanımları kısıtlı olduğu için bu deza-
vantajları gidermek amacıyla çeşitli modifikas-
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yonlar yapılması gerekmiştir. Bu değişikliklerde 
ana hedef bölgeler fosfodiester bağı ve şeker 
halkasıdır. Yapılan modifikasyonlar sonucu olu-
şan antisens oligonükleotidler 1., 2., ve 3. kuşak 
ASO olarak sınıflandırılmıştır(8,9). 

1. Kuşak ASO

Bu grup moleküller fosforotioat 
(phosphorotihoate-PS) modifiye moleküller ola-
rak da tanımlanmaktadırlar (Şekil 2). Fosfodiester 
bağında oksijen atomu sülfür atomu ile değişti-
rilerek elde edilmişlerdir(10). Yapılan bu modifi-
kasyon ile nükleazlara direnç özelliği kazandırı-
larak molekül daha etkin hâle getirilmiştir. Bu 
grup oligonükleotidler RNaz H enzimini aktive 
ederek bağlandığı dizide katlanmalara ve degre-
dasyona yol açarlar. Bununla birlikte, modifi-

DNA

Öncül
mRNA

Nukleus

Transkripsiyon

5’ cap
Olgun
mRNA

Transkripsiyon sonrası
modifikasyonlar

3’ poli  A kuyruğu 5’ cap
inhibisyonu

RNA işlenmesinin
inhibisyonu

RNaz H
aktivasyonu

ASO
Hibridizasyon

Transizasyon
ASO-mRNA formasyonu

Hedef protein

60s Ribonormal
alt birim

RNaz H

Normal translasyon Renaz H aktivasyonu Ribomozomun sterik 
olarak engellenmesi

40s Ribozomal
alt birim

Şekil 1. Antisens oligonükleotidlerin etki mekanizmaları(4).

kasyon ASO-mRNA heterodupleksi, nükleotid 
başına 0.5°C erime derecesi değişikliğine neden 
olmaktadır. Bu ısı değişikliği moleküllerin afini-
telerinde azalmaya neden olabilmektedir. Yapılan 
çalışmalarda bu gruba ait moleküllerde spesifik 
olmayan bağlanmalara rastlansa da en sık olarak 
kullanılmış olan ASO türevi bu gruptur(11,12). 

Şekil 2. “1. kuşak ASO” örneği olarak fosforotioat-DNA.

Baz

Fosforotioat-DNA

O

O

O

H

O

P S
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Yirmi bir bazlık nükleotid dizisi içeren “fomivir-
sen” piyasa adıyla ruhsatlandırılmış ve klinik 
kullanıma girmiş bir moleküldür(4).

2. Kuşak ASO

Bu grupta nükleazlara direnç ve mRNA bağlan-
ma afinitesinde artış amacıyla molekülün 2’ alkil 
modifikasyonları yapılmıştır. 2’ metil ve 2’ metok-
sietil modifiye edilmiş moleküller en sık çalışılan 
ikinci ASO grubudur (Şekil 3). Beklenen bir 
sonuç olarak yapılmış modifikasyonlar sonucu 
molekül RNaz H etkinliği taşımamaktadırlar. 
Bunun üstesinden gelebilmek amacıyla melez 
moleküller tasarlanmıştır. 5’ ve 3’ uçlarında 2’ 
alkil modifiye 4-5 bazlık, orta kısmında ise yakla-
şık 10 bazlık 1. jenerasyon özelliği taşıyan mole-
küllerin nükleaz direnç özelliği azalmadan RNaz 
H aracılı etki göstermesi sağlanmıştır(13-16).

Baz

2’-O-Metil RNA

O

O

O

O

P O

O

CH3

Baz

2’-O-Metoksietil RNA

O

O

O

O

P O

O
O CH3

Şekil 3. “2. Kuşak ASO” örneği olarak 2’-O-Metil RNA ve 
2’-O-metoksietil RNA.

3. Kuşak ASO

Bu gruptaki moleküllerde afinite artırımı ve 
nükleaz direncini sağlayabilmek için furanoz 
halkasında modifikasyonlar yapılmıştır. Bu gru-
bun üyelerinden peptid nükleik asitler (PNA) 
fosfodiester belkemiği psödopeptid polimeriyle 
yer değiştirmiştir (Şekil 3). Nükleazlardan etki-
lenmeyen, RNaz H etkinliği bulunmayan ancak 
sterik engellemeyi etkin şekilde yapabilen, 
oldukça istikrarlı moleküllerdir. Nötr elektriksel 
yükleri nedeniyle moleküllerin negatif yüklü 
RNA moleküllerine bağlanma sırasında daha az 
elektriksel itme kuvvetiyle karşılaşması etkin-
likleri artırmıştır(17).

Kilitli nükleik asitler (Locked nucleic acid-
LNA) bu kuşağın bir başka üyesidir. Modifikas-
yonlar hedeflerine olan afiniteyi artırmış, nükle-
azlara direnç katmış ve oluşan heterodupleks 
yapıya termal stabilite kazandırmıştır. Ancak bu 
gruba ait moleküllerin de RNaz H aracılı aktivi-
tesi bulunmamaktadır(18-20). Fosforoamidat mor-
folino oligomerleri (PMO) bu kuşaktaki diğer 
moleküllerden biridir. Nötr elektrik yükü aktivi-
teyi artırmıştır. Bu oligomerler de RNaz H aracı-
lı etkinlik göstermezler, gen susturumu işlevleri-
ni sterik engelleme aracılığıyla yaparlar(21,22).

ASO’ların hücre içine hedeflenmeleri

Çeşitli modifikasyonlarla bağlanma afiniteleri 
ve nükleazlara dirençleri artırılmış olsa da 
ASO’ların hücre içinde istenilen seviyelere ula-
şamadıkları belirlenmiştir. Çeşitli stratejiler ile 
bu zaaf giderilmeye çalışılmıştır. 

Mikroinjeksiyon ve elektroporasyon gibi meka-
nik yöntemlerin ASO’ların hücre içerisine alın-
masında kullanılabileceği düşünülmüş ve in-vitro 
koşullarda olumlu sonuçlar alınmıştır. Ancak bu 
yöntemlerin canlı sistemler üzerine uygulanabil-
mesi ve in-vivo araştırmaların yapılabilmesi pek 
olası görünmemektedir. Bu nedenle farklı alter-
natiflerin daha uygun olduğu düşünülmek-
tedir(23).

Membran penetran peptidler (“cell penetrating 
peptides”-CPP) ile konjuge edilmek suretiyle 
ASO’lar hücre içine hedeflenmiştir. Böylece 

Baz

Kilitli nüklek asit
(LNA)

O

O
O

O
P O

O

Şekil 4. “3. Kuşak ASO” yapıları.
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geçirgenlik ve etkide artış elde edilmeye çalışıl-
mıştır. CPP’ler 30 amino asitten kısa peptid 
zincirleridir. Bu moleküllerin kullanımında 
hedeflenecek molekül ile kimyasal konjugasyon 
yapılabileceği gibi, molekülle stabil bir komp-
leks oluşturarak da etkinlik sağlanabilir. 
Amfipatik özellikleri sayesinde membrandan 
geçiş özelliğine sahip moleküller olan bu peptid 
zincirlerinin membrandan geçiş mekanizmaları 
tam olarak aydınlatılamamış olmakla beraber, en 
sık tercih edilen yöntemlerden biridir. İlk olarak 
1998 yılında Good ve ark.(24) tarafından denenen 
peptid modelleri uygulanacak molekül ve bakte-
ri türüne göre değişiklik göstermektedir.

Veziküler taşıyıcı sistemler, uzun yıllardır ilaç 
taşıyıcı sistem olarak kullanılmaktadır. Bu sis-
temlerin ASO moleküllerinin hedeflenmesinde 
kullanılabileceği düşünülmüştür. Lipozomlar bu 
sistemlerin en bilinen örneklerinden biridir. 
Sferik lipit yapılar olan lipozomların boyutları 
mikrometre ile nanometre arasında değişkenlik 
gösterebilir. İstenilen pek çok farklı tipte mole-
külü hedef bölgeye metabolik yolaklardan etki-
lenmeden taşıyabilmesi, hücresel membranları 
taklit edebilir yapısı, biyolojik sistemlere uyum-
lu karakter göstermeleri gibi avantajları sayesin-
de ASO uygulamalarında çalışılmış yöntemler-
dendir(25).

Bir başka taşıyıcı sistem olan niozomlar, uzun 
yıllardır ilaç ve gen taşıyıcı sistem olarak kulla-
nılmakta olan lipozomlar ile kıyaslandığında 
lipozomların stabilite sorunları ve daha pahalı 
olması nedeniyle tercih edilmektedir(26). 
Niozomlar antineoplastik, antiviral, antibakteri-
yel, antiinflamatuvar ajanlar, kozmetik preperat-
lar, peptid- proteinler ve antisens oligonükleo-
tidler için taşıyıcı sistem olarak kullanılmıştır(27). 
Antisens oligonükleotidler sorbiton monoester 
ve polisorbat katyonik niozomları ile Cos-7 ve 
HeLa hücreleri içerisine etkin bir şekilde taşın-
mış ve istenen gen baskılanması başarıyla 
sağlanmıştır(28-31).

Antibakteriyel ASO’lar 

ASO’lar ile genlerin susturulması ve çeşitli pro-
teinlerin oluşumlarının engellenmesi sayesinde 
bu moleküllerin mikrobiyolojide etkenin eradi-
kasyonu için kullanılabileceği düşünülmüştür. 
Bu amaçla bakteri üreme ve gelişmesi için 
gerekli olan biyokimyasal yolaklardaki esansi-
yel genlerin inhibisyonu yapılarak, antibakteri-
yel etki gösterebilecek ASO molekülleri üzerine 
araştırmalar yapılmıştır(9).

Greenberg ve ark.(32) tarafından yapılan çalışma-
da, Burkholderia cepacia complex bakterisinde, 
açil taşıyıcı protein geni antisens hedef olarak 
belirlenmiş ve lipid biyosentezi için esansiyel 
proteini kodlayan bu genin antisens mekaniz-
mayla susturulmasıyla bakteri üremesi engellen-
meye çalışılmıştır. Kontrol amaçlı olarak hiçbir 
geni hedef almayan diziler kullanılmıştır. 
ASO’ların peptid konjugasyonu ile yapılan 
denemelerde MİK değerlerinde anlamlı sonuçlar 
elde edilmiştir. Ayrıca konjuge edilen peptidin 
de etkinlikte değişiklik yaratabileceği saptan-
mıştır.

2014 yılında çoklu ilaç direnci (ÇİD) gösteren 
Acinetobacter baumannii kökenlerinde 3. kuşak 
ASO olan PNA dizileri peptid ile konjuge edile-
rek kullanılmış ve DNA giraz A (gyrA) geni 
hedef alınmıştır. Çalışma sonucunda anti-gyrA 
PNA’ların gen ifadesini etkili şekilde inhibe etti-
ği ve bakterinin büyümesini engellediği tespit 
edilmiştir. Yine PNA yapısındaki antisens oligo-
nüleotitler kullanılarak yapılan bir başka çalış-
mada, Pseudomonas aeruginosa bakterisinde 
esansiyel genler hedef alınmıştır. Oldukça az 
konsantrasyonda bile bakterisidal etkinlik göste-
ren diziler tespit edilmiştir. mRNA ifadesindeki 
azalma düzeyleri ile veriler desteklenmiştir(33). 
Mellbye ve ark.(34) yaptığı bir başka çalışmada, 
ise katyonik karakter göstermesi sağlanan PMO 
molekülleri, CPP ile Escherichia coli üzerine 
hedeflenmiştir. Yapılan çalışma sonucunda acpP 
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geni hedefleyen diziler ile kontrol amaçlı olarak 
kullanılan ampisiline yakın MİK değerleri elde 
edilmiştir. Ayrıca dizilerin katyonik hâle getiril-
mesinin negatif yük karakteri gösteren RNA 
moleküllerine bağlanmayı artırabileceği de orta-
ya konmuştur.

Wang ve ark.(35) tarafından yapılmış, direnç 
mekanizmalarının gen susturma yöntemi ile 
araştırıldığı bir çalışmada, fosforotioat oligo-
nükleotidler, lipozomal formülasyon ile bakteri-
lere uygulanmış ve gen ifade düzeyleri molekü-
ler tekniklerle araştırılmıştır. Direnç sağlayan 
genin inhibisyonu başarıyla sağlanmış, kökenle-
rin daha önce direnç gösterdikleri antibiyotikle-
re karşı MİK değerlerinde anlamlı düşüşler sap-
tanmıştır. Meng ve ark.(36) yaptığı çalışmada, 
lipozom içerisinde taşınan fosforotioate oligo-
merleri ile mecA geni susturulmaya çalışılmıştır. 
Yüksek derecece korunmuş bir bölge olan ve 
metisilin direncinden sorumlu olan bu genin 
hedef alınmasıyla, izolatların beta laktam antibi-
yotiklere daha duyarlı hâle gelmesi, oksasilinle 
tamamen inhibe edilebilmesi sağlanmıştır.

ASO’ların esansiyel bakteriyel genlerin sustu-
rulması sayesinde antibakteriyel etkinliklerini 
araştıran ve ortaya koyan pek çok çalışma 
bulunmaktadır. Bununla beraber, farklı hastalık-
larda etkin olan proteinlerin inhibe edilmesini 
olası kılması, bu moleküllerin antiviral, immü-
nolojik hastalıklar ve kanser(37,38) gibi pek çok 
alanda etkinliklerini inceleyen çalışmaların orta-
ya çıkmasına katkıda bulunmuştur.

Sonuç

Antibiyotik direncini giderek arttığı günümüzde 
farklı alternatiflerin enfeksiyon tedavisindeki 
potansiyelleri pek çok araştırmacının ilgisini 
çekmektedir. Farklı mekanizmalar ile etki göste-
rebilmeleri nedeniyle antibiyotik direnç meka-
nizmalarından etkilenmeyen bu yöntemlerden 
birinin antisens antibakteriyel moleküller olaca-

ğı düşünülmektedir. Uygun genleri hedef alan, 
doğru yöntemlerle hücre içine aktarımı sağlanan 
ASO’ların bakterilerin üremesini inhibe eden, 
direnç genlerini susturmaya yönelik çalışmalar 
bulunmakla birlikte, enfeksiyon tedavisindeki 
potansiyellerini, farmakokinetik, farmakodina-
mik ve toksikolojik açıdan da değerlendirecek 
multidisipliner çalışmalara gereksinim olduğu 
düşünülmektedir. 
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