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RNA Interferans ve
Giincel Klinik Uygulamalari

RNA Interference and
Current Clinical Applications: Review

OZET Modern biyolojinin teknolojik devrimlerden birisi olan RNA interferans (RNAi), hem ¢kar-
yotlarda gen fonksiyonlarinin analizinde 6nemli bir arag haline gelmis hem de terapétik olarak gen
susturulmas: ¢aligmalarinda umut vaad ederek sik¢a kullanilir olmugtur. Hemen hemen tiim 6kar-
yot organizmalarda tanimlanan bu mekanizmanin 6nemi, 2006 Nobel T1p 6diiliiniin RNA interfe-
rans mekanizmasini kesifleri ile Craig Mello ve Andrew Fire'a verilmesi ile vurgulanmigtir. Hem
mikroRNA'lar hem de siRNA'lar islenmek ve fonksiyonel olmak i¢in RNAi yolagin1 kullanmakta-
dir, boylece nihai hedef olan mRNA proteine ¢evrilememekte ve gen sessizlestirilmektedir. Son 15
yi1lda RNAi mekanizmasi, hiicre i¢indeki isleyisi, stabil siRNA i¢in modifikasyonlar ve nanotagsiyici
sistemler ile ilgili deneyim ve bilgi birikimi sonucu, siRNA terapétikleri 6zellikle baska ilag uygu-
lanamayan bazi kanser ve diger hastalik gruplarinin tedavisi i¢in umut veren molekiiller olarak kar-
stmiza ¢ikmaktadir. Amerikan Ulusal Saglik Orgiitii'niin kayith verilerine gére bugiin itibariyle
onlarca RNAIi bazli ilacin faz ¢aligmalar1 devam etmektedir. Mevcut klinik ¢aligmalar kanser, en-
feksiyon hastaliklari, okiiler hastaliklar, kardiyovaskiiler ve metabolik hastaliklar, genetik hasta-
liklar ve diger baz1 hastaliklar iizerinde yogunlagmistir. Bu hastaliklarda belirlenen hedef genlere
ozgii ilaglar, 6zel tasima sistemleriyle hastalara uygulanarak, ilacin hedef dokuya en yiiksek verimle
ulagmas1 ve optimal etkinliginin saglanmas1 amaglanmistir. Sonug olarak RNAi temelli ilaglar, giin-
cel klinik uygulamalar aktif olarak devam eden ve yakin gelecekte rutin olarak kullanilmas: bek-
lenen etkin bir tedavi yontemi olacaktir. Bu derlemede siRNA terapotikleri ile gerceklestirilen
mevcut klinik faz ¢caligmalarinin bir kismi 6zetlenmektedir.

Anahtar Kelimeler: RNA interferans; RNA;terapétik tedavide kullanim

ABSTRACT RNA interference (RNAi), which is one of the technological breakthroughs of modern
biology not only became an important tool for gene function analysis in eucaryotes, but also being
used as a promising technology for therapeutic gene silencing studies. The importance of this mech-
anism, which was described in almost all eukaryotic organisms, is reflected by the fact that the 2006
Nobel prize for medicine was awarded for the discovery of RNA interference by Craig Mello and
Andrew Fire. Both microRNAs and siRNAs use RNAi machinery in order to be processed and being
functional resulting in gene silencing via degraded or translationally repressed mRNA and no pro-
tein synthesis. During the last 15 years, a greater understanding of RNAi mechanism, the intracel-
lular actioning, modifications for stable siRNAs and nanocarrier systems for delivery, presents
siRNA therapeutics as an attractive newclass of therapeutics, especially against undruggable tar-
gets for the treatment of cancer and other diseases. According to American National Health Insti-
tute, there are many ongoing clinical trials with RNAi drugs. Current clinical studies are focused
on developing therapies for the treatment of cancer, infection diseases, ocular conditions, cardio-
vascular and metabolic diseases, genetic diseases and a few other diseases. The drugs for the disease
genes are designed in a way to reach to spesific tissue with high yield using carrier systems in order
to achieve optimal efficiency. Thus, RNAi based drugs are expected to be an effective therapy sys-
tem in near future, with ongoing active clinical applications. In this review, some of the ongoing
clinical phase studies with siRNA therapeutics are summarized.

Key Words: RNA interference; RNA, small interfering; therapeutic use
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+ nterferans kelimesi biyoloji ve tipta farkli alan-
Ilarda kullanima sahiptir. Temel olarak etkile-
sim, girisim, miidahale anlamina gelmektedir.
RNA Interferans (RNA Interference; RNAi) feno-
meninde ise kii¢iik ¢ift zincirli RNA’lar yardimiyla
cogunlukla hedef mRNAlarin ifadeleri baskilan-
maktadir. 1990’11 yillarda tanimlanmaya baslamig
olan RNAi teknolojisi, insan genom projesinin ¢1k-
tilariyla da birlegince, gliniimiize degin basta mole-
kiiler biyoloji olmak iizere bir¢ok temel ve
uygulamali bilimlerde kullanilan 6nemli bir arag
konumuna gelmistir. Bu derlemenin amaci; RNAi
teknolojisinin kesfi ve sonrasindaki gelisim siire-
cini ele alip, klinik uygulamalarini en giincel veri-

lerle aktarmaktir.
JJ NOBEL ODULLU MEKANIZMA RNAI

KESFi VE GELISIMI
RNAi ile ilgili ilk 6nemli bulgular bitkiler iizerinde
gozlenmistir. 1990 yilinda Napoli ve ark. Petunia
bitkisinde, pigment olusturan genlerin ekstra kop-
yalarini kullanarak transgenik bitkiler olusturmus-
lardir. Aragtirmacilar ¢aligmalar: sonucunda daha
canli ve parlak renkte cicekler beklerken, bazi bit-
kiler beyaz ve alacali renk vermistir. Bu olayda bit-
kilere pigment olusturmasi icin verilen kalkon
sentaz (Chalcone synthase; CHS) enzimi baskilan-
mis ve bunun sonucunda renk degisikligi gozlen-
migtir.! Tarihte transkripsiyon sonras: gen susturma
ilk kez bu ¢aligma ile kayitlara ge¢mistir. Daha
sonra 1995 yilinda bir bagka ¢alisma Caenorhabdi-
tis elegans tizerinde gerceklestirilmistir. Guo ve
Kemphues bazi endojenik genlere 6zgii RNA’larin
anlamsiz (antisens) zincirini kurtlara enjekte ede-
rek, bu zincirlerin C.elegans genomunda hedef
genlerle hibridize olup, translasyonu bloke etme-
sini amaglamiglardir. Ayni ¢calismada negatif kont-
rol amach bagka bir grup hayvana da ayn1 RNA’nin
anlaml (sens) zinciri enjekte edilmigtir. Elde ettik-
leri sonuglarda ilging bir sekilde anlaml zincirin,
anlamsiz zincir kadar etkili oldugunu goézlemle-
miglerdir.?

1998 yilinda ise Fire ve ark. C. elegans iize-
rinde RNA’nin anlamh ve anlamsiz dizilerinin bir-
likte ayn1 hayvana yapilan enjeksiyonunda, etkinin
tek bir zincire gore en az 10 kattan 100 kata kadar

daha yiiksek oldugunu tespit etmislerdir.> Bu ¢a-
lisma cift zincirli RNA molekiillerinin bir¢ok orga-
nizmada kullanilabileceginin 6nciisii olmus ve bu
teknolojinin gelisimi i¢in ¢ok 6nemli bir zemin ha-
zirlamistir. Kesiflerinden otiirii Andrew Fire ve
Craig Mello 2006 yilinda Nobel Fizyoloji ve Tip
Odiilii'ne layik goriilmiislerdir.*

Bu tarihten sonra RNAi mekanizmasini ¢6z-
mek ve bunu aktif bir ara¢ olarak kullanmak icin
bircok caligma yapilmistir. 1999 yilinda Hamilton
ve Baulcombe bitkilere sadece c¢ift zincirli RNA ve-
rildiginde 25 baz ciftlik RNA tiirevlerinin olustu-
gunu rapor etmiglerdir.> 2000 yilinda ise Zamore ve
ark. Drosophila hiicre ekstraktlarinda cift zincirli
RNA’lar1 olusturan 21-23 baz ciftlik kiiciik RNA
parcalar1 gozlemlemislerdir. Bu olusumun Dicer
adli enzim tarafindan yapildigini bulmusglardir.®
Aym yil icerisinde Hammond ve ark. bu kii¢iik
RNA’larin riboniikleazlar ile iligkilerini kegfetmis,
RNA ve ribontikleaz bilesenine ise RNA-indiiklen-
mis susturma kompleksi (RNA-induced silencing
complex; RISC) adin1 vermislerdir.” 2001 yilinda
Bernstein ve ark. Dicer enzimini Drosophila’dan
klonlamay1 bagarmis ve bu ¢aligmalar ile sentetik
olarak iiretilecek RNA’larin insan hiicrelerine gon-
derilerek, genom ebadinda aragtirmalarin baglama-
sin1 saglamiglardir.®

1990 yilindan 2001 yilina kadar yapilan ¢alis-
malarda RNAi mekanizmas: daha iyi anlagilmig ve
bu mekanizmada gorevli yapitaslar1 ortaya ¢ikaril-
mugtir. {lgili enzimlerin laboratuvar ortaminda iire-
tilir hale gelmesinin ardindan, sentetik siRNA
(kiiciik inhibe edici RNA) ve miRNA (mik-
roRNA)larin memeli hiicre kiiltiirlerinde kullani-
larak hedefe 6zgiil spesifik genlerin baskilanmasina
yonelik caligmalar basariyla gerceklestirilmistir.

I RNAi MEKANIZMASI VE BIYOGENEZ|

RNAI, hiicre i¢inde sitoplazmada gerceklesen ve
RISC kompleksi tarafindan diizenlenen bir gen sus-
turma siirecidir. Bu mekanizma sayesinde 2 tip ve
bagimsiz ¢ift zincirli kiicitk RNA molekiili iglen-
mekte ve hedeflerine yonelik etki gostermektedir.
Birincisi endojen veya ekzojen kaynakli olabilen,
genellikle 21-23 baz uzunlugunda ve mRNAnin
parcalanmasini saglayan siRNA’lardir. Ikincisi ise
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endojen kaynakl olup, genellikle 22 baz uzunlu-
gunda olan ve translasyon asamasini baskilayan
miRNA’lardir.%12

RNAi mekanizmasinin ilk adimi, hiicre sitop
lazmasinda uzun ift zincirli RNA’nin Dicer enzimi
tarafindan 20-25 bazlik kii¢itk RNA’lara parcalan-
masidir. Endoribontikleaz bir molekiil olan Dicer,
RNaz III (RNase III, Ribonuclease III) enzim aile-
sinin iiyesidir. Dicer tarafindan islenen kiigiik RNA
parcalari siRNA olarak adlandirilmaktadir. miRNA
biyogenezi sirasindaki farklilik ise; Dicer enzimi-

miRNA Yolag:

Drosha

Exportin

nin uzun gift zincirli RNA yerine, hiicre ¢ekirde-
ginde pri-miRNA formundan pre-miRNA formuna
dontigerek sitoplazmaya transfer olan bu olgunlas-
mamis miRNA’y1 yine 20-25 bazlik kiiciik ¢ift zin-
cirli RNA’lara dontistiirmesidir. Bu ilk asamadan
sonra RNAi mekanizmasi siRNA ve miRNA yolak-
lar1 i¢in benzer basamaklarla ilerlemektedir (Sekil
1)'12—16

RNAi mekanizmasinin ikinci adima ise, Dicer
enziminin iglemesiyle olgun hale gelen siRNA
veya miRNA’nin RISC kompleksine aktarilmasidir.

$EKiL 1: Okaryot hiicrelerde RNA interferans siireci. miRNA ve siRNA yolaklari ortak protein kompleksleri ile kiigiik RNA'lari iglemektedir. Uzun 8nciil miRNA
(pri-miRNA) ¢ekirdekte Drosha tarafindan kesildikten sonra pre-miRNA olarak sitoplazmaya transfer edilir. Pre-miRNA tipki siRNA'lar gibi sitoplazmada Dicer
tarafindan daha kiigtik cift zincirli RNA parcalarina ayrilir. Bu kiigiik cift zincirli RNA'lar AGO2-RISC kompleksi tarafindan baglanir ve uygun zincir hedef mesajci
RNA'ya ydnlendirilir ve siRNA veya miRNA olusuna gére mRNA yikimi veya translasyonel baskilama gergeklesir.'

(Sekil, 13 numarali referansin sorumlu yazarindan izin alinarak revize edilmistir).
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siRNA ve miRNA’larin yapisal karakteristik 6zel-
likleri RISC kompleksine baglanmalar: agisindan
onemlidir."”'® Bu yapilarin RISC kompleksine bag-
lanmalari i¢in bir diger 6nemli faktér de Argonat
(Argonaute) proteinleridir. Bu proteinler hem
mRNA yikimi i¢in hassas bir katalitik bolge teskil
ederken, ayni zamanda substrat seciminde gorev-
lidirler.?*?° RISC kompleksine baglanan siRNA
veya miRNA‘lar, komplementeri olduklar: hedef
mRNA’ya baglanip mRNA'nin yikilmasini veya
translasyonel olarak baskilanmasini saglarlar. Bu
noktada siRNA’lar mRNA’ya mitkemmel komple-
menterite ile baglandiklarindan, hedef mRNA’y1
tamamen yikarak genin ifadesinin susturulmasini

saglarlar.?!
I RNAi TEKNOLOJiSiNjN GUNCEL KLINIK
UYGULAMALARINA ORNEKLER
RNAI teknolojisinin kegfedilmesi ve hemen sonra-
sinda hedefe 6zgii siRNA ve miRNA dizilerinin
sentetik olarak elde edilebilmesi temel bilim ¢alig-
malarinda farkl bir pencere agmigtir. Bu araglar ile
oncelikle fonksiyonel analizler yapilmis, bu analiz-
ler sonucunda genlerin molekiiler seviyedeki etki
mekanizmalar1 6grenilebilmigtir.”>** RNAi temelli
caligmalarin multidisipliner olarak kullanilmasi, bu
teknolojinin gelisimi ve kullamilabilirligini iist se-
viyelere ¢ikarmigtir.

RNAi teknolojisinin sagladig: en 6nemli fay-
dalardan biri de hastaliklara terapoétik yaklagimla-
bu
teknolojinin klinikte kullanimi i¢in de ¢aligmalar

rin  gelistirilmesi  olmustur. Bdylece,

baglatilmastir.

RNAI, tedavi amagli olarak ilk kez kronik mi-
yeloid 16semi hastaliginda kullanilmigtir. 22. kro-
mozomda meydana gelen bir translokasyon sonucu
normalden fazla aktive olan Bcr-Abl proteini
siRNA yardimiyla baskilanarak tedavi yoluna gi-
dilmigtir.?*

flerleyen siirecte RNAi uygulamalar1 basta
kanser molekiiler biyolojisi ve temel onkoloji ¢alig-
malarinda olmak {izere, géz hastaliklarinda, dahili
sistem hastaliklarinda, HIV, hepatit gibi enfeksiyon
hastaliklarinda ve genetik hastaliklarda test edil-

mistir.2%

Yapilan ¢alismalarda elde edilen pozitif bulgu-
larin ardindan RNAi temelli terapoétiklerle klinik
faz caligmalar: baglatilmigtir. 2004 yilinda Acuity
Pharmaceuticals isimli sirket yasa bagli makula de-
jenerasyonu hastaligina 6zgii siRNA ilaci i¢in bi-
rinci faz klinik denemelerini baglatmigstir.®® flag
gelistirme siirecindeki faz ¢aligmalar: 4 ana evreye
ayrilmaktadir. Bu basamaklarin amaclari ise faz I'de
glivenilirlik aragtirmalar, faz II'de etkinlik ve gii-
venilirlik, faz III’te etkinligin kanitlanmasi ve yan
etkilerin belirlenmesi, faz [V’te ise uzun siireli gii-

venilirlik verilerinin toplanmasidir.®!3?

Gintimiiz itibariyle (Aralik 2015), farkl has-
talik gruplarinda biiyiik cogunlugu siRNA olmak
iizere, siRNA ve miRNA terapotikleri i¢in klinik
faz galismalar1 devam etmektedir. Programlar hak-
kindaki tiim gelismeler Amerika Birlesik Devletleri
Ulusal Saglik Enstitiisti'ne bagli www.clinicaltri-
als.gov adresinde yayinlanmaktadir ve siRNA faz
klinik ¢aligmalar1 hakkindaki detayl veriler giin-
cellenerek 6zetlenmistir (Tablo 1).3* Mevcut faz ca-
ligsmalar1 kanser, enfeksiyon hastaliklari, okiiler
hastaliklar, kardiyovaskiiler ve metabolik hastalik-
lar, genetik hastaliklar ve diger hastaliklar seklinde
gruplandirilmistir. Her bir ilag i¢in hedeflenen gen,
mevcut faz durumu, ilaci verme yolu, hedef dokuya
ulagtirma sistemi ve klinik ¢aligma (trial ID) nu
maras1 yer almaktadir (Tablo 1). Bu numara ile cli-
nicaltrials.gov adresinden istenilen ¢aligmaya ait
tim veriler goriintiilenebilmektedir.

miRNA aracili klinik faz caligmalarinin ilki
2013 yilinda baglamigtir. Mirna Therapeutics isimli
sirketin, primer karaciger kanseri ve metastaz ile
ilgili miR-34a odakli caligmas1 faz I evresinde
devam etmektedir (Isim: MRX34, Trial ID:
NCTO01829971). Bir diger ¢aligma ise 2015 yilinin
baslarinda Sydney Universitesi‘nde baglatilmigtir.
miR-16 mimik kullanarak malign plevral mezotel-
yoma ve kiiciik-hiicreli olmayan akciger kanseri
tizerine ¢aligmalar faz I evresinde devam etmekte-
dir (Isim: TargomiRs, Trial ID: NCT02369198).3

2004 y1lindan giintimiize kadarki siirecte, yak-
lasik 30 farkli siRNA ve 2 farkli miRNA ilacin kli-
nik faz caligmalar1 gerceklestirilmistir. Farkl
hastalik gruplar tizerinde devam eden klinik calig-
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malarin dagilimi incelendiginde, en biiyiik pay1
%31 ile kanser hastalig1 {izerindeki ¢aligmalar al-
maktadir. Bunu siras: ile goz hastaliklar1 (%21) ve
genetik hastaliklar (%21), enfeksiyon hastaliklar
(%10), kardiyovaskiiler/metabolik hastaliklar
(%10) ve diger hastaliklar (%7) takip etmektedir.*
RNAIi teknolojisinin kullanigli, uygulanabilir ve
pratik olusu, bu kadar farkli hastaliklarda uygula-
nabilmesine imkan saglamistir. siRNA terapoétikleri
ozellikle bagka ila¢ uygulanamayan bazi kanser ve
diger hastalik gruplari i¢in umut veren molekiiller
olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Ancak siRNA tera-
potiklerinin uygulamasinda pek ¢ok zorlukla kar-
silagilabilinmektedir; siRNA’lar hizla yikilabilirler
ya da hedef organa/hiicre i¢ine taginim beklenen
etkinlikte gerceklesmeyebilir, ayrica hedef mRNA
dis1 baglanmalar meydana ¢ikabilir.® Literatiirde
“off-target effects” olarak gecen hedef dis1 baglan-
malar; spesifik bir hedefe 6zgiil tasarlanan siRNA
dizisinin farkli bir mRNA’ya baglanmas: ve hedef-
lenmeyen genin ifadesinin baskilanmasidir. Hedef
dis1 baglanmalarin oniine gegebilmek icin, siRNA
tasarimlarinin dogru ve kontrolli yapilmas: ve uy-
gulama esnasinda uygun doz-zaman araliginin da
en optimal diizeyde secilmesi gereklidir.* Son za-
manlarda kullanimi yayginlasan ve yiiksek verimde
calisan ‘siRNA havuz’larinin da hedefe spesifik bag-
lanma konusunda bagarili oldugu bildirilmigtir.®

Tedavide hedef dokuya, dogru bir sekilde ula-
san siRNA’'nin verimlilik diizeyi de 6nemli kriter-
lerin arasinda gelmektedir. In vitro ortamda bile,
ozellikle primer hiicre kiltiirii caligmalarinda sus-
turma verimi diisiik olabilmektedir. Bu agamadaki
basari, siRNA molekiiliiniin hiicre icine ne kadar
efektif girebildigi ile dogru orantilidir ve bu du-
rumda verim de o kadar yiiksek olacaktir. Bunun
i¢in de oncelikle dogru tasarimdan emin olunmal
ve etkin bir gonderim/taginim yontemi belirlen-

melidir.30-38

siRNA hedef dokuya yo6nlendirildiginde pek
¢ok agsamada farkl zorluklarla kargilagilabilinmek-
tedir. Bu zorluklardan baglicas1 siRNA molekiilii-
niin degradasyonu ile birlikte yari Omriiniin
azalmasidir. Bu bakimdan terapotik siRNA’larin

niikleaz degradasyonundan etkilenmeden hedef
dokuya ulagmasi i¢in gesitli kimyasal modifikas-
yonlar uygulanmaktadir.!®¥ Etkili bir gonderim
yontemi, hem siRNA dizilerini niikleaz aktivite-
sinden korumali hem de siRNA tizerinde kimyasal
modifikasyonlara duyulan ihtiyaci azaltmalidir.
Mevcut klinik faz ¢aligmalarinda kullanilan lipit,
polimer ve lipozomal temelli nanopartikiiller ve
ciplak siRNA seklinde gonderim yontemleri bu-
lunmaktadir (Tablo 1). Bunlarin kullanimi hedef
dokunun lokalizasyonu ve hastaligin patogenezine
gore degisiklik gosterebilmektedir. Bu ayni za-
manda klinik siirecin dizaynina da baglidir.
siRNA temelli tedavideki en biiyiik zorluklardan
birisi sistemik taginimla hedefe ulagim oldugundan,
son yillarda siRNAlarin kimyasal modifikasyonu,
biyoaktif molekiillere siRNA konjugasyonu ve ta-
simim formulasyonlar ile ilgili caligmalar yogun se-

kilde devam etmektedir.4%

RNAIi temelli tedavi yontemlerinde immiin
cevap ve toksisite de bir bagka problemdir. RNAi
mekanizmasi, viicudu istenmeyen patojenlerden
korumak i¢in yer alan dogustan bir immiin cevap
sistemidir. siRNA’lar1 tedavi amaclh kullanirken ise
organizmanin herhangi bir immiin yanit olugtur-
mamasi gereklidir. Ayrica kullanilan siRNA’larin

viicutta toksik etki yaratmamasi da sarttir.'4

[l SONUC

RNAI teknolojisi son on bes yi1lda molekiiler biyo-
lojinin en degerli araglarindan biri haline gelmis,
bugiin ise bir¢ok alanda uygulamas: devam etmekte
olan bir yontem olmustur. Bu derlemede de RNAi
teknolojisinin gesitli hastaliklardaki terapotik kul-
lanim igin gelistirilen klinik uygulamalar en giin-
cel verilerle 6zetlenmis, ayni1 zamanda uygulamalar
esnasinda kargilasilabilinecek zorluklara deginil-
mistir. siRNA terapétikleri kullanilarak basta kan-
ser olmak iizere bir¢ok hastalik grubunda tani ve
tedaviye yonelik caligmalar devam etmektedir. Ya-
pilan klinik faz ¢aligmalarinin sayis1 her gegen yil
artmakla birlikte yakin gelecekte RNAI ilaglarinin
klinikte rutin olarak kullanilmasi hedeflenmekte-
dir.

Turkiye Klinikleri ] Med Sci 2016;36(1)

59



Bender ve ark.

T1bbi Biyoloji

10.

11.

12.

13.

14,

15.

16.

Napoli C, Lemieux C, Jorgensen R. Introduc-
tion of a chimeric chalcone synthase gene into
petunia results in reversible co-suppression of
homologous genes in trans. Plant Cell
1990;2(4):279-89.

Guo S, Kemphues KJ. Par-1, a gene required
for establishing polarity in C. elegans embryos,
encodes a putative Ser/Thr kinase that is asym-
metrically distributed. Cell 1995; 81(4):611-20.

Fire A, Xu S, Montgomery MK, Kostas SA,
Driver SE, Mello CC. Potent and specific ge-
netic interference by double-stranded RNA in
Caenorhabditis elegans. Nature 1998;391
(6669):806-11.

Mello CC. Return to the RNAi world: rethinking
gene expression and evolution (Nobel Lec-
ture). Angew Chem Int Ed Engl 2007;
46(37):6985-94.

Hamilton AJ, Baulcombe DC. A species of
small antisense RNA in posttranscriptional
gene silencing in plants. Science 1999;
286(5441):950-2.

Zamore PD, Tuschl T, Sharp PA, Bartel DP.
RNAi: double-stranded RNA directs the ATP-
dependent cleavage of mRNA at 21 to 23 nu-
cleotide intervals. Cell 2000;101(1):25-33.

Hammond SM, Bernstein E, Beach D, Hannon
GJ. An RNA-directed nuclease mediates post-
transcriptional gene silencing in Drosophila
cells. Nature 2000;404(6775):293-6.

Bernstein E, Caudy AA, Hammond SM, Han-
non GJ. Role for a bidentate ribonuclease in
the initiation step of RNA interference. Nature
2001;409(6818):363-6.

Zamore PD. RNA interference: big applause
for silencing in Stockholm. Cell 2006;127(6):
1083-6.

Hannon GJ. RNA interference. Nature 2002;
418(6894):244-51.

Zamore PD. RNA interference: listening to the
sound of silence. Nat Struct Biol 2001;
8(9):746-50.

CaiY, YuX,HuS, YuJ. A brief review on the
mechanisms of miRNA regulation. Genomics
Proteomics Bioinformatics 2009;7(4):147-54.

Ozcan G, Ozpolat B, Coleman RL, Sood AK,
Lopez-Berestein G. Preclinical and clinical de-
velopment of siRNA-based therapeutics. Adv
Drug Deliv Rev 2015;87:108-19.

Tomari Y, Zamore PD. Perspective: machines
for RNAi. Genes Dev 2005;19(5):517-29.

Ketting RF, Fischer SE, Bernstein E, Sijen T,
Hannon GJ, Plasterk RH. Dicer functions in
RNA interference and in synthesis of small
RNA involved in developmental timing in C. el-
egans. Genes Dev 2001;15(20):2654-9.

Kim DH, Behlke MA, Rose SD, Chang MS,
Choi S, Rossi JJ. Synthetic dsRNA Dicer sub-

20.

21.

22.

23.

24.

25.

26.

27.

28.

29.

30.

31.

32.

33.

I KAYNAKLAR

strates enhance RNAi potency and efficacy.
Nat Biotechnol 2005;23(2):222-6.

. Preall JB, Sontheimer EJ. RNAi: RISC gets

loaded. Cell 2005;123(4):543-5.

. Filipowicz W. RNAI: the nuts and bolts of the

RISC machine. Cell 2005;122(1):17-20.

. Hutvagner G, Simard MJ. Argonaute proteins:

key players in RNA silencing. Nat Rev Mol Cell
Biol 2008;9(1):22-32.

Rand TA, Petersen S, Du F, Wang X. Arg-
onaute2 cleaves the anti-guide strand of SIRNA
during RISC activation. Cell 2005; 123(4):621-9.

Agrawal N, Dasaradhi PV, Mohmmed A, Malho-
tra P, Bhatnagar RK, Mukherjee SK. RNA inter-
ference: biology, mechanism, and applications.
Microbiol Mol Biol Rev 2003; 67(4):657-85.

Elbashir SM, Harborth J, Weber K, Tuschl T.
Analysis of gene function in somatic mam-
malian cells using small interfering RNAs.
Methods 2002;26(2):199-213.

Kim JK, Gabel HW, Kamath RS, Tewari M,
Pasquinelli A, Rual JF, et al. Functional ge-
nomic analysis of RNA interference in C. ele-
gans. Science 2005;308(5725):1164-7.

Scherr M, Battmer K, Winkler T, Heidenreich
O, Ganser A, Eder M. Specific inhibition of ber-
abl gene expression by small interfering RNA.
Blood 2003;101(4):1566-9.

Kumar P, Ban HS, Kim SS, Wu H, Pearson T,
Greiner DL, et al. T cell-specific siRNA deliv-
ery suppresses HIV-1 infection in humanized
mice. Cell 2008;134(4):577-86.

Pai SI, Lin YY, Macaes B, Meneshian A, Hung
CF, Wu TC. Prospects of RNA interference ther-
apy for cancer. Gene Ther 2006;13(6): 464-77.

Campochiaro PA. Potential applications for
RNAi to probe pathogenesis and develop new
treatments for ocular disorders. Gene Ther
2006;13(6):559-62.

Kim DH, Rossi JJ. Strategies for silencing
human disease using RNA interference. Nat
Rev Genet 2007;8(3):173-84.

Devi GR. siRNA-based approaches in cancer
therapy. Cancer Gene Ther 2006;13(9):819-29.

de Fougerolles A, Vornlocher HP, Maraganore
J, Lieberman J. Interfering with disease: a
progress report on siRNA-based therapeutics.
Nat Rev Drug Discov 2007;6(6):443-53.

DiMasi JA. The value of improving the pro-
ductivity of the drug development process:
faster times and better decisions. Pharma-
coeconomics 2002;20(Suppl 3):1-10.

iskit AB. [Clinical drug research]. Hacettepe
Tip Dergisi 2006;37:78-83.

Lam JK, Chow MY, Zhang Y, Leung SW. siRNA
versus miRNA as therapeutics for gene silenc-
ing. Mol Ther Nucleic Acids 2015;4:6252.

Turkiye Klinikleri ] Med Sci 2016;36(1)
60

34.

35.

36.

37.

38.

39.

40.

41

42.

43.

44,

45,

46.

Jackson AL, Linsley PS. Recognizing and
avoiding siRNA off-target effects for target
identification and therapeutic application. Nat
Rev Drug Discov 2010;9(1):57-67.

Hannus M, Beitzinger M, Engelmann JC, We-
ickert MT, Spang R, Hannus S, et al. siPools:
highly complex but accurately defined siRNA
pools eliminate off-target effects. Nucleic
Acids Res 2014;42(12):8049-61.

Luo KQ, Chang DC. The gene-silencing efficiency
of siRNA is strongly dependent on the local struc-
ture of mRNA at the targeted region. Biochem
Biophys Res Commun 2004;318(1):303-10.

Li W, Cha L. Predicting siRNA efficiency. Cell
Mol Life Sci 2007;64(14):1785-92.

Reynolds A, Leake D, Boese Q, Scaringe S,
Marshall WS, Khvorova A. Rational siRNA de-
sign for RNA interference. Nat Biotechnol
2004;22(3):326-30.

Whitehead KA, Langer R, Anderson DG.
Knocking down barriers: advances in siRNA
delivery. Nat Rev Drug Discov 2009;8(2):129-
38.

Roberts TC, Ezzat K, EI Andaloussi S, Wein-
berg MS. Synthetic siRNA delivery: progress
and prospects. Methods Mol Biol
2016;1364:291-310.

Singh Y, Tomar S, Khan S, Meher JG, Pawar
VK, Raval K, et al. Bridging small interfering
RNA with giant therapeutic outcomes using
nanometric liposomes. J Control Release
2015;220(Pt A):368-87.

Ku SH, Jo SD, Lee YK, Kim K, Kim SH. Chem-
ical and structural modifications of RNAi ther-
apeutics. Adv Drug Deliv Rev 2015; pii:
S0169-409X(15)00240-9.

YuH, Guo C, Feng B, Liu J, Chen X, Wang D,
et al. Triple-layered pH-responsive micelle-
plexes loaded with siRNA and cisplatin pro-
drug for NF-kappa B targeted treatment of
metastatic breast cancer. Theranostics
2016;6(1):14-27.

Lee J, Saw PE, Gujrati V, Lee Y, Kim H, Kang
S, et al. Mono-arginine cholesterol-based
small lipid nanoparticles as a systemic siRNA
delivery platform for effective cancer therapy.
Theranostics 2016;6(2):192-203.

Alwani S, Kaur R, Michel D, Chitanda JM, Ver-
rall RE, Karunakaran C, et al. Lysine-func-
tionalized nanodiamonds as gene carriers:
development of stable colloidal dispersion for
in vitro cellular uptake studies and siRNA de-
livery application. Int J Nanomedicine
2016;11:687-702.

Judge AD, Sood V, Shaw JR, Fang D, Mc-
Clintock K, MacLachlan I. Sequence-depen-
dent stimulation of the mammalian innate
immune response by synthetic siRNA. Nat
Biotechnol 2005;23(4):457-62.



