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TERAPOTIK NUKLEIK ASITLER VE KANSER
TEDAVISINDEKiI GUNCEL DURUMU

Funda DEMIiRTAS KORKMAZ!

GIRIS

Kanser global bir halk saglig1 sorunu olarak 6nemini korumaktadir. 2020de diin-
ya ¢apinda tahmini 19,3 milyon yeni kanser vakasi ve yaklasik 9,9 milyon kanser
nedenli 6liim meydana gelmistir '. Kanserin 6nlenmesi ve tedavisi i¢in sarfedilen
yogun ¢abalara ragmen, ilaglarin yeterince etkili olmamasindan veya toksik etki-
lerinden dolay1 milyonlarca hasta hayatini kaybetmeye devam etmektedir.

Giiniimiizde kanser tedavisi icin geleneksel yontemler; kemoterapi, cerrahi ve
radyasyon ve yakin zamanlarda uygulanmaya baslanan immunoterapidir *°. Bu
tedaviler arasindan kemoterapi kanser tedavisinde altin standart olarak yerini ko-
rumaktadir. Ancak mevcut kemoterapétiklerin bityiik ¢ogunlugu, hiicrelerin ya
da dokularin fonksiyonunu bozmaya yol agan ¢esitli proteinlerle etkilesebilmek-
tedir. Kiiglik molekiil veya protein/antikor bazli bu ilaglar, aslinda hedefte olma-
yan proteinlere baglanabilmekte ya da bilinmeyen etkilesimlerle farkli yan etkiler
olusturabilmektedir *. Modern ila¢ aragtirmalarinin amaci, hastaliklarin tedavisi
i¢cin hedef molekiillere spesifik daha etkili ve segici terapotik yaklasimlar gelistir-
mektir. Son zamanlarda protein triiniini hedef alan ilaglarin yerine, proteinleri
kodlayan niikleik asitleri hedefleyen yeni terapétik yaklasimlarin gelistirilmesine
yogunlagilmistir.

Niikleik asitlerin gen ekspresyonunu diizenlemede yararl olabilecegini ilk kez
Paterson ve ark. gostermistir °. Daha sonra Zamecnik ve Stephenson adli aras-
tirmacilar, antisens oligoniikleotitler kullanarak Rous Sarcoma viriistiniin repli-
kasyonunu inhibe ettiklerini gosterdikleri ¢aligmayla, niikleik asitlerin terapotik
ajanlar olarak kullanilabilecegini bilim diinyasina tanitmis oldular °.

Niikleik asit ilaglarinin etki sekli, geleneksel ilaglardan karakteristik olarak
farklidir. Gen ekspresyonunu modiile etme stratejileri, transkripsiyon siirecini,
mRNA islenmesi ve translasyonu dahil gen ifadesinin inhibisyonu seklinde ger-
geklestirilebilir. Ek olarak, ekleme modellerinin degistirildigi veya baz dizilerinin
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diizenlenmesi yoluyla mutant proteinlerin normal proteinlere doniistiiraldigi
cesitli niikleik asit ilaglar1 gelistirilmistir 7.
Terapotik niikleik asitlerden antisens/antigen oligoniikleotitler, siRNA, miRNA
ve ribozimler, hedef mRNAya Watson-Crick baz eslesmesi ile baglanarak gen
ekspresyonunu spesifik olarak inhibe ederler. Bununla birlikte aptamerler ve CpG
oligoniikleotidleri ise hedef molekiile baz eslesmesi olmaksizin yapisal tanima ile
baglanarak hareket eden niikleik asit yapilaridir ®°.

Niikleik asit bazli terapotik yaklagimlar 6zellikle kalitimsal ve nadir hastalikla-
rin tedavisinde olmak iizere gelistirilmis, bu ilaglardan bir kism1 Amerikan Gida
ve flag Kurumu (FDA) ve Avrupa {la¢ Kurumu (EMA) tarafindan onaylanmistir
10, Ayrica tiim diinyay: etkisi altina alan SARS-CoV-2 viriisiine karst yogun bir
caba ile tedavi ve as1 adaylar: gelistirilmeye calisilmis, bu adaylar arasindan virii-
stin Spike genini tagtyan mRNA agilar1 giindeme gelmistir. Bu mRNA agilar1 icin
FDA ve EMA tarafindan acil kullanim izni verilmesi, niikleik asit bazli tedaviler
arasindan klinikte bir ilk olmugtur. Ancak kanseri de igine alan ¢ok sayida hastalik
durumlari i¢in niikleik asit ilaglar1 heniiz klinik deneme durumundadir. Niikleik
asit bazli kanser tedavisi icin ABD Ulusal Tip veri tabani olan “clinical.trial.gov”
da 1834 klinik ¢alisma bulunmaktadir. Bunlarin 65’i faz 4 kadar ulasmis olup, 27
caligma tamamlanmstir .

ANTISENS VE ANTIiGEN OLIGONUKLEOTIDLER

Bir antisens oligoniikleotit (ASO), kisa tek sarmall1 13-30 niikleotitlik DNA dizi-
sidir. Hedef genin dizisine tamamlayic1 bir diziye sahip bir oligoniikleotit kulla-
nilarak, hedeflenen bolgede bir DNA/RNA cift sarmalli yap1 olusturulur ve bu da
gen fonksiyonunun inhibisyonuna yol agar'>. Gen inhibisyonu i¢in mRNA'larin
yani sira miRNAlar da hedeflenebilir. Bu durumda miRNAYy1 hedefleyen ASO’ya
antimir veya antagomir adi verilir.

Antisens ajanlar iki ortak yoldan mRNA translasyonuna miidahale ederek
hiicrenin sitoplazmasi i¢inde islev goriir. Birinci yolakta ASO hedef mRNA zin-
ciri ile esleserek ribozomun bu mRNA’ya baglanmasini engeller ve sonug olarak
mRNA translasyonu engellenir. Ikinci yolakta ASO hedef mRNA ile eslestiginde
olusan cift iplikli yapida hedef mRNA RNaz H enzimi tarafindan pargalanir . An-
tigen ajanlar ise hiicrenin niikleusuna girerek fonksiyon gosteren DNA'nin trans-
kripsiyonunu engelleyen niikleik asit analoglaridir. Tek zincirli antigen bir ajanin
girisi ¢ift zincirli DNA antigen tripleksi olusumuyla sonuglanir, bu da bloklanmais
DNA dizisinin mRNAYya transkripsiyonunu 6nler. Bu strateji ile transkripsiyonun
engellendigi ve spesifik mutasyonlarin olusturulabildigi in vitro ve in vivo galis-
malar bulunmaktadir .
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[k ASO bazli ilag, Vitravene ismiyle 1998 yilinda klinige girmistir ve goz i¢in-
deki sitomegaloviriis (CMV) enfeksiyonunun tedavisi i¢in kullanilmigtir . Bir
diger ASO Kynamro ise apolipoprotein B100 inhibe etmektedir ve hiperkoleste-
rolemi tedavisi i¢in FDA tarafindan onay almistir V7. Antisens oligonukleotitlerle
kanser tedavisine yonelik klinik denelemer veri tabaninda 60 klinik deneme bu-
lunmaktadir. Bunlardan sadece 14 tanesi faz 3 kadar ulagsmistir'®. Ancak kanser
tedavisi i¢in heniiz FDA ve EMA tarafindan onaylanmis bir antisens oligoniikle-
otit bulunmamaktadir (Tablol).

siRNA TERAPOTIKLERI

RNA miidahelesi (RNAi), kii¢iik kodlamayan ¢ift sarmalli RNAnin, tamamlayici
hedef mRNAnin diziye 6zgli bozunmasini indiikleyerek veya endojen hiicresel
stiregler yoluyla translasyonunu inhibe ederek gen ekspresyonunu susturdugu ev-
rimsel olarak korunmus bir mekanizmadir ®.

RNAIi kavramu ilk defa ¢ift zincir RNA molekiillerinin model organizma C.e-
legansn homolog genlerinin ifadesini engellediginin gosterildigi 1998 yilinda
ortaya atild1 "°. Craig Mello ve Andrew Fire, bu kesifle 2006da Nobel 6diilii ald1.
Elbashir ve ark’larinin kisa cift zincir RNA molekiillerinin (siRNA) memeli hiic-
relerinde spesifik olarak gen susturma 6zelligini kesfetmesiyle oligoniikleotit bazli
yaklagimlar artt1 2.

[lk siRNA uygulamalarinda uzun gift zincirli RNA kullanilmistir, ancak bunlar
pek ¢ok memeli hiicresinde hiicre 6liimii ile sonuglanan antiviral interferon yanit
indiiklemistir . Daha sonra kii¢lik miidaheleci RNA (siRNA) olarak adlandirilan
21-22 niikleotit uzunlugunda kisa ift zincir RNAlarin in vivoda interferon yanit
olusturmadig1 gézlenmis ve bu siRNA’larin uygun tastyici sistemlerle ile verilmesi
oldukga basarili gen susturma saglayabilmistir.

siRNA ilaglarinin klinikte uygulamalar1 hizla genislemektedir. Patisiran, 2018de
FDA tarafindan transtiretin proteini iligkili kalitsal amiloid polindropati tedavisi
i¢in onaylanan ilk siRNA ilac1 oldu ve daha sonra 2020de ii¢ ila¢ daha onayland:
7. Kanser tedavisi i¢in ise siRNA ilaglar1 heniiz klinik deneme durumu olup, faz 2
asamasina gegen yanlizca 2 siRNA ajan1 bulunmaktadir (Tablo 2). Bunlardan faz 1
asamasini tamamlayan siG12D-LODER ajani, tiimériin bityiimesini 6nemli 6lgii-
de azaltmustir 2. Kanser hiicrelerinde mutant ve bu nedenle asir1 ifade olan KRAS
genini hedefleyen bu siRNA ajaninin pankreas tiimorii i¢ine dogrudan uygulan-
dig1 Faz 2 klinik denemeleri devam etmektedir . Hiicre dongiisii diizenlemesi ve
hiicre proliferasyonunda rol alan Polo like kinaz (PLK) hedefleyen siRNA tastyan
TKM-080301 ajani ise ilerlemis hepatoseliiler karsinomal hastalara intravenoz uy-
gulanmugtir. {lacin iyi tolere edilebilirligi gosterilmesine kargin sinirli bir antitiimér
etki gosterdigi ve hastalarin sag kalimini etkilemedigi tespit edilmigtir *.
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Tablo 1. Cesitli kanserlerde farkl genleri hedefleyen antisens oligoniikleotitlerle

gerceklestirilen tamamlanmis klinik denemeler

Kanser Tipi Hedef Gen ilag Ad1 Faz Durumu Clinical.trial gov kodu
Multiple Myeloma Bcl-2 oblimersen Faz3 NCT00017602
Metastatik meme  C-raf Kinaz ISIS 5132
kanseri Pkc-Alpha ISIS 3521 Faz2 NCT00003236
He“grrl:xeme custirsen  (OGX-011) Faz 2 NCT00258375
Kastrasyon direngli
. Hsp2 0GX-427 Faz 2 NCT01120470
prostat kanseri
fleri evre kanser c-raf LErafAON-ETU Faz 1 NCT00100672
Tleri evre kanserler STAT3 IONIS-STAT3Rx Faz 1-2 NCT01563302
HEiEuEEnER OIS | ooy | s AeEn | e NCT00780052
kanser
Karaciger metastazly ), EZN-2968 Fazl NCT01120288

solid tiimorler

Tablo 2. siRNA ile ¢esitli kanserlerde tamamlanmis klinik denemeler

Faz Clinical.trial gov

Kanser Tipi Hedef Gen Ilag Adx Durumu kodu
Hematolojik Biyolojik:
kanser PD-L Dendritik hiicre Faz2 BYCIGZEALE
Ileri evre . Atu027
metastatik P + Faz2  NCT01808638
. kinaz N3 s
pankreas kanseri Gemcitabine
llerievie 00 6G12D  SiIGIZDLODER  Fazl/2  NCTO1188785
pankreas kanseri
Karaciger .
metastazh solid | Lol ke TKM-080301 Fazl  NCT01437007
kinaz-PLK1
kanser
Hleri evre Cbl-b Biyolojik: APN401 ~ Faz1  NCT02166255
timorler

Biyolojik: siRNA
transfekte periferal
kan monontikleer
hiicre- APN401

Ileri evre timér Cbl-b Faz 1 NCT03087591

Immuno Biyolojik:

Metastatile proteazom Proteazom siRNA

melanoma beta altiiniteleri; ve timor antijen Faz 1 NCT00672542
LMP2, LMP7, RNA ile transfekte
and MECL1 dendritik hiicreler

fleri evre

. KRASG12D siG12D LODER Fazl NCT01188785
pankreas kanseri
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miRNA TERAPOTIKLERI

Ik kez 1993'de gen ekspresyonunun post-transkripsiyonal regiilatorleri olarak
kesfedilen miRNA, endojen kiigiik kodlama yapmayan RNAlardir. miRNA'lar er-
ken gelisim, hiicresel farklilagsma, ¢ogalma, apopitosis, gelisimsel zamanlama ve
hematopiesis gibi hemen hemen tiim biyolojik siireclerin 6nemli post-transkrip-
siyonal diizenleyicileridirler. Insanlarda 1000'den fazla miRNA tanimlanmigtir ve
bunlar insan genomunun %30 nu hedef alabilir **.

miRNAlarin anormal regiilasyonu insan hastaliklari ile iliskili oldugu belirlen-
mistir. Kanserin progresyonu ve agresif yapisina katki saylayan kritik miRNA’la-
rin hedeflenmesi bir diger terapotik yaklasimdir. Cesitli kanserlerde asir1 ifade
edilen onkojenik miRNA’ya (OncomiR) kars1 antisens oligoniikleotitlerin (an-
ti-miR) kullanilmasiyla fonksiyonel baskilamaya dayali miRNA terapoétikleri ge-
ligtirilmigtir. Ornegin, miR-155 ile tamamlayici bir anti-miR ajan olan MRG-106
(Cobomarsen) kutanoz T hiicreli lenfomali hastalarda tiimor i¢ine uygulanmuigtr.
Bununla birlikte tiimor baskilayict miRNATarini taklit eden sentetik miRNAlarin
gelistirilmeye devam edilmektedir *. Bir tiimdr supresor olan microRNA-34anin
sentetik benzeri olan MRX34, hematolojik ve solid tiimorleri olan hastalar iize-
rinde denenmis, hastalarda gozlenen ciddi immiinolojik yan etkileri nedeniyle faz
1 ¢alismasi sonlandirilmistir 7. Akciger kanseri hastalar: tizerinde faz 1 ¢alismasi
tamamlanan Targomir ise bagka bir timor supresor olan miRNA-16’y1 taklit eden
sentetik RNA molekiiliidiir ve klinik denemeleri devam etmektedir.

RIBOZIMLER

Hastaliklarin tedavisinde transkripsiyonel siireci hedef alan bagka bir strateji ri-
bozimlerin kullanimidir. Ribozimler sadece bilgi depolamayan ayni zamanda
katalitik aktivitesi olan bir RNA molekiilii sinifidir . Ribozimler spesifik hedef
RNATarin: katalitik olarak parcalar. Oysaki ASO, hedef mRNA sekansina bag-
lanarak translasyonunu onler. Teorik olarak ribozimler gen ifadesini 6nlemede
daha etkilidir ®.

Farkl: tipte ribozimler arasindan kii¢iik boyut ve yiiksek ayrilma par¢alanma
etkinligi olan, ayrica deneysel olarak da en ¢ok kullanilani ¢ekig basl ve sag toka-
s1 seklinde olan ¢alistimistir '2. Cesitli ribozimler klinikte viral enfeksiyonlar1 ve
kanseri tedavi etmek amaciyla test edilmistir. Ribozim kullanilarak gergeklestiri-
len ilk klinik deneme HIV1 viriisiinii hedef almistir. Anti-HIV-1 gag riboziminin
hem integrasyon 6ncesi hem de sonrast igeri giren viral RNA ve mRNA’y1 par¢ala-
yarak, HIV’in replikasyon dongiisiine miidahele edebildigi gosterilmistir ».

Kanser tedavisi icin gelistirilen RP1.4610 (Angiozyme) vaskiiler endotelyal
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biiylime faktorit mRNAsin1 hedef almaktadir ve metastatik bobrek kanseri has-
talarinda faz II denemelerini tamamlamistir. Bununla birlikte, metastatik meme
kanseri hastalarinda klinik etkinlik gostermede basarisiz oldugu i¢in faz ¢calisma-
lar1 durdurulmustur %,

APTAMERLER

Aptamerler, proteinlere baglanan ve fonksiyonlarini engelleyen tek sarmalli niik-
leik asit (DNA veya RNA) molekiilleridir *'. Aptamerlerin yapisal sekiller olustur-
ma yetenegi, hedef proteinlere kars1 yiiksek afinitenin yan1 sira miikemmel 6z-
giilliik sunar. Aptamerlerin in vitro tiretimi igin eksponansiyel zenginlestirme ile
ligandlarin sistematik evrimi (SELEX) olarak bilinen yontem kullanilir *2. SELEX,
hedef molekiil ile inkiibe edilen randomize bir oligoniikleotid kitaplig1 ile basla-
yan ve en yiiksek afinite dizilerini taramak i¢in yinelemeli afinite se¢imi ve PCR
amplifikasyon agamalarini iceren birbirini tekrar eden bir siirectir *.

Vaskular endotelyal biiylime faktoriine(VEGF) kars: iiretilen anti-VEGF RNA
aptameri olan Pegaptanib’i yas iligkili makular dejenerasyonun tiim tipleri i¢in
FDA 2004 y1ilinda onayladi. Daha sonra bu hastalik i¢in ¢esitli aptamer formulas-
yonlar1 klinik denemeye girmistir. Kanser tedavisine yonelik ise klinik deneylerde
kullanilan ilk aptamer AS14114dir **. Bu aptamer, tiimorle iligkili anjiyojenik en-
dotel hiicrelerinin yiizeyinde yiiksek seviyelerde eksprese edilen niikleolin (NCL)
proteinine baglanir ve boylelikle tiimér hiicrelerinin damarlasmasini 6nlemeye
yardimci olur. AS1411 aptameri ile gerceklestirirken fazl ve faz2 klinik deneme-
lerinde toksik bir yan etki gozlenmemekle birlikte, timorlerin yanitinda 6nemli
bir degisiklik saptanmadig1 rapor edilmistir.

mRNA TERAPOTIKLERI

mRNAYy1 terapétik ilag olarak kullanmanin ardindaki yaklagim, belirli bir hastalik
durumunu 6nlemek veya degistirmek icin tanimlanmis bir genetik mesajin bir
hastanin hiicrelerine aktarilmasidir **. mRNA ilaglar1 dogrudan hedef hiicrelere
verilir ve bir vektor sistemi kullanilmadan proteinler olarak ifade edilir. Terapo-
tik mRNA adayi, 6karyotik hiicrelerin sitoplazmasinda dogal olarak olusan olgun
ve islenmis mRNAya yapisal olarak benzeyecek sekilde tasarlanir. Bu nedenle,
mRNA tek sarmallidir, 5 ucunda bir bagliga ve 3’ poli(A) kuyruga sahiptir. Ilgili
proteini kodlayan agik okuma cercevesi (ORF), baslatma ve durdurma kodonlar1
ile isaretlenmistir ve ¢cevrilmemis bolgeler (UTR'ler) ile ¢evrilidir **. Bu mRNAlar
herhangi bir hiicresel ortam olmaksizin bir PCR iiriinii veya linear plazmid gibi
bir DNA kalip olarak kullanilarak basitge sentezlenebilir. DNA bazli teknolojilerin
aksine ¢ekirdege iletilmeleri gerekmez, boylelikle genoma yerlestirilmeleriyle ilgili
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endiseleri ortadan kaldirir. Bu 6zelliklerinden yararlanarak, mRNA ilaglarinin bu-
lasict hastaliklar ve kanser agilar1 alanindaki klinik denemeleri hizla artmaktadir.

SARS-CoV-2’nin neden oldugu pandeminin baslamasi, bir dizi farkli teknoloji
araciligiyla COVID-19 agilar1 gelistirmeye yonelik biiyiik ¢abalarla sonuglanmig-
tir. As1adaylari icerisinde mRNA agilar, tasarlanip tiretilebilme hizlar1 nedeniyle
klinik deneylere giren ilk COVID-19 asilar1 arasinda yer aldilar. Boylelikle mRNA
asilar1 klinikte genis bir kitleye uygulanan ilk niikleik asit bazli terapétik olmustur.

Viral hastaliklarin 6nlenmesi disinda mRNA asilar1 kanser immiinoterapisi
i¢in kisisellestirilmis asilar iiretmek icin yeni stratejiler sunmaktadir. Bu yaklasim,
bir hastanin saglikli ve tiimér dokularinin sekanslanmasini ve ardindan bireysel
kansere 6zgii neoepitoplar: kodlayan mRNA asilarinin iiretilmesini igerir. Solid
tiimorlit (melanom, kolon ve akciger kanserleri) hastalarda pembrolizumab ile
birlikte mRNA-4157, doz sinirlayici toksisiteler olmaksizin iyi tolere edildigi ve
ayrica pembrolizumab ve neoantijene 6zgii T hiicreleri ile kombinasyon halinde
klinik yanit olusturdugu gozlenmistir *. Insanlarda tiimorle iligkili antijenleri he-
defleyen bir lipozomal RNA olan Lipo-MERIT, iyi tolere edilebilirlik gostermekle
birlikte, as1 antijenlerine kars: giigliit CD4+ ve CD8+ T hiicresi yanit1 da olustur-
dugu belirtilmistir ¥".

SONUC

Terapotik niikleik asitler preklinik caligmalarda tistiin basar1 gostermesine karsin,
klinikte uygulanabilirligi acisindan heniiz emekleme asamasindadir. Bugiine ka-
dar kanser tedavisi i¢in hi¢bir niikleik asit ilac1 onaylanmamuistir. Baz1 ASO’lar faz
3 denemelerine kadar ilerlemistir ancak onaylanmamistir ve siRNA'lar heniiz faz
2’nin Gtesine gecememistir. Terapotik niikleik asitlerin kanser tedavisinde kullani-
mu i¢in klinikte karsilasilan ve asilmasi gereken 6nemli giigliikler bulunmaktadir.
Niikleik asitlerin terapotik ajan olarak dogrudan canlida kullanilmasi imkansizdir.
Ciinkii serum niikleazlari tarafindan yiiksek oranda parg¢alanirlar, bu da dolagim-
da kisa yar1 6miirlii kalmasina yol agarak, ilacin etkinligini diisirmektedir. Ayrica
niikleik asitlerin anyonik yapidaki dogalarindan dolay: hiicre penetrasyonu aza-
lir ve albiimin ve diger serum proteinleri ile etkilesime girebilir. Bu tiir biyolojik
engellerin iistesinden gelmeleri icin bazi kimyasal modifikasyonlara ihtiya¢ bu-
lunmaktadir. Bu nedenle niikleik asitlerin terapotik kullanimi i¢in daha etkili ve
verimli bir sekilde hedef bolgeye ulasmasi i¢in uygun ilag tasiyict sistemler gelis-
tirmeye odaklanilmistir. Biyobozunur, toksik olmayan ve immunojenitesi diisiik
uygun ilag tastyici sistemleri gelistirilerek, kanserin progresyonunda anahtar rol
oynayan transkripsiyon faktorleri gibi hedeflenmesi gii¢ genler veya proteinlerin,
niikleik asit bazli ila¢ yaklagimlari ile hedeflenmesi umut vaad edici olabilir.
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