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OZET

Antisens tedavi stratejisi, cesitli genlerin protein olustur-
madan susturulmasit amaciyla oligodeoksiriboniikleotidle-
rin kullanilmasidir. Antisens mekanizma, hedef mRNA’ya
oligoniikleotid dizisinin Watsons-Crick baz eglesme yoluyla
baglanmasi sonucu gerceklesmektedir. Baglanmadan sonra
iki temel yolak, ilgili genin protein olusumunu engeller.
Bunlardan ilki, oligoniikleotidin baglandigi bolgede RNaz
H aracui degredasyon olusturmasidir. RNaz enzimi ile
par¢alanan gen dizisinden translasyon olast olmadig icin
protein olusumu engellenir. Ikincisi ise oligoniikleotidin
baglanarak ilgili gen bolgesini kapatmasiyla olusur.
Boylece ribozomun gen dizisini okumast sterik olarak
engellenir, posttranskripsiyonel islemler inhibe edilir ve
gen, tiriin olusturamaz.

Bu molekiillerin niikleazlardan korunmalart icin cesitli
modifikasyonlar yapilnuigtir. Bu modifikasyonlara gore
antisens oligoniikleoititler (ASO) kugaklara ayrilabilirler.
Modifikasyonlar ile niikleazlardan korunmalarina ragmen,
hiicre iglerine girigleri simrlidir. Bu kisithilig giderebilmek
amactyla konjuge peptidler ve lipid bazli tastyict sistemler
gibi cesitli yontemler kullanilmasi gerekmektedir.

Bakteri icin esansiyel olan genlerin inhibisyonuyla ASO
dizileri antibakteriyel olarak kullamlabilir. Ayrica direng
genlerini hedef alan diziler sayesinde bakteriler duyarli
hale getirilebilirler. Antibiyotik diren¢ mekanizmalarindan
etkilenmeyen antisens tedavi stratejisinin pek ¢ok bilim
insammn ilgisini ¢cekmektedir. Bu molekiillerin genel ozel-
likleri, ¢calisma prensipleri ve bakteri eradikasyonu ama-
ctyla kullanmmint iceren calismalar bu derlemede dzetlen-
mistir.

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

SUMMARY
Antisense Oligonucleotids and Antibacterial Use

The antisense treatment strategy is (o 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

GIRIS

Antibiyotikler ilk kesfedildigi tarihten gliniimii-
ze kadar gecen siirecte pek ¢ok insanin yagamini

kurtarmistir. Ancak bilinen bir gercek olarak
bakteriler bu molekiillere diren¢ kazanmaktadir.
Bu durum halk saglig1 acisindan biiyiik sorunlar
olusturmakta, bu siirecteki en biiyiik korku ise
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tim molekiillere direncli, tedavi edilemeyen
bakterilerin yaratacagi enfeksiyonlardir. Bu
durumun, antibiyotikler Oncesi devirlere geri
doniilmesine neden olabilecegi diisiiniilmek-
tedir”. Antibiyotiklere karsi gelisen direng, ilag
endiistrisindeki yeni sinif molekiillerin iiretim
hizinin diisiikliigiiyle beraber degerlendirildigin-
de, antibiyotikler disinda tedavi yontemlerinin
ve potansiyallerinin degerlendirilmesi gerektigi-
ni acik¢a ortaya koymaktadir®. Dolayisiyla
antibiyotikten farkli yolaklar iizerine etki gOste-
ren, diren¢ mekanizmalarindan etkilenmeyen
farkli yaklagimlar bu ¢ercevede incelenmektedir.
Bakteriyel genlerin susturulmast bu anlamda
one cikan seceneklerden biridir. Santral dogma
kavrami 1958 yilinda Francis Crick tarafindan
ortaya atilip, bilim diinyasi tarafindan kabul gor-
miistiir. Genotipik 6zellikten fenotipik 6zellige
kadar gecen siireci agiklayan bu kavram sayesin-
de DNA’dan RNA’ya ve son {iriin olan proteine
giden mekanizmalarin biitiiniiniin kesfedilmesi
genlere ait baz dizilimini, fonksiyonlarint acik-
lanabilir hale getirmistir®. Bu siirecte elde edi-
len veriler gen inhibisyonun temel prensiplerinin
olusturulmasina da yardimci olmustur.

Antisens mekanizma ve Antisens oligoniikleotid
cesitleri

Hastaliklarin ¢ogu zaman proteinlerin eksik
veya fazla tiretilmesiyle ortaya ¢iktig1 bilinen bir
gercektir. Ayn1 zamanda enfeksiyon etkeni olan
mikroorganizmalar da yine ¢esitli proteinler ara-
cilig1 ile enfeksiyon hastaligina yol agmaktadir.
Dolayisiyla santral dogma ile agiklanan basa-
maklarin bloke edilmesi hastalifa neden olan
proteinin olugsmasinin inhibisyonuna neden ola-
cagindan, hastaliklara veya hastalik etkenlerine
ait mekanizmalari bozulmasi beklenmektedir®.
1978 yilinda Stephenson ve Zamecnik® tarafin-
dan “Rous Sarcoma Virus” (RSV) ile yapilan
caligmalar bu anlamdaki ilk 6rneklerdendir. RSV
integrasyon genine oligoniikleotidler baglamak
suretiyle olusturulan caligmada, viral integras-
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yonun engellenebildigi tespit edilmistir. Bu ve
bunun gibi yaklagimlar ve ¢aligmalar araciliiy-
la ortaya cikmis olan antisens (gen susturumu,
“knock down”) tedavi yaklasimi genetik sifre
akisinin protein olugsmadan engellenmesidir. Bu
amacla ilgili gene ait mRNA dizisine Watsons-
Crick baz eslesmesi sistemiyle belirli uzunlukta
oligotikleotitler baglanmaktadir. Bu baglanma-
nin gerceklesmesi protein olusumunu ¢esitli
mekanizmalar araciligiyla inhibe etmektedir.
Bunlar Sekil 1°de goriildiigii tizere oligoniikleo-
tidin baglanmasiyla;

* Ribozomun mRNA’dan okuma yapmasinin
sterik olarak engellenmesi,

e Antisens oligoniikleotid (ASO) mRNA cift
iplikli melez yapisinin RNaz H enzimi araci-
lig1yla degredasyona ugramast,

e Dizilimdeki intron ve ekzonlarin islenme
mekanizmasinin (“splicing”) engellenmesi,

* Ribozomun okuma yapmasi i¢in diziyi tani-
yacag1 bolge olan 5’ cap olusumunun engel-
lenmesi seklinde agiklanabilir©.

Antisens tedavinin avantajlari:

e Uygun oligoniikleotidlerin sentezlenmesi
kisa siirer, ilgili gene ait DNA diziliminin
veya mRNA diziliminin bilinmesi yeterlidir.

e Molekiillerin hedefi tek boyutludur. Proteinle
etkilesimlerde proteinin ii¢ boyutlu yapisinin
da incelenmesi gerekir.

e Oligoniikleotid baglanmasi i¢in hidrojen bag-
lar1 yeterlidir, proteinlerde etkilesim icin
farkli bag kuvvetlerine de ihtiya¢ duyulur.

e Uygun sekilde hazirlanan ASO’lar istenilen
dokuya veya etkene hedeflenebilir”.

Modifiye edilmemis DNA veya RNA molekiil-
leri niikleaz ataklarina agiktir. Ayn1 zamanda
zayif farmakokinetik ozellikleri nedeniyle bu
sekilde kullanimlar kisitlt oldugu i¢in bu deza-
vantajlar1 gidermek amaciyla cesitli modifikas-
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Sekil 1. Antisens oligoniikleotidlerin etki mekanizmalar1®.
yonlar yapilmasi gerekmistir. Bu degisikliklerde - o Baz
ana hedef bolgeler fosfodiester bagi ve seker
halkasidir. Yapilan modifikasyonlar sonucu olu-
san antisens oligoniikleotidler 1., 2., ve 3. kusak
ASO olarak siniflandirtimigtir®?, 0 H
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Bu grup molekiiller fosforotioat Fosforotioat-DNA

(phosphorotihoate-PS) modifiye molekiiller ola-
rak datanimlanmaktadirlar (Sekil 2). Fosfodiester
baginda oksijen atomu siilfiir atomu ile degisti-
rilerek elde edilmislerdir"®. Yapilan bu modifi-
kasyon ile niikleazlara diren¢ 6zelligi kazandiri-
larak molekiil daha etkin hale getirilmistir. Bu
grup oligoniikleotidler RNaz H enzimini aktive
ederek baglandig1 dizide katlanmalara ve degre-
dasyona yol acarlar. Bununla birlikte, modifi-

Sekil 2. ““1. kusak ASO” ornegi olarak fosforotioat-DNA.

kasyon ASO-mRNA heterodupleksi, niikleotid
bagina 0.5°C erime derecesi degisikligine neden
olmaktadir. Bu 1s1 degisikligi molekiillerin afini-
telerinde azalmaya neden olabilmektedir. Yapilan
caligsmalarda bu gruba ait molekiillerde spesifik
olmayan baglanmalara rastlansa da en sik olarak
kullanilmig olan ASO tiirevi bu gruptur!!1?,
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Yirmi bir bazlik niikleotid dizisi igeren “fomivir-
sen” piyasa adiyla ruhsatlandirilmig ve klinik
kullanima girmis bir molekiildiir®.

2. Kusak ASO

Bu grupta niikleazlara direng ve mRNA baglan-
ma afinitesinde artig amactyla molekiiliin 2’ alkil
modifikasyonlar1 yapilmistir. 2” metil ve 2” metok-
sietil modifiye edilmis molekiiller en sik ¢alisilan
ikinci ASO grubudur (Sekil 3). Beklenen bir
sonuc¢ olarak yapilmig modifikasyonlar sonucu
molekiill RNaz H etkinligi tasimamaktadirlar.
Bunun iistesinden gelebilmek amaciyla melez
molekiiller tasarlanmistir. 5’ ve 3’ uclarinda 2’
alkil modifiye 4-5 bazlik, orta kisminda ise yakla-
stk 10 bazlik 1. jenerasyon ozelligi tagiyan mole-
kiillerin niikleaz diren¢ 6zelligi azalmadan RNaz
H aracili etki gostermesi saglanmigtird3-19,

-~ o Baz ~ 0 Baz
o}
0=1|>—0' CH, O=P—0~ 0~ CH,
o \\ o \\

2’-O-Metil RNA 2’-O-Metoksietil RNA

Sekil 3. “2. Kusak ASO” 6rnegi olarak 2’-O-Metil RNA ve
2’-O-metoksietil RNA.

3. Kusak ASO

Bu gruptaki molekiillerde afinite artirimi ve
niikleaz direncini saglayabilmek i¢in furanoz
halkasinda modifikasyonlar yapilmistir. Bu gru-
bun iiyelerinden peptid niikleik asitler (PNA)
fosfodiester belkemigi psodopeptid polimeriyle
yer degistirmistir (Sekil 3). Niikleazlardan etki-
lenmeyen, RNaz H etkinligi bulunmayan ancak
sterik engellemeyi etkin gsekilde yapabilen,
oldukga istikrarli molekiillerdir. Notr elektriksel
yiikleri nedeniyle molekiillerin negatif yiiklii
RNA molekiillerine baglanma sirasinda daha az
elektriksel itme kuvvetiyle karsilasmasi etkin-
likleri artirmigtir®?.
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Sekil 4. “3. Kusak ASO” yapilari.

Kilitli niikleik asitler (Locked nucleic acid-
LNA) bu kusagin bir bagka iiyesidir. Modifikas-
yonlar hedeflerine olan afiniteyi artirmig, niikle-
azlara diren¢ katmis ve olusan heterodupleks
yapiya termal stabilite kazandirmistir. Ancak bu
gruba ait molekiillerin de RNaz H aracili aktivi-
tesi bulunmamaktadir®2”. Fosforoamidat mor-
folino oligomerleri (PMO) bu kusaktaki diger
molekiillerden biridir. Notr elektrik yiikii aktivi-
teyi artirmistir. Bu oligomerler de RNaz H araci-
l1 etkinlik gdstermezler, gen susturumu iglevleri-
ni sterik engelleme araciligiyla yaparlar'2?.

ASO’larin hiicre icine hedeflenmeleri

Cesitli modifikasyonlarla baglanma afiniteleri
ve niikleazlara direncgleri artirilmis olsa da
ASO’larin hiicre icinde istenilen seviyelere ula-
samadiklar1 belirlenmistir. Cesitli stratejiler ile
bu zaaf giderilmeye ¢aligilmistir.

Mikroinjeksiyon ve elektroporasyon gibi meka-
nik yontemlerin ASO’larin hiicre icerisine alin-
masinda kullanilabilecegi diigiiniilmiig ve in-vitro
kosullarda olumlu sonuglar alinmigtir. Ancak bu
yontemlerin canli sistemler iizerine uygulanabil-
mesi ve in-vivo aragtirmalarin yapilabilmesi pek
olast goriinmemektedir. Bu nedenle farkli alter-
natiflerin daha uygun oldugu diisliniilmek-
tedir®.

Membran penetran peptidler (“cell penetrating
peptides”-CPP) ile konjuge edilmek suretiyle
ASO’lar hiicre i¢ine hedeflenmistir. Boylece
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gecirgenlik ve etkide artig elde edilmeye calisil-
mistir. CPP’ler 30 amino asitten kisa peptid
zincirleridir. Bu molekiillerin kullaniminda
hedeflenecek molekiil ile kimyasal konjugasyon
yapilabilecegi gibi, molekiille stabil bir komp-
leks olugturarak da etkinlik saglanabilir.
Amfipatik ozellikleri sayesinde membrandan
gecis Ozelligine sahip molekiiller olan bu peptid
zincirlerinin membrandan gecis mekanizmalari
tam olarak aydinlatilamamig olmakla beraber, en
sik tercih edilen yontemlerden biridir. Tlk olarak
1998 yilinda Good ve ark.?? tarafindan denenen
peptid modelleri uygulanacak molekiil ve bakte-
ri tiirline gore degisiklik gdstermektedir.

Vezikiiler tasiyict sistemler, uzun yillardir ilag
tastyict sistem olarak kullanilmaktadir. Bu sis-
temlerin ASO molekiillerinin hedeflenmesinde
kullanilabilecegi diigliniilmiistiir. Lipozomlar bu
sistemlerin en bilinen Orneklerinden biridir.
Sferik lipit yapilar olan lipozomlarin boyutlari
mikrometre ile nanometre arasinda degiskenlik
gosterebilir. Istenilen pek ¢ok farkli tipte mole-
kiilii hedef bolgeye metabolik yolaklardan etki-
lenmeden tasiyabilmesi, hiicresel membranlari
taklit edebilir yapisi, biyolojik sistemlere uyum-
Iu karakter gostermeleri gibi avantajlart sayesin-
de ASO uygulamalarinda ¢alisilmis yontemler-
dendir®,

Bir bagka tasiyici sistem olan niozomlar, uzun
yillardir ilag ve gen tasiyici sistem olarak kulla-
nilmakta olan lipozomlar ile kiyaslandiginda
lipozomlarin stabilite sorunlar1 ve daha pahali
olmast nedeniyle tercih edilmektedir®®.
Niozomlar antineoplastik, antiviral, antibakteri-
yel, antiinflamatuvar ajanlar, kozmetik preperat-
lar, peptid- proteinler ve antisens oligoniikleo-
tidler i¢in tastyict sistem olarak kullanilmigtir®?.
Antisens oligoniikleotidler sorbiton monoester
ve polisorbat katyonik niozomlar1 ile Cos-7 ve
HelLa hiicreleri icerisine etkin bir sekilde tasin-
mig ve istenen gen baskilanmasi bagariyla
saglanmigtir®s3D,

Antibakteriyel ASO’lar

ASO’lar ile genlerin susturulmasi ve gesitli pro-
teinlerin olusumlarinin engellenmesi sayesinde
bu molekiillerin mikrobiyolojide etkenin eradi-
kasyonu i¢in kullanilabilecegi diistiniilmiigtiir.
Bu amagla bakteri lireme ve gelismesi igin
gerekli olan biyokimyasal yolaklardaki esansi-
yel genlerin inhibisyonu yapilarak, antibakteri-
yel etki gosterebilecek ASO molekiilleri {izerine
aragtirmalar yapilmigtir®.

Greenberg ve ark.®? tarafindan yapilan ¢aligsma-
da, Burkholderia cepacia complex bakterisinde,
acil tasiyict protein geni antisens hedef olarak
belirlenmis ve lipid biyosentezi icin esansiyel
proteini kodlayan bu genin antisens mekaniz-
mayla susturulmasiyla bakteri iiremesi engellen-
meye calisilmistir. Kontrol amach olarak hicbir
geni hedef almayan diziler kullanilmistir.
ASO’larin peptid konjugasyonu ile yapilan
denemelerde MIK degerlerinde anlamli sonuglar
elde edilmistir. Ayrica konjuge edilen peptidin
de etkinlikte degisiklik yaratabilecegi saptan-
migtir.

2014 yilinda ¢oklu ila¢ direnci (CID) gosteren
Acinetobacter baumannii kokenlerinde 3. kugak
ASO olan PNA dizileri peptid ile konjuge edile-
rek kullanilmis ve DNA giraz A (gyrA) geni
hedef alinmistir. Calisma sonucunda anti-gyrA
PNA’larin gen ifadesini etkili sekilde inhibe etti-
§i ve bakterinin biiylimesini engelledigi tespit
edilmistir. Yine PNA yapisindaki antisens oligo-
niileotitler kullanilarak yapilan bir bagka calig-
mada, Pseudomonas aeruginosa bakterisinde
esansiyel genler hedef alinmistir. Olduk¢a az
konsantrasyonda bile bakterisidal etkinlik gdste-
ren diziler tespit edilmistir. mRNA ifadesindeki
azalma diizeyleri ile veriler desteklenmigtir®.
Mellbye ve ark.®? yaptig1 bir bagka ¢alismada,
ise katyonik karakter gostermesi saglanan PMO
molekiilleri, CPP ile Escherichia coli iizerine
hedeflenmistir. Yapilan ¢alisma sonucunda acpP
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geni hedefleyen diziler ile kontrol amagli olarak
kullanilan ampisiline yakin MIK degerleri elde
edilmistir. Ayrica dizilerin katyonik hale getiril-
mesinin negatif yiik karakteri gosteren RNA
molekiillerine baglanmay1 artirabilecegi de orta-
ya konmustur.

Wang ve ark.®® tarafindan yapilmig, direng
mekanizmalarinin gen susturma yontemi ile
arastirildigr bir calismada, fosforotioat oligo-
niikleotidler, lipozomal formiilasyon ile bakteri-
lere uygulanmis ve gen ifade diizeyleri molekii-
ler tekniklerle arastirllmistir. Direng saglayan
genin inhibisyonu basariyla saglanmis, kokenle-
rin daha once direng gosterdikleri antibiyotikle-
re karst MiK degerlerinde anlaml: diisiisler sap-
tanmustir. Meng ve ark.®® yaptidi ¢alismada,
lipozom igerisinde taginan fosforotioate oligo-
merleri ile mecA geni susturulmaya calisilmugtir.
Yiiksek derecece korunmus bir bolge olan ve
metisilin direncinden sorumlu olan bu genin
hedef alinmasiyla, izolatlarin beta laktam antibi-
yotiklere daha duyarli hale gelmesi, oksasilinle
tamamen inhibe edilebilmesi saglanmistir.

ASO’larin esansiyel bakteriyel genlerin sustu-
rulmas: sayesinde antibakteriyel etkinliklerini
aragtiran ve ortaya koyan pek c¢ok caligma
bulunmaktadir. Bununla beraber, farkli hastalik-
larda etkin olan proteinlerin inhibe edilmesini
olas1 kilmasi, bu molekiillerin antiviral, immii-
nolojik hastaliklar ve kanser®’=® gibi pek ¢cok
alanda etkinliklerini inceleyen ¢aligmalarin orta-
ya ¢cikmasina katkida bulunmustur.

Sonuc¢

Antibiyotik direncini giderek arttig1 giiniimiizde
farkli alternatiflerin enfeksiyon tedavisindeki
potansiyelleri pek cok arastirmacinin ilgisini
cekmektedir. Farkli mekanizmalar ile etki goste-
rebilmeleri nedeniyle antibiyotik diren¢ meka-
nizmalarindan etkilenmeyen bu yontemlerden
birinin antisens antibakteriyel molekiiller olaca-

56

Tiirk Mikrobiyol Cem Derg 46(2):51-57, 2016

&1 diisiiniilmektedir. Uygun genleri hedef alan,
dogru yontemlerle hiicre icine aktarimi saglanan
ASO’larin bakterilerin iiremesini inhibe eden,
diren¢ genlerini susturmaya yonelik c¢aligmalar
bulunmakla birlikte, enfeksiyon tedavisindeki
potansiyellerini, farmakokinetik, farmakodina-
mik ve toksikolojik acidan da degerlendirecek
multidisipliner ¢aligmalara gereksinim oldugu
diistintilmektedir.
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