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1. Kodlanmayan RNA'lar

Kodlanmayan RNA'lar, RNA olarak aktif olan bunun yaninda proteine
donismeyen RNA’lardir. Herbir sinifi  kiglk bir grup gen tarafindan
kodlanmaktadir. Agirliklarina ve islevlerine goére 3 sinifa ayrilirlar.
Kodlanmayan RNA’larin ekspiresyon duzeyleri kanser ve ndrolojik
hastaliklarin tanisinda ve hastaligin tiplendirimesinde kullanim alani
bulmustur. Cok sayida farkl islevleri olan kodlanmayan RNA bulunmaktadir.
Bunlardan bazilari; snRNA (small niclear RNA)lar RNA transkriptlerin
islenmesinde ve intronlarin uzaklastiriimasinda, snoRNA (small nicleolar
RNA)lar rRNA’nin olgunlagsmasinda, siRNA (small interfering RNA)lar ve
miRNA (microRNA)lar ise gen ekspresyonunun dizenlenmesinde, piRNA
(piwi interacting RNA)lar gametogenesisde ve tmRNA(transfer mRNA)lar
ribozomlarin kirlk mRNA’lardan arindiriimasinda goérev alirlar.

2. miRNA’larin Genel Ozelligi

mikroRNA’lar (miRNA’s) yaklasik 20-25 niikleotid uzunlugunda, endojen
olan kiigik RNA’larin (small RNA) bir sinifini olusturmaktadir. Bitki ve hayvan
genomlarinin protein kodu olusturmayan bdlgelerinden kodlanirlar®.

miRNA’lar hedef mRNA'daki komplementine gére ya hedef mRNA’larin
3'UTR bolgelerine baglanarak translasyonel baskilama yaparlar ya da hedef
mRNA’y1 keserek gen ekspresyonunu azaltarak diizenleme iglevi gérurlerz.

miRNA’larin, insan genlerinin %30’'undan fazlasini dizenledigi tahmin
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edilmektedir® Farede, insanda, Drosophilada, C.elegans ve Arabidopsis'de
¢cok sayida miRNA tarif edilmis olup insanda tarif edilmis miRNA genlerinin
sayisi 500’den fazladir. Cogu miRNA’lar organizmanin her yerinde eksprese
edilirken, bazilari embriyonik gelisim siirecinde dokuya spesifik ekspresyon
Ozelligi gosterirler. miRNA’larin yaklasik % 60’1 bagimsiz eksprese edilirken,
%15'i kiimeler halinde ve % 25'ide intronlarda eksprese edilirler®>*>.

3. miRNA’larin Tarihgesi

miRNA’lar ilk olarak 1990l yillarin baglarinda, nematod turd bir solucan
olan Caenorhabditis Elegans’larin gelisimi tzerine yapilan genetik taramalar
sirasinda Ambros ve arkadaslari tarafindan tan|mlanm|§t|r3. ik kesfedilen
miRNA, lin-4'thr. Lin-4’in hedefe spesifik translasyonel inhibisyona neden
olmasi gelisme slresinde gen dizenlenmesindeki yeni bir mekanizma
olabilecegdini diusundurmustar. Lin-4’0n tanimlanmasindan 7 yil sonrada diger
bir miRNA olan let-7°ln, C.eleganst’'in gelismesindeki dizenleyici islevi oldugu
gosterilmistir®.

4. miRNA’nin Biyogenezi
Hayvanlarda olgun miRNA'nin olusumu 2 basamakta gergeklesmektedir.
1. miRNA transkriptinin (pri-miRNA), 70 nikleotid uzunlugundaki
prekirsoére (pre-miRNA) donismesiyle
2. Pre-miRNA prekirsérinin 21-25 nikleotid uzunlugundaki olgun
miRNA’yI olusturmasi igin kesilmesiyle oIU§ur3.
ilk basamakta miRNA geni RNA polimeraz Il enzimi tarafindan pri-
miRNA’ya  donustarilir.  Pri-miRNA’larin  transkripsiyonel — dizenleme
Uzerindeki etkileri hakkinda bilgiler yeterli olmayip birkac kilobaz
uzunlugundadirlar ve genellikle 5'ucunda sapka, 3’ ucunda poli-A ucuna
sahiptirler ve protein kodlayan mRNA'lara benzerlik gdsterirler. Bu RNA'lar
ORF (open reading frame) icersin ya da icermesinler kesilirler vede poliadenil
kuyrugu takilirken lop 6zelligi gosterirler >°”.
Pri-miRNA’lar, nikleusta RNAaz Il endonikleaz enzimi olan Drosha ve
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gerekli bir kofaktor olan DGCR8/ PASHA tarafindan kesilerek 60-70 niikleotid
uzunlugunda pre-miRNA’ya doénusurler. Drosha enzimi baslica nikleusta yer
alir, kesim bolgesinin 3’ ucunda 2 nikleotid uzunlugunda cikintiya sahiptir.
dsRNA baglayici domain ve amino terminal domain olmak Uzere iki domain
icerir. Drosha enzimi tarafindan kesim olduktan sonra pre-miRNA'lar
nukleustan sitoplazmaya Exportin 5 (Exp-5-Ran transport reseptor ailesinin bir
uyesi) ile taginirlar®®’.

Sitoplazmaya gecen pre-miRNA’lar, ikinci bir RNAaz Il endoniikleaz enzimi
olan Dicer tarafindan ds-miRNA’lara dondsturilir. Dicer enzimide helikaz
domaini, DUF 283 domain, PAZ (Piwi, Argonaute- Zwille) domaini ve RNAaz
Il domaini olmak tzere ¢ domain icerir. mMiRNA dubleksleri, helikaz enzimi
tarafindan olgun miRNA’ya donustirilir. Olgun miRNA'da, RISC (RNA
induced silencing complex) olarak adlandirilan genis bir protein kompleksiyle
etkilesime girerek MRNA kesimini ve translasyonunu inhibe ederek
mRNA'larin baskilanmasini yonetirler >*7 (Sekil 1).
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Sekil 1. miRNA’nin biyogenezi



Arsiv, 2009 Seydel ve Aksoy

5. miRNA’larin iglevleri

Hayvanlarda ve bitkilerde &énemli dizenleyici iglevleri vardir. Son
zamanlarda yapilan ¢alismalar, miRNA’larin translasyonu baskilayarak yada
MRNA'y1 keserek genlerin ekspresyonunu sagladiklari gosterilmigtir. Bunun
yani sira bazi mRNA’larin hicre proliferasyonunda, gelismesinde,
farklilagsmasinda, kok hucrenin yenilenmesinde, hucre stres yanitlarinda ve
apoptiozis gibi ¢ok ©Onemli olaylarda duzenleyici olarak islev gordukleri
g6zlenmistir. Ayrica bazi miRNA’larin onkogen ya da tumor baskilayici olarak
da islev gordikleri saptanmistir®®*.

6.miRNA’nin Kanserle iligkisi

Cesitli deneyler ve Kklinik analizier miRNA’larin, onkogenlerin ve timor
slpresOr genlerin yeni bir sinifi olarak islev goérdiklerini kanitlamistir.
miRNA’larin %50’den fazlasinin kanserle iligkili genomik alanlarda ya da kolay
kirilabilen boélgelerde yer aldiklari gésterilmistir™®®. C.Elegans (lin-4) ve
Drosophila canlilarinda (bantam,miR-14,miR14-2,6,11,13,308) tanimlanan ilk
miRNA’larin bazilarinin kanserle iligkili yollarda islev gorduikleri gésterilmigtirg.
miRNA’larin kanserde rol oynadigini gosteren ilk kanitlar Croce ve arkadaslari
tarafindan kronik lenfositik l6semi (CLL)nin molekiiler patogenezini
calisilirken gosterilmistir. miRNA’larin  timoér supressoril gibi davranarak
onkogenleri inhibe ettikleri veya tam tersi olarak onkogen gibi hareket ederek
tlimor supresorleri inhibe ettikleri gosterilmistir *°.

Kanserde herhangi bir genin tek basina incelenmesi yerine, gen
ekspresyonunun genel analizi, tani agisindan 06nem kazanmistir. DNA
mikrodizinlerinin kullanimi, onbinlerce genin ayni anda incelenmesine olanak
vermistir. Farkli timorlerin gen ekspiresyon profillerini kiyaslamak suretiyle,
molekiler bir siniflama yontemi gelistiriimistir. Bu tir calismalar, gen
ekspresyon profillerinin, baska bakimdan benzerlik gosteren tlimorleri
birbirinden ayirabildigini ve hastaligin klinik seyri ya da tedaviye cevabi
acisindan bilgi  verdigini gostermektedir. Son zamanlarda kanser
calismalarinda miRNA’larin ekspresyon diizeyleri normal hiicrenin miRNA’sI
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ile mukayese edilerek yeni bir yaklasim olusturulmustur®®.

Kanserde miRNA'nin az eksprese olmasi tumér baskilayici olarak iglev
gorebildigini onkogen veya hiicre farklilasmasini ya da apopitozisi kontrol
eden genleri dizenleyerek kanseri engelleyebilecegini distndlirmustar.
Kanserde miRNA’nin asiri eksprese olmasi, onkogen olarak islev gosterdigini
ve apopitozisi kontrol eden genleri ya da timor baskilayici genleri negatif
olarak duzenleyerek kanser gelismesinde rol oynadidi ve bu bilgilerin tedavide
kullanilabilecegini géstermi§tir9.

Kanser patolojisinde miRNA'nin islevlerini ¢alismak i¢in up ya da down
miRNA’nin  ekspresyonunu dizenlemek &nem kazanmistir. Kanser
patolojisinde miRNA'nin islevi g¢alisilirken antisens inhibitorler, transgenikler,
spesifik promotorlar, real time PCR ve miRNA mikroarray gibi ¢esitli ydntemler
kullanilimaya baslanmistir >*%**,

7.0nkogen Olarak iglev Gosteren miRNA’lar

Kanserlerde, ekspresyonlari artan miRNA’lar onkogen olarak
adlandiriimaktadir. Bu onkogen miRNA’lar “onkomirs” olarak
tanimlanmaktadir. Onkogenler, gen ekspresyonunu hizlandiran ya da
kodladiklari proteinlerde kontrolsiz aktivite artisina neden olan genetik
degisikliklerin sonucunda anormal hlicre godalmasina neden olurlar. Bu genler
nokta mutasyonu, kromozom yapisindaki translokasyon, duplikasyon ve
delesyon gibi anomalik degisimler sonucunda olusurlar (Tablo 1). Onkogen
olarak iglev gosteren miRNA’lar timdr slpresdr genleri yada hucre
farklilagsmasini veya apopitozisi kontrol eden genleri negatif yonde etkileyerek
timorin gelismesini tesvik ederler. Pekgok miRNA geni farkh kanserlerde
asiri derecede ekspresyona ugramaktadirlar. Ancak bugliine kadar bunlardan

sadece birkag tanesi gok iyi tanimlanabilmistir®*2.
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Tablo.1. Onkogenlerin aktivasyon sekilleri

Onkogen Kanser tirl IAktivasyon sekli

JADI Kronik miyeloid l6semi, Translokasyon
IAkut lenfositer 16semi

Akt IMeme, over, pankreas karsinomu IAmplifikasyon

bcl-2 Follikiiler B hiicreli lenfoma Translokasyon

erbB-2 IMeme ve over karsinomu IAmplifikasyon

Gli Glioblastom IAmplifikasyon

Gsp Hipofiz ve tiroid timorleri Nokta mutasyonlari

C-myc Burkitt lenfomasi Translokasyon

C-myc IMeme ve akciger karsinomu IAmplifikasyon

L-myc IAkciger karsinomu IAmplifikasyon

N-myc NOroblastom, akciger karsinomu IAmplifikasyon

Ras H Tiroid karsinomu Nokta mutasyonlar

Ras K Barsak, akciger, pankreas ve tiroid karsinomu Nokta mutasyonlar

Ras N IAkut miyeloid ve lenfositik I6semiler, tiroid Nokta mutasyonlari
karsinomu

7.1. miR 17-92 Geni

miR 17-92 geni onkogenik iglev gdsteren miRNA’lar igin iyi bir ornektir.
13g31 kromozomunda yer alan polisistronik miRNA’dir. 13q31 lokusu akciger
kanseri ve lenfomanin c¢esitli tirlerinden amplifiye edilmistir. miR-17-92
ekspresyonu, normal dokulara goére kiyaslanirsa akciger kanseri ve lenfoma
iceren oOzellikle onlarin en agresif formu olan kiiglik akciger kanseri ve insan B
hiicre lenfomasinda artis gdstermektedir. iki tumor baskilayici gen olan PTEN
ve RB 2'yi hedefleyerek bu genlerin inaktive olmasini saglarlar®***3(Sekil 2).
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Sekil 2. miR 17-92’ nin fonksiyonu.

PTEN (phosphatase and tensin homolog deleted on chromosome ten):
10923 bdlgesinde bulunan bir TSG'dir. 13 k-Akt-PKB yolu Uzerinden
apopitozisi uyarir. Bu gen bir fosfatazi kodlar ve bu enzim timor biyumesinde
rol alan protein kinazlari antagonize ederek godrev yapar. Pten proteini,
fosfatidilinositol 3,4,5-bisfosfat(PIP3) gibi, fosfatidilinositidlerin
3.pozisyonundaki fosfati uzaklastiran bir lipid fosfatazdir. PTEN proteininin
inaktivasyonu ya da ortadan kalkmasi, PIP3 dizeyinin artmasina, Akt'in
aktivasyonuna ve programl hicre éliminin engellenmesine neden olarak
tmor geligmesini hizlandirir*#*,

Retinoblastoma geni (RB): ik bulunan TSG'dir. 13ql4'de lokalize halde
bulunur. Hucresel diferansiyasyonda c¢ok o6nemli igleve sahiptir. Nonsens
mutasyonlar, delesyonlar ve azalmigs RNA ekspresyonunda inaktive olurlar.
RB gen ailesi, hicre siklusunu G1 fazini inhibe ederler. P16 siklin D-CDK4/6
RB yolu: RB gen drlnleri, hicre siklusunun istirahat fazinda E2F
transkripsiyon faktériine baglanir.E2F RB genine bagl oldugu sirece S
fazindaki tetikleyici genleri aktive edemez. RB, Gl'in sonunda siklin/CDK
kompleksleri tarafindan fosforile edilir ve mitozun sonunda defosforile olurlar.
RB fosforile edilince E2F’den ayrilip E2F S fazini baslatir. RB mutasyonlari,
pl6 inaktivasyonunu, siklin D ve CDK4-6’Un agiri ekspresyonunu ve sonugta
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bu siklusun dengesini bozarak kontrolsiiz gogalmaya yol acar”***°.

C-Myc: C-Myc genleri, DNA'ya baglanan Ug¢ nikleer fosfoproteini kodlar. Bu
proteinler hiicre proliferasyonunda ve diferasyonunda etkilidirler ve DNA
sentezinin baglamasinda rol alirlar. Bu gen siklikla amplifikasyon ve
transkripsiyonal disregulasyon ile onkogen halini alir. C-Myc amplifikasyonu
olan hicrelerde biyime faktoru gereksinimi azalir, hiicre siklusunda G1 fazi
kisalir ve bunun sonucunda proliferasyon olusur. Son ¢alismalar, miRNA 17-
92'nin ekspresyonunun C-Myc geninin ekspresyonuyla baglantili oldugunu
gOstermistir. miR-17-92 ve C-Myc geninin her ikiside hiicre siklusunun
transkripsiyon faktorii olan E,F'in ekspresyonunu diizenleyerek islev
gorurler™*>*,

7.2. miR 372 ve miR 373 Geni

Bu iki onkogenik miRNA'lar LATS, tumdér suprosér genin ekspresyonunu
direk inhibe ederek, p53 aracili CDK ‘yi inhibe ederek hiicre proliferasyonu ve
timor gelisimini aktiflestirirler >*>(Sekil 3).

miR-21 Geni

Meme kanseri, glioblastoma ve pankreatik kanser gibi gesitli kanserlerde
yiksek derecede eksprese edilirler. Pro-Apopitotik genleri inhibe ederek
onkogen olarak iglev yaparlar. Son zamanlarda yapilan ¢alismalarda miR-21
geninin timoér sdpresér olan PTEN'i hedefleyerek etkisini gosterdigi
bildirilmistir >,
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Sekil 3. miRNA’nin kanser patolojisini kapsayan molekuler mekanizmasi.

8. Tumor Supressdr Gen Olarak miRNA’lar

Bu genler hicre bolinmesinin baskilanmasindan sorumlu genlerdir. Birgok
tumorde bu genlerin hasar gérmesi veya inaktive olmasi nedeniyle hicre
¢ogalmasi negatif yonde duzenlenerek timor hicreleri anormal ¢ogalma
g(’jsterirlerz.

8.1. Let-7 Geni

miRNA ailesinin bir d(yesidir. Let-7 ailesi, C.elegans, Drosophila ve
omurgalilarida iceren ¢ok sayidaki canlida bulunurlar. insan kanserlerinde
genelde delesyona ugramis kromozom bdlgesinde yer alirlar. Ozellikle akciger
kanserinin patogenezinde ¢nemli rol oynar. Ras onkogeni, let-7'nin direk
hedefidir ve let-7 Ras ekspresyonunu translasyonel baskilama igin RAS
mRNA’sinin 3'UTR bolgesiyle etkileserek yaparlar. Ras proteinleri, mitojenik
sinyal yolunda buyime faktérii reseptorlerini, Raf protein-serin/treonin
kinazlarin aktivasyonunu saglayan anahtar roli Ustlenmigtir. Bu islem, ERK
MAP kinazlarin aktiflesmesiyle sonucglanan protein kinaz dénglsini baslatir

2,3,9,15

Ras geni: Ras ailesi H-ras, K-ras ve N-ras’tan olusur. Ras genleri insan
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kanserlerinin yaklasik %20’sinde,barsak kanserlerinin % 50’sinde ve akciger
kanserlerinin  %25’'inde rol oynamaktadir. Timor gelisimi  sirasinda
gergeklesen mutasyonlar sonucunda timor hicrelerinde ortaya gikmistir. Ras
genindeki nokta mutasyonunun kanser gelisiminde roli vardir. Ras genleri
bircok degisik blylime faktorli reseptorlerinden gelen mitojenik sinyallerin
iletiminde gorev yapan, guanin nukleotid baglayan proteinleri kodlar. Ras
proteinlerinin aktivitesi GTP veya GDP baglanmasina gére degistiginden,
protein aktif (GTP-bagimli) ve inaktif (GDP-bagimli) durumlar arasinda gidip
gelir. Ras onkogenlerine 6zgl mutasyonlar, Ras proteinlerinin surekli olarak,
GTP'ye bagh aktif durumunu korumasina neden olur. Bu olay, normal Ras
proteine bagli GTP’nin pargalanmasini uyaran GAP’a(GTPaz aktive eden
protein) onkojenik Ras’in yanit vermemesinden kaynaklanir. Hicre icindeki
GTPaz aktivitesinin azalmasi sonucunda onkojenik Ras proteinleri aktif halde
olur. Sonucta GTP-bagll kalarak hiicrenin kontrolsiiz ¢odalmasina neden
olurlar >**(Tablo 2).

8.2. miR 15a ve miR 16-1 Geni

miR 15a ve miR 16-1 genleri kanserlerin pekcok tipinde anahtar rol
oynayan anti-apopitoz gen olan Bcl-2 genini hedefleyerek normal apopitotik bir
yanit meydana getirmektedirler. Bu bakimdan miRNA'lar tumor stipresor gen
olarakda iglev gorurler. Hicreyi o6lume go6tiren durumlarda apopitozu
engelleyerek hicrenin sad kalmasini saglar. Bcl-2'nin yiksek oranda
ekspresyonuna yol agan bir kromozom translokasyonu sonucunda, bcl-2
onkogeni olusur. Bcl-2 ailesi birbirine zit etkileri olan iki gruptan olusur. Bu
gruplardan birincisi proapopitotik etkiyle apopitozisi indikler ve Sitokrom C’nin
mitokondriden sitoplazmaya saliveriimesini indikler. Dider etkisi ise anti-
apopitotikdir, apopitozisi baskilayici etkiye sahiptir ve sitokrom C’nin
saliveriimesini baskilar 2'15’16($ekil 3).

9.Biyomarker olarak kullanimi
Pek cok miRNA’lar normal dokulara kiyasla belirli kanser dokularinda farkli
sekilde eksprese olmaktadirlar. Ornegin; Let-7'nin ekspresyonu akciger

10
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kanserinde azalmaktadir, fakat meme yada kolon kanseri gibi diger
kanserlerde ekspresyonu artar. Bu bulgular miRNA'larin biyomarker olarak
kullanabilecegine ve kanserlerin saptanmasinda gugll bir tanisal ara¢ olarak
kullanilabilecegini desteklemektedir 23 Glinimiizde miRNA'larin tanisal amagli
kullanim alanlari hizla gogalmaktadir.
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