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Xeno-Niikleik Asitler ve XNA Diinyasi

Xeno-Nucleic Acids and the World of XNA
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OzZET

insan gereksinimlerini karsilamak icin giniimiizde yeni organizmalar ve
biyolojik sistemler olusturulmaktadir. Sentetik biyoloji, dogada var olmayan
organizmalari, biyolojik bilesenleri ve islevleri olusturmak igin ya da varolan
biyolojik sistemlere yeni islev yaptirabilmek icin yeniden tasarlar ve modeller
olusturur. Sentetik biyoloji, biyolojinin mihendisligidir, in vitro genetik olarak
da tanimlanir. Sentetik genomik ise kimyasal sentezle tam bir genomu ya da
genomun bir kismini olusturabilecek teknolojik ¢alismalari kapsar. Santral
dogma olarak bilinen evrensel genetik bilgi akisinda hicrelerimiz dogal
niikleik asit olan DNA’y1 okuyarak islevsel RNA ve protein olusturur. Xeno
niikleik asitler (XNA’lar) ilk kez Herdewijn ve Marlier tarafindan kimyasal yolla
ortaya ¢ikarilmig yeni bir tiirev niikleik asit sinifidir. XNA’lar, dogal olmayan
niikleik asit omurgali sentetik genetik polimerlerdir. Dogal genomlarda
nikleik asiti olusturan, replike olan ve sayisi dort olan (GACT) yapitaslarina,
1990’da kimyacilarin baslattigi genisletilmis yapay genetik bilgi sistemlerinde
yeni vyapitaglari eklenmistir. Baz ¢ifti sayisi da Ugten daha fazlasina
cikarilmistir. Onceki genetik bilgilerin depolandigi GACT’den olusan DNA
kuttphaneleri, en azindan DNA’da Z:P baz cifti seklinde eslesebilen GACTZP
nikleotidleriyle zenginlestirilmistir. Genetik kodun diizenlenmesi (genom
editing) ve histon kodunun dizenlenmesi (epigenom editing) ile yeniden
tasarlanan  kromatinler, tipta, biyoteknolojik ve temel biyolojik
arastirmalarda sasirtan sonuglar vermis ve pek ¢ok sorunun g¢oziimiine
yonelik yeni ufuklar agmistir.
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ABSTRACT

Today, new organisms and biological systems have been formed to meet
human needs.Synthetic biology creates and redesigns non-
existent organisms in nature to make biological components and biological
systems or to perform new functions in existing organisms. Synthetic biology
which is an engineering of biologyis also defined as in vitro genetics.
Synthetic genomics covers the technological studies containing chemical
synthesis of a portion of the genome or complete genome. In central dogma
known as universal flow of genetic information, our cells use DNA, a natural
nucleic acid, to make functional RNA and protein constructs. Xeno-nucleic
acids (XNAs) are new nucleic acid derivatives and discovered chemically by
Herdewijn and Marlier. XNAs are synthetic genetic polymers with unnatural
nucleic acid backbone. New building blocks have been added to the four
main building blocks (GATC) which constitutes natural genomes and
replicates, in the extended artificial genetic information systems in 1990,
started by chemists. The number of base pairs have been increased more
than three. DNA libraries consisting of GACTs that store earlier genetic data
have been enriched with GACTZP nucleotides which can at least pair within
the DNA in form of Z:P. Redesigned chromatins by arranging of the genetic
code (genome editing) and arranging of the histone code (epigenome
editing) have produced surprising results and opened new horizons for the
solution of many problems in medicine, biotechnology and basic biological
researchs.
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GiRis

Sentetik biyoloji, hticrelerin genlerine (genom ve plazmide), islevi
arttiracak genlerin sokulmasiyla insanhgin, yenilenebilir temiz ener;ji,
biyomateryal, saglik (basta kisisel tip) ve gida tretimi gibi acil sorunlarinin bir
kisminin ¢6ziimii igin ortaya ¢ikmis yeni bir bilim alanidir (1, 2, 3, 4). insani da
kapsayan memeli sentetik gen aglyla ginimuzde hastaliklarin tani ve
tedavisi, farmasotikal bilesiklerin  taranmasi, biyolojik-tretim (insdlin,
biyodizel, deterjan, antibiyotik, polimer, asilar ve antikorlar, v.b Urlnlerin
sentezi) gibi insan yasamini kolaylastiracak ve saghgini iyilestirecek alanlarda
uygulamalar baslamistir (2, 5).

Genom dizenlemesi (editing) ile, genomda kalict duzenlemeler
olusturulabilmektedir.  Bildigimiz egsdeger eski bir tanimla genetik
muhendislik, istenilen bir fenotipi olusturan genotipi olusturma sanatidir (6).
Genom editing c¢ogunlukla CRISPR/Cas (clustered regulatory interspaced
short palindromic repeats), TALEN (transcription activator-like effector
nucleases) ya da ¢inko parmak nukleazlar yoluyla 6karyotik organizmalara tek

mutasyonun sokulmasini tanimlar (7). Bilindigi gibi genetik muhendislikte
DNA kesilip yapistirilarak okunmasi saglanirken, sentetik biyolojide gen
sentezli tasarimlar yapilarak standardize edilir (6). Bu tur genomik
manipllasyonlari daha verimli hale getirmeye yonelik c¢alismalar bas
doéndiiriicii hizla devam etmektedir. Ornegin E.coli’de DNA’da es-anlamli TAA
kodonlariyla tim TAG (mRNA’da UAG) stop kodonlarinin yer-degistirmesi
ilkesine dayanan, MAGE (multiplex automated genome engineering) sistemi
bunlardan biridir (8). Bakterial CRISPR/Cas sistemi bakteri ve bira-mayasi
hiicrelerinde genom editing araci olarak kullaniimaktadir. Bu sistemde hedef
genom dizisini, degisime ugramis DNA dizisi ile degistirmek icin homolog
rekombinasyonu kullanan htcrelerin segilmesinde RNA-yoneltili CRISPR
nikleazlarla DNA bolme teknigi kullanilmaktadir (9).
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XNA’lar

Yerylziinde tim canlilar genetik bilgilerini, DNA ya da RNA olarak
tagirlar. iki polimer zincir molekiilin omurgasindaki tek fark RNA’da riboz
DNA’da deoksiriboz geker biriminden gelir. Simdi bilim insanlari seker
birimleri farkli, en azindan 6 niikleik asit omurgasi sentezleyip genetik bilgiyi
depolayabilmekte, bir jenerasyondan digerine aktarabilmekte ve
gerektiginde kullanabilmektedir. islevsel molekiiller olarak da tasarlanabilen
bu sentetik genetik zincirler, XNA (Xeno-nuikleik asitler) olarak tanimlanmigtir
(10).
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XNA’lar seker birimleri ya da fosfo-diester omurga baglantilari ve bazlar
(genellikle pirimidin bazlar N-7, purinler C-5'den) farkli sentetik genetik
polimerlerdir (Sekil:1). ilk kez Pinerio ve ekibi 6 farkhi XNA’nin
transkripsiyonunu ve ters transkripsiyonunu yapabilen Tgo DNA polimeraz
varyantlarini gelistirmistir (11).

XNA’lar kendisiyle XNA:XNA, dogal DNA/RNA ile XNA:DNA, XNA:RNA
seklinde sekonder (cift sarmal) yapi olusturabilmektedir (12). FANA (Fluoro-
arabino nukleik asit), ilk kez kendisini kalip olarak kullanip kopyasini gikaran
XNA tipidir (11). LNA (locked nucleic acids, metil kopriyle kilitli) olarak
kisaltilan sentetik nikleik asitler, niikleaza direngliligi ve oligonukleotidlerle
kararli komplementlerlik olusturmasi nedeniyle antisens, antigen, siRNA ve
miRNA’lara uygunluk gésteren nikleik asit ilaglar olarak kullaniimaya aday
molekllerdir (13).

Sekil:1 DNA/RNA’daki tekrarlanan dogal niikleotid birimlerin yapisi, modifikasyon bélgelerive
XNA’lardaki tekrarlanan dogal olmayan 6 nikleotid Srnegi

HNA (anhidrohexitol niikleik asit) ve TNA (threofuranozil nikleik asit) ,
RNA’da bulunan dogal ribozun yerine riboz olmayan seker birimi igeren XNA
sistemleridir ve replikasyonlari i¢in yapay polimeraz enzimleri gereklidir. TNA,
yapay 4 karbonlu throse seker iceren ve sentetik genetikle ilk olusturulan
genetik polimerdir (14). Sentetik genetikte galisilan ikinci XNA polimeri, 6
lyeli piranozil halka yapili bir omurga iceren ve DNA ya da RNA sarmalina
komplementer olabilen HNA’dir (11). HNA, dogal nikleozid yerine
hidroksimetilli —analog- niiklozid icermektedir.

Hucrelerde genetik alfabeyi olusturan 4 bazdan (GACT) 4° = 64 kodon
olusturulabilmektedir. Watson-Crick’in baz eslesme kuralina gore hidrojen
bagiyla eslesen A:T ve G:C baz giftine eger bir tane daha eklenseydi 5%=125
kodon olasihg vardi. Bu artik ¢cok uzak bir olasilik degildir, ¢linkii hidrojen
bagiyla olmasa da hidrofobik etkilesimlerle ve metal iyonlarla baz ciftleri
olusturan sentetik nukleotid igeren sentetik nikleik asitler (XNA'lar) ortaya
konulmustur (15,11). Kimoto ve arkadaslari, birbiriyle eslesebilen ve dogal
olmayan iki niikleotidi (Ds:Px) kullanarak DNA replikasyon sirasinda DNA’ya
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Uglincli baz ciftini yerlestirebilmistir (16). Benzer sekilde Watson-Crick baz
eslesme kurallarina uygun Z:P baz gifti de DNA’ya sokulmustur (17).

Yapay XNA polimerazlar (XNAzimler)

XNA’lar, dogal polimeraz enzimlerince olusturulamamakta ve
kopyalanamamaktadir (bana gore hep boyle kalmali). 2012’de P.Holliger ve
arkadaslari, bir genetik muhendislik teknigi (compartmentalized self-tagging,
CST) ile, ilk kez XNA’lari sentezleyebilen endoniikleaz ve DNA ligaz aktiviteli
yapay, mutant polimeraz enzimlerini olusturturmustur (11). Bu mutant
polimerazlar ile XNA’lari sentezleyerek dnce bu bilgileri DNA’ya sonra tekrar
XNA'ya aktararak (tipki bir retroviral dongi gibi) ilk yapay molekulleri
(genleri) ortaya koymuslardir (Sekil:2). Holliger'in ekibi rastgele XNA dizilimli
buytk kutiphaneler olusturmus ve kimyasal tepkimeleri yiritebilen
molekiller (XNAzimler) igin bu kitiphaneleri taramiglardir.

Yeni olusturulan aktif XNAzimler, tipki glinimizin ribozimleri gibi
mRNA’larin ve DNA’larin polimerize pargalarinda ¢entik agabilmekte,
ayirmakta ya da birlestirebilmektedir (18).
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Sekil: 2 Enzimatik XNA sentezi (DNA » XNA), ters transkripsivon (XNA+DNA)
vereplikasyvonu (XNA +XNA) sonucunda SELEX yontemlerinden birivle aptamer secimi
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Sentezlenmis ilk yapay XNA tipi, omurgasinda seker igermeyen
PNA’lardir (peptid nikleik asitler) (19). PNA’lar, DNA’dakine benzer baz
kompozisyonu olan, ancak seker fosfat omurga yerine amino etil glisinlerden
olusan peptid omurgal nikleik asitlerdir. Bu ozelligiyle zardan ¢ok kolay
gegcmekte ayrica enzimatik pargalanmaya direngli molekiller olarak tani ve
tedavide alternatif kimyasallar olarak degerlendirilmektedir (20, 21). PNA’lar
kendisiyle (homodubleks), DNA ve RNA’lar ve diger XNA’lar ile
(heterodubleks) cift sarmal zincir olugturabilmektedir.

Terapotik XNA’lar, aptamerler

Aptamerler, 1990’larda agiklanmis kisa, tek sarmal sentetik ribo ya da
deoksiribontikleik asitlerdir (22, 23). Aptamerler SELEX (systematic evolution
of ligands by exponential enrichment) olarak tanimlanan bir oligonikleotid
tarama tekniginin gelisimiyle kesfedilmislerdir. Bu teknikte hedefe yiksek
Ozgunlik gosterip baglanincaya dek niikleotid ligantin segilmesi, yikanarak
hedeften uzaklastirilmasi ve gogaltiimasi donguleri tekrarlanir (24).

Aptamerler, 6zgiin katlanarak molekiler hedeflere yiksek baglanma
afinitesi igin segilmis 30-70 nuklotid uzunlukta oligontikleotid ligandlardir
(Sekil:2). immainijeniteleri diisiik ya da hig yoktur. Ayrica yapisinda hiicresel
nikleaz enzimleri igin uygun sibstrat olma ozelligini degistiren dogal
olmayan niikleotidler varsa, tedavi icin daha uygun ilag olabilirler. Aptamerler
icin proteinler, nikleik asitler, karbonhidratlar, antibiyotikler, kiiglik organik
ya da inorganik molekiiller hatta hiicreler hedef olarak kullanilabilmektedir
(25). Kanser tani ve tedavilerinde kullanmak igin insan EGF reseptori-3,
prostata 6zgu zar antijeni (PSMA) ve diger bazi reseptorlere karsi aptamerler
olusturulmustur (26, 27).

SELEX igin olusturulan kittiphanelerin kapasitesi nemlidir. XNAzimlerle
olusturulan  XNA’larin  her birinden ¢ok sayida kimyasal sentezle
oligoniikleotid havuzu olusturularak aptamer segiminde kullanilabilmektedir.
SELEX prosedirinde atomik kuvvet mikroskobu, otomatik SELEX (PCR
kullanir), hicre SELEX’i, kapiller elektroforez, flumag (fluoresen isaretleme)
gibi pek cok teknikten biri kullanilmaktadir (28).

Aptamerler, daha etkin hedefli tedaviler i¢in nanopartikiller ve niikleik
asitlerle  konjuge edilebilmektedir (29). 2’-deoksi2’-fluoro pirimidin
nikleotidleri (U,C), yapisal kararliigi ve nikleazlara direnci arttirmak igin
kullanilan terapétik RNA-bazli modifiye aptamerlerdir. Ornegin pegaptanib
sodium, MACUGEN, FDA tarafindan onaylanmis, patolojik oktler anjiogenezis
ve damar gegirgenliginden sorumlu VEGF (vascular endothelial growth
factor)’i baskilayan ilk RNA aptameridir (30). Olusturulan diger aptamerlere
ornek olarak insan alfa trombinine afinite gosteren, HIV yanit elementine ve
yumurta lizozimine baglanan TNA aptamerleri, ve HIV revers transkriptaza
baglanan FANA aptamerleri gosterilebilir (31, 32).

SONUC

Analog nikleik asitler (XNA’lar); alternatif niikleobaz, seker ve farkli
kimyasal yapili omurga gibi dogal olmayan bilesenleri iceren yapay genetik
polimerlerdir. Bir katalizor gibi islev géren ve XNA’lari sentezleyen XNAzimler,
yapay yapitaslarini zincire sokabilen, zinciri koparan endoniikleaz aktivitesine
ve oligomerleri birlestirebilen ligaz aktivitesine sahip molekillerdir. Tani ve
hedefli tedavide gittikge daha etkili olabilen XNA’lardan aptamerlerin
gelistirilmesi sentetik biyolojinin insanliga sundugu en énemli katkilardan biri
olabilecektir.

Alternatif nikleobazlarin olusturulmasiyla bilinen santral dogma ve
genetik kod genislemekte, niikleotidler yapay da olsa genetik sifrede kodon
sayisini arttirarak farkli protein olusturma potansiyelleri tagimaktadir. Farkh
sentetik niikleik asitler arasinda aracili ya da dogrudan bilgi aktarma yollar
olusturulmustur. DNA ve RNA artik kimyasal genetik bilgi depolayan
vazgecilmez molekiller degildir. Bu gelismelerle erken evrim doéneminde
“RNA dinyasi”nin da oncesi agiklanabilecektir. Daha ilgingi evrende farkli
genomlarin da olabilecegini ve dahasi dogal olmayan bir gelecegi akla
getirmektedir.
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