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Yeni gelistirilen RNA dizileme teknolojileri ile yaklagik son on yildir, memeli genomlarinin 6nceden ¢op, ‘junk’
DNA olarak goriilen kisimlarinin aslinda aktif olarak RNA’ya donistiikleri gézlemlenmektedir. Yapilan
biyoinformatik analizler ve proteomik g¢aligmalar, bu RNA iriinlerinin ¢ok biiyiikk bir kisminin proteine
doniismedigini gostermektedir. Uzun kodlamayan RNA olarak adlandirilan bu siniftaki genlerin, giiniimiizde,
bilinen genlerden sayica daha fazla oldugu ortaya ¢ikarilmistir. Bu RNA molekiillerinin nasil tiretildikleri ve ne
yaptiklarini incelemek, hem genomun nasil galistigini temel bilim diizeyinde anlamak hem de hastaliklara kars1
tedavi gelistirmek ve erken teshiste biyosensor olarak kullanmak igin elzemdir. Viriisler, konak canlinin
mekanizmalarini kullanan organizmalar olarak, bu tiir RNA’lar1 kendi genomlarinda barmdirir ve proteinler gibi
immiin sistem gozetimi altinda kalmadan gorev yapan RNA molekiillerini, hiicrenin yolaklarini kendi lehlerine
manipiile etmede kullanirlar. Viral hastaliklar1 molekiiler diizeyde anlamanin yani sira, viriislerin ast
gelistirmede ve gen terapide vektor olarak kullanilmalarindan dolay: viral kdkenli RNA’larin fonksiyonlarini
aragtirmak giderek 6nem kazanmaktadir. Bu derlemede viral mikroRNA’lar ve halkasal circRNA’lar harig
tutularak, baslica viriislerin TUrettigi kodlamayan RNA’lardan ve hiicredeki etki mekanizmalarindan
bahsedilmistir. Ayrica bu tir RNA’larm kesfi, yapisinin belirlenmesi, karakterizasyonu ve fonksiyonunun
anlagilmasi i¢in kullanilan yontemlere deginilmistir. Viriislerin konak hiicreyi enfekte ederken kullandiklar: bu
kiigiik molekiillerin gorevlerini ve etkilerini anlamak, bize RNA molekiillerinin diizenleyici ajanlar olarak ne
kadar yaygin bi¢imde kullanildigini géstermesi agisindan 6nemlidir.

Anahtar Kelimeler: Viriis, Herpesviriis, Uzun kodlamayan RNA, RNA protein etkilesimi, RNA omik teknikleri
Virally-Encoded Long and Short Non-Coding RNAs

ABSTRACT

Recent advances in RNA sequencing methods have elucidated that over the last decade, regions in the
mammalian genome, which was previously described as ‘junk DNA’, is actively converted to RNA. Through
bioinformatic and proteomic analyses, it was shown that the majority of these transcripts do not code for protein.
Identified as long non-coding RNAS, these genes exceed the number of known protein-coding genes. It is
required to investigate how these RNA molecules are generated and how they function, in order to understand
how the genome works at a fundamental level and to design therapies against diseases and biosensors for early
prognosis. Viruses, as organisms to utilize their hosts’ mechanisms, encode for these RNA molecules which do
not induce immune system-like proteins, and exploit ncRNAs to manipulate cellular pathways for their life
cycles. In addition to understanding viral pathogenesis at a molecular level, it has become increasingly important
to study virally encoded ncRNA function since viruses are used as vectors for gene therapy and vaccines. In this
work, certain viral non-coding RNAs excluding the miRNAs and circular RNAs have been reviewed.
Additionally, the methods and techniques for identification, characterization, and functional analyses for the
IncRNA studies have been summarized. Understanding the key roles of these small molecules, which viruses
utilize for infecting the host, is important for us to realize how commonly RNA is utilized for regulatory
purposes.
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I. GIRIS

Uzun yillar boyunca gen tanimi ve fonksiyon g¢aligmalari i¢in memeli genomunun yaklasik yalnizca
%1-2’lik protein kodlayan kismi odak noktasini olusturmaktaydi. Fakat glinlimiizde daha ucuz ve
uygulanabilir hale gelen mikroarray ve 6zellikle de RNA dizileme teknolojileri sayesinde bu anlayisin
degismeye basladigi belirgin hale gelmistir[1]-[3]. Yeni gelistirilen teknikler ve uygulamalarla
birlikte, bir ¢ok farkli canlinin genomunda 6nceden fonksiyonu belirlenmemis ve neredeyse goz ardi
edilmis bolgelerinin yiiksek miktarda ve gesitlilikte transkripsiyona ugradigi artik bilinmektedir[4].
Viriisler konaklan ile birlikte evrimlesen organizmalar olarak, bu transkripsiyonel mekanizmalari
kullanirlar ve kendi hayat dongiileri i¢in genomlarindan uzun kodlamayan RNA’lar (long non-coding
RNA, IncRNA) iiretirler[5].

Viriisler memeli genomlarma nazaran oldukca kiigiik olan genomlarini en verimli potansiyelde
kullanmak durumundadirlar. Yapilan arastirmalarda, viriislerin intergenik transkripsiyon, alternatif
‘splicing’, cift yonlii transkripsiyon, alternatif promotdér kullanimi, ‘read through’ durmaksizin
transkripsiyon, ve yaygin transkripsiyon adi verilen mekanizmalarit kullanarak c¢esitli miktarlarda
IncRNA’lar irettikleri gosterilmistir[6], [7]. Virisler agisindan, proteinler gibi Biiyiik Doku Uyusum
Kompleksi (Major Histocompatibilty Complex, MHC) iizerinde sergilenmeyen ve kazanilmig
bagisiklik sistemi uyarmayan bu RNA’lar hiicrenin fonksiyonlarini viriis lehine diizenlemek ve
kullanmak adina oldukga avantajli bir arag-gereg¢ fonksiyonu gostermektedir.

Gilinimiizde en iyi tamimlanmis viral IncRNA’lar herpesviriis ailesine ait viriisler tarafindan
tiretilmektedir[8]. Herpesviriisler ¢ift zincirli DNA genomuna sahip, zarfli, tiirline gére 80-200 protein
kodlama kapasitesine sahip viriislerdir. Herpesviriisler bir konaga ilk kez bulastiklarinda litik faz
denilen, dokulardan ve bazi durumlarda kandan enfeksiyoz viriis partikiillerinin elde edildigi bir akut
enfeksiyona neden olurlar. iImmiin sistemin devreye girmesi ve viriis konak arasinda denge kurulmasi
ile latent faz ad1 verilen oldukga sinirli sayida genin anlatiminin yapildigi, konakta 6miir boyu siiren,
kronik bir enfeksiyon durumuna gecerler[9]. Immiin yetmezlik, stres ve degisen ¢evresel kosullar vb.
durumlarda bulunduklar latent fazdan tekrardan aktif hale geldikleri birgok viral genin anlatiminin
yapildig1 ve enfeksiy6z partikiillerin tiretildigi reaktivasyon olarak adlandirilan duruma neden olarak,
yeni hiicreleri enfekte eder ve konak viriis dengesini yeniden kurarlar[10]. Bu viriislerin konagi 6miir
boyu enfekte ettikleri latent enfeksiyon boyunca saklandiklari hiicre igerisinde immiin sistem
gozetiminden kactiklart diislintildiigiinde, viral uzun kodlamayan RNA’larin, viriislerin yasam
dongiileri acisindan Onemli oldugu ortaya c¢ikmaktadir . Viral IncRNA’larin fonksiyonlarinin
belirlenmesinin, hem hiicrenin ¢ogalma, apoptoz, dogal immiinite aktivasyonu/inhibisyonu ve
onkogenez gibi yolaklariin nasil diizenlendigini anlama, hem de viriise karsi daha yenilikgi ve
basarili terapilerin gelistirilmesi adina ne kadar elzem oldugu ortaya ¢ikmaktadir.

Bu derlemenin amaci virlisler tarafindan kodlanan uzun ve kisa kodlamayan RNA’larin iiretim
mekanizmalarina gore siniflandirilmasi ve fonksiyonel agidan hiicredeki etki mekanizmalarini giincel
literatiirde bulunan c¢aligmalar 1s18inda degerlendirmektir. Sekil 1°de viriislerin hiicrenin ¢esitli
yolaklarin1 viriis lehine diizenlerken kullandiklar1 bazi kodlamayan RNA’lar ve etkilesimleri
gosterilmektedir. Burada gosterilen ¢esitli 6rnekler metnin devaminda detaylandirilmistir. Derleme
kapsaminda bu 6rneklerin yaninda kodlamayan RNA’larin kesfinde ve nasil ¢alistiklarini belirlemede
kullanilan farkli dizileme ve antisense temelli purifikasyon metotlari incelenmistir.
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Sekil 1. Viral kodlamayan RNA larin viriis yasam dongiisiine etki mekanizmalari. Enfeksiyon sonrasinda ¢egitli
mekanizmalarla tiretilen viral ncRNA lar hiicrenin proliferasyon, transkripsiyonun diizenlenmesi, epigenetik
modifikasyonlar, miRNA biyogenezi ve hedef gene yoneltilmesi, immiin sistemin baskilanmasi ve apoptozun
inhibisyonu gibi mekanizmalarini etkiler ve hiicre ici ortami viriis lehine optimize ederler. Bu stirecler
sonucunda onkogenik potansiyele sahip viriislerin enfeksiyonlarinda viral ncRNA lar tiimor olusumunu ve
gelisimini tetikleyici etki gésterirler. HSV: Herpes Simpleks Viriis, LAT: Latens Iliskili Transkript, AdV:
Adenivriis, VA RNA: Viriis Iliskili RNA, EBV: Epstein-Barr Viriisii, EBER: Epstein-Barr Virtisii Iliskili RNA,
HVS: Herpesviriis Samiri, HSUR: HVS U zengin RNA, MHV68: Murine Gammaherpesvirtis 68, TMER: tRNA-
miRNA kodlayan RNA, KSHV: Kaposi Sarkomu Iliskili Herpesviriis, PAN: Poliadenillenmis Niiklear RNA,
hCMV: Insan Sitomegaloviriis, PKR: Protein Kinaz R, TLR: Toll benzeri reseptor, RIG-I: Retioik asit indiiklenen
gen 1, NFkB: Nuklear Faktor Kappa B, PAX5: Paired Box 5. Sekil Biorender’da (https://biorender.com/)
olusturulmustur.

Il. URETIM MEKANIiZMALARINA GORE VIiRAL
KODLAMAYAN RNA’LAR

Genellikle IncRNA’lar i¢in boyut agisindan goreli bir esik olarak 200 niikleotidlik bir alt limit
belirlenmis durumdadir. Ancak viriisler tarafindan iiretilen Adenoviriis (AdV) kokenli VA (Viral-
Associated) RNA’lari[11], Epstein-Barr Virisii (EBV) kokenli EBER (Epstein-Barr virus Encoded
small RNA)’ler[12] ve Murid Gammaherpesviriis 68 (MHV68) kokenli TMER (tRNA-linked
MiRNA encoding RNA) elementleri[13], yaklagik 160-220 niikleotid boyutlarindadir ve bu derleme
kapsaminda viral kodlamayan RNA’lar icerisinde bahsedilecektir. Kiigiik kodlamayan RNA’lar
denildiginde ilk akla gelen tiir olan mikroRNA’lar bu derlemeye IncRNA’lar ile olan etkilesimleri
haricinde dahil edilmemigtir. Viral miRNA’larin fonksiyonlar1 ve {iretim mekanizmalar1 cesitli
derlemelerde incelenmistir[14]-[18].

Bu baglamda viral IncRNA’lar sentezlendikleri mekanizma acisindan RNA polimeraz II (pol II) ve
RNA polimeraz I1I (pol III) iiriinleri olarak genel itibariyle uzun ve kisa kodlamayan RNA’lar seklinde
iki smifa ayrilabilirler. Fakat bu tanimin istisnasi olarak Herpesviriis samiri’nin kodladigi, 80-140
niikleotid uzunlugunda HSUR (Herpesvirus Samiri U-rich RNA) elementleri[19]-[21] RNA pol 1l
tarafindan sentezlenir ancak kisa kodlamayan RNA’lar olarak tanimlanabilirler.
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A. RNA POL IIl TARAFINDAN SENTEZLENEN VIRAL KODLAMAYAN
RNA’LAR

Hiicre tarafindan tRNA’larin sentezi i¢in kullanilan RNA pol III promotorleri ¢evresel sinyallere ¢ok
daha az duyarlidir ve siirekli olarak yiiksek miktarlarda RNA {iretebilme kapasitesine sahiptir[22]. Bu
ozellikleri dolayist ile gesitli virtislerin bu transkripsiyonel mekanizmay1 kullanarak hiicreyi kendi
lehine manipiile etmek igin RNA iiretmesi hem ilging hem de viriis agisindan oldukga verimli bir
yontem teskil etmektedir. Konak tarafindan iiretilen Pol III {iriinii ncRNA’larin 7SL ve U6 gibi en
bilinen o6rnekleri (tRNA’lar ve 5srRNA haricinde) riboniikleoproteinlerin katlanmasinda, farkli
subunitlerin bir araya gelmesinde iskele gorevi gormesinde ve ‘splicingin’ gergeklesmesinde rol
oynamaktadirlar. Viral kokenli pol III ncRNA’lar1 benzer fonksiyonlar1 viriis lehine ydnetmenin
yaninda ‘decoy’ olarak tanimlanan yaniltict ve inhibe edici molekiiller olarak gorev yaparlar[23].
Kiiciik gen yapilar1 dolayistyla viral genomda sinirhi yer kapladiklarindan viriisler igin avantaj
saglarlar.

Adenovirusler (AdV) dogada farkli serotiplerde oldukga yaygin olarak bulunan ve solunum yolu
enfeksiyonlarina neden olan viriislerdir. Ayrica giinimiizde hem gen terapi hem de asilamalarda
(Covid19 agilarindan Sputnik V ve Oxford AstraZeneca gibi) vektor olarak kullanilan bu viriislerin
viral uzun kodlamayan RNA’lariin fonksiyonlarini anlamak 6énemlidir. AdV tarafindan iiretilen ve
yaklasik 160 niikleotid uzunlugunda olan VA I ve II RNA’lari enfekte hiicrede 107 gibi oldukca
yiikksek bir kopya sayisina ulagmaktadir. Bu RNA’larin delesyonlar1 viriisiin in vitro biiytime
kinetigine etki etmemektedir ve ayrica VA mutant AdV’nin in vivo ‘daki fonksiyonu bilinmemektedir
[24]. Hiicre i¢i dogal immiin sistemin 6nemli sensorlerinden biri olan ¢ift zincirli RNA sensorii Protein
Kinase R (PKR) inaktivasyonuna neden olmanin[25] yaninda VA RNA pargalanarak miRNA dizileri
ortaya ¢ikarmaktadir[26]. Hiicre i¢inde yiiksek miktarda Ago proteinine yerlesmis halde VA T’den
olusan miRNA ve kok dizisinin hedefledigi mRNA’lar bulunmaktadir[27].

Epstein-Barr Viriisii (EBV) neredeyse biitiin diinya popiilasyonunu enfekte eden ve Burkitt lenfoma,
Hodgkin lenfoma ve nazofarenks kanseri gibi cesitli kanser tiirlerinin gelisimi ile iliskili bir viriistiir.
Hig bir viral protein anlatiminin yapilmadigi durum da dahil olmak iizere, birden fazla latent formu
(Latency 0, I, II, III) bulunmaktadir ve EBER I ve II adi verilen yaklasik 170 niikleotid
biyiikligiindeki ncRNA’lar EBV’nin biitiin latent formlarinda yiiksek miktarda bulunurlar[28].
Niiklear RNA’lar olarak tanimlanmalarina ragmen sitoplazmada ve ekzozomlarda yaygin olarak
bulunduklar1 gosterilmistir[29]. PKR ve RIG-I gibi 6nemli dogal immiin sistem sensorlerine
baglanarak hiicrede onkogenezin gelismesinde rol oynarlar[30], [31]. EBER 2 RNA’st EBV
genomundaki ‘terminal repeat’ adi verilen ug tekrar dizilerinden iiretilen yeni transkriptlerle esleserek,
B hiicreleri gelisimi i¢in 6nemli olan transkripsiyon faktorlerinden PAXS proteinini EBV genomuna
getirir ve viral gen anlatiminin diizenlenmesini saglar. EBER2’nin yok edildigi durumlarda ise viral
gen ekspresyonu ve dolayisiyla hiicreden viriis tiretimi 6nemli diizeyde diismektedir[32]. Genel
paradigma, EBV’nin naif B hiicrelerini enfekte ederek, bu enfekte hiicreyi daha uzun siireli
kalabilecek oldugu hafiza B hiicresine doniistiirdiigii yoniindedir. Bu siiregleri yonetirken kullanmig
oldugu ncRNA fonksiyonlarinin belirlenmesi hem EBV kaynakli kanserlerin tedavilerine katki
saglamada hem de B hiicresinin immiin yanittaki gelisim evrelerinin anlagilmasinda biiyilk 6nem
tasimaktadir.

Murine gammaherpesviriis 68 (MHV68) dogal olarak tarla ve orman faresi gibi kemirgenleri enfekte
eden ve laboratuvar farelerinde de gammaherpesvirus enfeksiyonlarimi ve patogenezini incelemek i¢in
model olarak kullanilan bir viriistiir. Farelerde tipki insan gammaherpesviriislerindekine benzer
hastaliga ve lenfomalara neden olmaktadir[33]. MHV68 genomunun ilk 6 kb’lik kisminda 8 adet
tRNA geni tanimlanmistir ve bu tRNA’lar yapilan ilk analizlere gore bulundurduklar1 antikodona ait
amino asit ile yiiklenmemektedirler[34]. miRNA’larin kesfi sonrasinda yapilan analizlerde, bu
tRNA’larm hemen sonrasinda bir ya da iki adet ‘stem-loop’ adi verilen pre-miRNA yapisina sahip
diziler barindirdiklart goézlemlenmistir[35], [36]. Genel kabul goren miRNA biyogenezi sirasinda,
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RNA pol Il ile tiretilen 6nctil pri-miRNA dizileri 6nce niikleusta Drosha kompleksi ile sonrasinda
Dicer ile sitoplazmada kesilerek olgun miRNA’lar1 olustururlar ve RISC (RNA-Induced Silencing
Complex) igerisine yerlesirler. RISC makinasi igerisinde yer alan miRNA’lar genellikle kok dizisi
araciligi ile hedef genleri taniyarak, translasyonel baskilamasini saglarlar [37]. Normal yolaktan farklt
olarak, MHV68’de her bir tRNA promotér gorevi gorerek bu tRNA-miRNA hibrid dizilerini tiretir ve
RNaz Z ve Dicer araciligiyla kesilmeleri sonucu (Drosha’dan bagimsiz bir bigimde) toplamda 28 adet
olgun miRNA ortaya ¢ikar [38]. Dolayisi ile hem tRNA hem de miRNA dizileri iceren yaklasik 200
niikleotid uzunlugundaki bu RNA molekiillerine tRNA miRNA Encoding RNA’ kisaltmasi olarak
TMER adi verilmistir. Bu dizilerden TMER4 barindirdigi miRNA dizilerinden bagimsiz olarak
viriislin latent enfeksiyon olusturma kabiliyetini etkilemektedir. miRNA dizileri mutasyona ugratilmis
fakat ikincil yapist korunmus olan TMER4 mutant viriis yabani tip viriisten bir farklilik gdstermezken,
TMERA4 ikincil yapisin1 bozan mutasyonlar viriisiin ilk girdigi lenfoid dokudan dalaga gecisini yiiksek
oranda durdurmustur[39]. Viral ncRNA’lar miRNA biyogenezi ve degisik sinyal yolaklarinin
aktivasyonu/ inhibisyonu gibi hiicrede birden fazla mekanizma igerisinde yer alabilirler. Sasirtict bir
bicimde TMER4 mutasyonunun viral yayilmay1 inhibe edici bu fenotipi, EBV EBER-1’in TMER4
yerine konulmasi ile ortadan kalmaktadir[40]. Bu iki farkli viriisiin dizi agisindan birbirine benzerlik
gostermeyen ancak ikincil yapilarinda kismi oranda benzerlik gosteren RNA’larinin birbirlerinin
fonksiyonel homologlar1 gibi davranmalari, bize ncRNA’larin viriis biyolojisinde ne kadar temel bir
gorev listlendigini ve dizi benzerliginin bu tiir olgular1 anlamada ne kadar yetersiz kaldigini gostermesi
agisindan ¢ok 6nemlidir.

B. RNA POL II URUNU KISA KODLAMAYAN RNA’LAR

Yine gammaherpesviriis ailesine ait olan, yeni diinya maymunlarim1 enfekte eden ve T hiicresi
lenfomalarina neden olan Herpesvirus Samiri (HVS), latent enfeksiyon sirasinda HSUR adi verilen
kiigiik niiklear RNA’lar iiretmektedir[19]. Yukarida kisaca deginildigi gibi HSUR’lar RNA pol II
tarafindan tretilirler ve biyogenez ve yapilari itibari ile ‘spliceosome’ da gorev alan snRNA’lara (U1,
U2 snRNA gibi) benzerler ve polyA kuyruklar1 yoktur. Niikleusta iretilip sitoplazmaya transfer
olurlar, 5’ trimetil guanin sapka yapisini kazanarak tekrardan niikleusa geri donerler[41]. HSUR1,
miRNA 27 ailesi tiyelerinin kok dizileri ve 3° uglarina giiclii bicimde baglanir ve parcalanmasini
saglar. T hiicrelerinde kullanilabilir halde olan miR 27°nin azalmasi T hiicresi aktivasyonunun uzun
stireli olmasina neden olur ve dolayisiyla viriis kaynakli onkogenezin olusumuna katki saglar[42].
HSUR?2 ise G1-S hiicre dongiisii gecisi ve hematopoietik kok hiicre gelisimi i¢in 6nemli genleri
hedefleyen miR142-3p ve miR16’ya baglanarak bu miRNA’larla yiiklii olan RISC kompleksini
virlisiin latent fazda kalmasina katkist olan hedef mRNA ’lara yonlendirmektedir[43].

C. RNA POL II TARAFINDAN SENTEZLENEN VIRAL UZUN KODLAMAYAN
RNA’LAR

Ustte verilen drneklerdeki gibi RNA pol III tarafindan sentezlenen ncRNA’larin disinda, viriisler RNA
pol 1I tarafindan iiretilen 5° sapka ve polyA kuyruguna sahip IncRNA’lar da iiretmektedirler. insan
sitomegaloviriis (cytomegalovirus, hCMV) ile enfekte hiicrelerde viral kokenli RNA transkripsiyonun
yaklagik tcte ikisini 4 adet kodlamayan RNA (RNA2.7, RNA1.2, RNA4.9 ve RNAS5.0) teskil
etmektedir[44]. Bu RNA’lardan RNA2.7 mitokondriyal solunum zinciri kompleksi 1 proteinine
baglanarak enfekte hiicrede ATP sentezinin stabil kalmasini saglar ve apoptozu baskilar. RNA1.2 NF-
kB aktivasyonunu bloke ederek, proinflamatuvar sitokin salinimin1 6nler[45], [46].

Herpes Simpleks Viriis 1 (HSV) tarafindan iiretilen Latens Iligkili Transkript (Latency-Associated
Transcript, LAT) viral kodlamayan RNA’larin en bilinen Ornekleri arasindadir. Yaklasik 8.3 kb
biiyiikliigiindeki primer LAT RNA’s1 ‘splicing’ sonrast 2.0 ve 1.5 kb biiyiikliigiinde 3’ kuyruga sahip
kismi olarak halkasal, ‘kement’ (lariat) adi verilen stabil intronik RNA’lar olustururlar ve enfekte
hiicrelerde yiiksek miktarda birikmis halde bulunurlar[47]. LAT transkripti viriisiin reaktivasyonu igin
gereklidir. HSV-1 ve HSV-2 LAT RNA’larmin birbiriyle degistirilmesi sonucu enfekte tavsan
gozlerinden genital HSV-2’ye benzer bir reaktivasyon sikligi gozlemlenmistir. LAT+ virlsle enfekte
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noronlarda apoptoz baskilanirken, LAT- viriis enfeksiyonunda yiiksek miktarda apoptoz gerceklestigi
gosterilmistir[48]. LAT transkripti ayrica Drosha ile islenmesi sonrast viral miRNA’lart
olusturmaktadir. Bu miRNAlar aktivator fonksiyona sahip viral proteinlerin anlatimimi baskilayarak
virlisiin latent fazda kalmasini saglamaktadir[49]. LAT ve viral miRNA haricinde herhangi bir viral
gen anlatimimin gézlemlenmedigi HSV-1 enfeksiyonlarinda bu kodlamayan RNA’larin fonksiyonlari
viriisiin reaktivasyonu ve latent fazda kalmasi agisindan 6nemi oldukga biiyliktiir. Halen HSV-1
genomunun LAT bolgesinden ¢esitli RNA’larin varligit RNA dizileme yontemleri ile gosterilmekte ve
fonksiyonel ¢alismalar yapilmaktadir[50].

Kaposi Sarkomu Iliskili Herpesvirus (KSHV) insanlarda en son kesfedilen herpesviriistiir. AIDS gibi
immiin yetmezlik durumlarinda Kaposi Sarkomuna neden olur. Bunun yaninda birden fazla lenfoma
cesidinin gelisimi ile iligkilidir. KSHV litik enfeksiyonda PAN adi verilen 1.1 kb boyutunda polyA
kuyruguna sahip niikleer (PAN) bir RNA sentezler. PAN RNA litik enfeksiyon sirasinda hiicrede
bulunan viral RNAlarin %80’nini olusturmaktadir ve niikleusta oldukca yiliksek seviyelerde
birikir[51], [52]. Viral transkripsiyon aktivator proteinini ve hiicresel transkripsiyon makinasini
genomda PAN lokusuna getirerek viral genlerin anlatiminin yapilmasini saglar. PAN RNA interferon
diizenleyici faktor 4 (IRF4) ile etkileserek immiin modulatér genlerin anlatimini baskilar[53]. Latent
fazdaki en Onemli protein olan LANA ile etkileserek reaktivasyon sirasinda LANA’nin viral
genomdan ayrismasini tetikler[54]. KSHV PAN RNA’sinin yaninda heniiz yeni tanimlanmis olan
yaklagik 10 kb biiyiikligiinde viral genomda latent genlere ve miRNA’lara antisense olan ALT
(Antisense Latency Transcript) adi verilen bir RNA kodlamaktadir[55]. HSV-1, EBV, MHV68 gibi
diger herpesviriislerde de yaygin olarak bulunan bu RNA’larin anlatim diizeylerinin diisiik olmasi,
yalnizca latent donemde gozlemlenmeleri, biiyiik boyutta olmalar1 ve bulunduklart lokusun kompleks
olmasi gibi nedenler dolayisi ile heniiz fonksiyonlar1 tam olarak anlagilamamistir. Ancak birbirinden
farkli viriislerde bu tir RNA’larin bulunmasi antisense transkripsiyonun viriislerdeki 6nemini
gostermektedir ve daha detayli ¢aligmalarin yapilmasi gerekliligini ortaya koymaktadir.

Alfaherpesviriis ailesinden kanatlilarda Marek’s hastaligi olarak bilinen T hiicresi lenfomalarina neden
olan Marek’s Disease Virus (MDV) kendi telomer RNA (TR) sablonunu kodlamasi agisindan ilgingtir.
Viral TR (vTR) yaklasik 400 niikleotid uzunlugundadir ve tavuk TR genine yiiksek oranda homoloji
gosterir. vVIR’1n ikincil yapisinda bulunan varyasyonlarin telomeraz aktivitesini konagin TR dizisine
nazaran 3 kat arttirdig1 gézlemlenmistir. Konak TR dizisinin vTR ile degistirildigi mutant virtsler in
vitro ortamda biiyiime agisindan bir farklilik gostermezken, enfekte konakta onkogenez ve
transformasyon agisindan %50 oraninda diisiis gosterdigi saptanmistir[56]. Telomeraz aktivitesinin
kanser olusumundaki 6nemi g6z oniinde bulunduruldugunda, MDV vTR’m viral patogenezdeki rolii
olduk¢a 6nemlidir.

Nazofarenks kanser orneklerinde ve hiicre hatlarinda EBV genomunun restriksiyon enzimi kesimi
haritasina gore isimlendirilmis olan ‘BamH1 Rightwards’ bolgesinden BART adi verilen yiiksek
sayida alternatif ‘splicing’ izoformu gosteren ve genellikle niiklear fraksiyonda bulunan RNA’lar
kesfedilmistir[57], [58] . BART transkriptlerinden bazilari muhtemel ORF dizilerine sahip olmasina
ragmen, bu RNA’lar genel olarak pri-miRNA olarak 44 adet EBV miRNA olusumunda goérevlidir[59],
[60]. Ayrica niiklear olan transkriptlerin cDNA olarak EBV negatif hiicre hatlarinda anlatiminin
yapilmasi, c-myc yolaginin aktivasyonu ve XBP1’in azalmasi gibi kanser gelisiminde onemli
transkripsiyonel degisikliklere neden olmaktadir[61]. Ilging olan detaylardan bir tanesi ise giiniimiizde
yaygin olarak laboratuvarda kullanilan sus olan B95-8 EBV’nin, BART lokusunun énemli bir kismini
icermemesidir[62]. Ancak bu sus EBV’nin B hiicrelerini in vitro ortamda transforme etmesi agisindan
yeterlidir. Dolayisi ile latent donemde yiiksek miktarda anlatimi yapilan miRNA ve IncRNA’lar
icermeyen bir virlisiin in vitro ortamda etkin bi¢imde transformasyona neden olurken, dogadaki
izolatlarmin korunmus bir sekilde bu RNA’lar1 bulundurmasi oldukga ilgingtir. Bu yiizden EBV
kokenli kanserlesmelerde ncRNA etkileri molekiiler yolaklar1 agiklamasi agisindan detayl
arastirilmasi gereken konulardan biridir.

MHV68 bize transkripsiyonel cesitliligi in vivo’da inceleme imkani sunan bir model organizmadir. ilk
genom analizinden bu yana, cesitli arastirmalarda transkripsiyonel olarak bildigimizden daha karmasik
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bir yapisi oldugu gosterilmistir[7], [34], [36]. Yeni tanimlanmus transkriptlerden bir tanesinin hem
miRNA kodlayan 3 adet TMER’e antisense olmasi hem de latent enfeksiyon agisindan B hiicresi
sinyal yolaklarin1 diizenleyen M2 proteini ve kemokin baglayan M3 proteini ile ayni lokusta
bulunmasi agisindan dnemli bir rol oynadigi diistiniilmektedir[63]. M3 ve M2 genleri ile ist {iste
bulunan M3-04 adi verilen bu transkript polyA kuyruguna sahip olmasi ve niiklear fraksiyonda yer
almasi dolayis1 ile IncRNA gibi islev gordiigii tahmin edilmektedir. Antisense miRNA’lardan iki
tanesinin mutasyonu ile M3-04 seviyesinin arttig1 ve in vivo’da bu mutant viriisiin daha yiiksek bir
litik viriis titrasyonu gosterdigi gozlemlenmistir[63]. Viriislerde yaygin olarak bulunan benzeri
IncRNA’larin fonkisyonel olarak analizinin yapilmasi sonucu viral kdkenli kodlamayan RNA’larin
hiicrede hangi yolaklar1 nasil etkilediklerini ortaya ¢ikarmak miimkiindiir. Bu mekanizmalarin aciga
cikarilmasi viral kaynakli hastaliklarin teshis ve tedavilerinde kullanilacak ilag, as1, biyosensor gibi
iirlinlerin gelistirilmesine olanak saglayabilirler.

D. RNA GENETIK MATERYALINE SAHIP VIRUSLERIN URETTIGi
KODLAMAYAN RNA’LAR

Konu {iizerindeki genel anlayiglardan bir tanesi, RNA’y1 genetik materyal olarak kullanan viriislerin
miRNA ya da IncRNA gibi RNA temelli diizenleyici mekanizmalari kullanmadigi yoniindedir.
Kodlamayan RNA’nin islenmesi ve kullanilmasi siirecinde Drosha gibi ¢esitli niikleaz aktivitesi
gosteren enzimlerin bulunmasi viral genomun biitlinliiglinii ve miktarini tehlikeye atacagindan, RNA
genoma sahip olan ya da retroviriisler gibi bir RNA araciya ihtiyag duyan viriislerin, bu mekanizmalari
kullanmaktan kagindiklar1 hipotezi yaygin olarak kabul gérmektedir. Ancak RNA genoma sahip
viriisler ve retroviriisler subgenomik RNA molekiilleri iireterek bu olguya istisnai durumlar ortaya
koymaktadir. En bilinen orneklerden birisi olan Bovine Leukemia Virus (BLV), tRNA benzeri
promotdrler araciligi ile kiiciik RNA’lar kodlar ve bu RNA’lardan miRNA’lar iireterek timor
olusumunda rol alan mRNA’lar1 hedefler[64]. Insan bagisikhik yetmezligi viriisii (Human
Immunodeficiency Virus, HIV) miRNA benzeri sa¢ tokasi yapisini andiran Transaktivasyon Yanit
(Trans-Activation Response, TAR) dizileri bulundurmaktadir. TAR dizisini igeren RNA molekiilleri
dogal bagisiklik sensorii Portein Kinaz R (PKR) yolagini inhibe ederek viriisiin ¢ogalmasina katki
saglar[65]. Pozitif anlamli tek zincirli RNA viriislerinden flaviviriisler genomlarimin 3’ uglarinda
yiiksek derecede ikincil katlanmalar gdsteren bir UTR kismu igerirler. Bu 3 UTR’ler ekzoniikleaz
aktivitesine direngli oldugundan XNR1 degradasyonundan etkilenmezler. Boylelikle hiicrede yiiksek
miktarda, yaklagik 300-500 niikleotid uzunlugunda subgenomik flaviviriis RNA’s1 (sfRNA) birikir. Bu
kiiciik parcalanmayan sfRNA’lar hiicrede RNAi yolaklarin1 doyurur, dogal bagisiklik sensorlerinden
interferon tiretimini tetikleyen RIG-1 (Retinoic acid Inducible Gene 1) aktivasyonunu bloke eder[66]
ve flavivirus enfeksiyonu ve patogenezi i¢in 6nemlidir[67].

I11. KODLAMAYAN RNA’LARIN KESFINDE VE
FONKSiYONUNUN BELIiRLENMESINDE KULLANILAN
YONTEMLER

Viral genomlarda bulunan kodlamayan RNA’lar1 kesfetmek i¢in Illumina temelli RNA dizileme
yontemleri smirli seviyede kalmaktadir. Illumina yaklasik 150-300 baz araliginda bulunan
kiitiphaneleri yiiksek dogrulukta dizileme yapabilir[68]. Anlatim1 yapilan DNA’nin hangi zincirinden
RNA iiretildigini bilmek ve ‘splice’ noktalar1 net bigcimde bulmak i¢in alternatif yontemlere ihtiyag
duyulmakta ve gelistirilmektedir. Dolayisi ile, karmasik transkriptomlari ¢éziimlemek igin son yillarda
Pac Bio SMRT (Single Molecule Real Time) ve Oxford Nanopore gibi uzun molekiilleri dizileme
(Long Read Sequencing; LRS) teknikleri kullanilmaktadir[69]. O’Grady ve ark. gelistirdigi TRIMD
(Transcriptome Resolution through Integration of Multi-platform Data) adi verilen biyoinformatik
panelde, (i)[llumina, (ii)PacBio SMRT dizileme ve (iii)5’ deepCAGE dizilime yontemleri kullanilarak
sirastyla (i)genel RNA miktar1 ve ekzon-intron birlesim noktalari, (ii) karmasik uzun izoformlar ve
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(iii)transkripsiyon baslangi¢ noktalar1 belirlenmistir. Daha sonra bu ¢oklu veri kiimeleri TRIMD ile
birlestirilerek transkriptler tanimlanmistir. EBV, MHV68, KSHV ve HSV-1 genomlarinda yeni
kesfedilen alternatif mRNA formlarinin ve uzun kodlamayan RNAlarmn analizi yapilmistir[70]-[72].
Uzun molekiilleri dizileme (LRS) analizleriyle herpesviriis, retroviriis, baculoviriis ve poxviriis gibi
ailelere ait baska viriislerin de transkriptomik analizleri yapilmistir[69], [73], [74]. Bu analizlerin
sonucunda ortaya g¢ikan temel bulgular, antisense transkripsiyonun, ¢ok genli transkriptlerin, ‘read
through’ ad1 verilen bilinen polyA sinyal dizilerinin iistiinden gegen transkriptlerin ve iist liste binen
(overlap) transkripsiyonun oldukc¢a yaygin olarak viriisler tarafindan kullanildigin1 goéstermektedir.

Gen anlatiminin kantitatif olarak ol¢limiiniin yapildigi qRT-PCR analizlerine dayali viral ncRNA
caligmalari, transkripsiyonel acidan olduk¢a karmasik olan bu viriisleri anlamada yeterli olmayacaktir.
Dolayist ile Northern blot yontemini kullanarak tizerinde ¢alisilan RNA izoformuna yonelik mutasyon,
SIRNA dizayn: ya da dizi spesifik qRT-PCR primer dizayni yapmak daha anlamli sonuglar almak
acisindan Snemlidir[75]. Ozellikle kompakt genomlu viriislerdeki IncRNA spesifik fonksiyon
caligmalart icin ise yalnizca siRNA ve shRNA temelli ‘knockdown’ yontemlerine dayali kalmak
yerine poliadenilasyon sinyal dizilerini kullanarak kisaltilmig transkriptler ya da promotor
mutasyonlari olusturarak elde edilen verileri desteklemek gerekmektedir. Burada géz oniine alinmasi
gereken noktalardan bir tanesi ncRNA fonksiyonlarinin biiyiikk ¢ogunlugunun niikleus igerisinde
gerceklestigi diisiiniiliirse, sitoplazmik RNAi temelli siRNA ya da shRNA yontemleri transkript
seviyesini diisiirmede yetersiz ya da etkisiz kalabilir. CRISPR temelli ‘knockout’ modelleri ya da
hiicrede dogal olarak var olan RNAz H yardimiyla, niikleotidleri modifiye edilmis antisense
oligoniikleotidler (ASO) kullanarak IncRNA seviyeleri deneysel olarak azaltmak daha verimli bir
yontem sunabilir.

Fonksiyon c¢alismalarinda yaygin olarak kullanilan yoOntemlerden birisi de RNA dizisine
komplementer biotinlenmis oligoniikleotid problar kullanilarak gerceklestirilen biyokimyasal
analizlerdir[76], [77]. ‘RNA Antisense Purification’ (RAP), ‘Chromatin Isolation by RNA
Purification’ (Chirp), ‘Capture hybridization analysis of RNA Targets’ (CHART) gibi teknikler temel
olarak RNA’ya baglanan faktorleri, RNA spesifik problar araciligiyla saflastirmaya dayalidir. Fikse
edilmis hiicrelerden izole edilen RNA’nin etkilesimde oldugu proteinler ve DNA segmentleri
ayristirilir, proteinler i¢in kiitle spektrometresi, DNA i¢in dizileme yontemleri ile RNA’nin baglandigi
faktorler belirlenebilir. Bu tiir analizler yapilirken dikkat edilmesi gereken 6nemli bir husus RNA’nin
acikta olan kisimlarinin bulunmasidir. Eger {izerinde galigilan RNA molekiilii yiiksek miktarda protein
ile kapatilmis durumda ise gesitli RNaz enzimleri kullanilarak prob dizayn edilmesi gerecken bolgeler
bulunmak zorundadir[78]. ncRNA biyolojisinde cevaplanmasi gereken sorular bahsedilen tekniklerin
kombinasyonlari kullanilarak aragtirilmaya ¢alisilmaktadir.

V. TARTISMA VE SONUC

Kodlamayan RNA’lar memelilerde ve bu hiicreleri enfekte edebilen virlislerde yaygin olarak
gozlenmektedir. Bu derlemede bahsi gecen biiyiik ¢ogunlugunu herpesviriislerin kodladigi viral
kodlamayan RNA oOrnekleri biiyiiklikleri ve tiretildikleri transkripsiyon mekanizmalar1 ag¢isindan
degerlendirilmistir. RNA molekiillerinin dizi spesifik etkilesimlerle DNA’ya baglanabilme ve
olusturduklan ikincil ve ti¢linciil yap1 araciligryla proteinlerle etkilesme 6zellikleri bulunmaktadir. Bu
nedenle hem konak hem de viriis tarafindan c¢esitli yolaklarda RNA’lar1 diizenleyici faktdrler olarak
gormekteyiz. Genel olarak, viral kodlamayan RNA’lar viral latent enfeksiyonun devamliliginin
saglanmasi, apoptozun baskilanmasi, timor gelisiminin tetiklenmesi, immiin sistemden kagis gibi
viriise avantaj saglayacak yolaklarda rol oynamaktadir. Cesitli viriisler farkli dizilerde kodlamayan
RNA’lar iireterek benzer hiicresel mekanizmalari etkilemektedir.

Son yillarda kullanilan ‘derin’ dizileme teknikleri RNA iiretiminin ne kadar yaygin oldugunu
gostermistir. Ribozom profilleme deneylerinde translasyona ugramadiklar1 gosterilmis olan ya da
biyoinformatik analizlerde anlamli bir okuma ¢er¢evesi (ORF) bulundurmayan RNA’larin hiicredeki
hangi mekanizmalar1 etkiledikleri heniiz detayli olarak bilinmemektedir. Viriislerin irettigi
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ncRNA’larin karakterizasyonunun yapilmast ve fonksiyonlarmin belirlenmesi bize yeni tedavi
yontemlerinin gelistirilmesinde cesitli fikirler ve oneriler sunabilir. Ornegin EBV kokenli EBER ler
ekzozomlarda bulunduklarindan viral kaynakli tiimorlerde serumdan taranabilirler ve bu kanserlerde
biyosensor olarak kullanilabilirler. HSV-1 kokenli LAT transkripti latent néron hiicrelerinde viriisiin
irettigi tek {irlindiir. Antisense oligoniikleotid ya da CRISPR gibi yontemlerle LAT anlatimi
engellendiginde, viriisiin reaktivasyonuna ve HSV-1 kaynakli hastaliklara ¢6ziim aranabilir. Bir diger
yandan viral ncRNA’lar gosterdikleri etkiler dolayisi ile baska hastaliklarin tedavisinde kullanilabilir
mi sorusu da 6nemli bir arastirma alani olusturmaktadir. Viriisler immiin sistemi baskilama ya da
immiin sistemden ka¢cma Ozellikleri acisindan oldukca basarili stratejiler gelistirmislerdir. Bu
ozellikleri barindiran viral ncRNA’larin potansiyelleri degerlendirilmelidir. Ornegin AdV kokenli VA
RNA’larinin ve EBV kokenli EBER RNA’larinin PKR sensorii araciligryla immiin sistemi inhibe edici
etkisi bulunmaktadir. Bu tiir viral ncRNA’lar otoimmiin hastaliklar gibi durumlarin tedavisinde
kullanilabilir. Bu yaklagimlarin gerceklik kazanabilmesi i¢in daha fazla caligmaya ihtiyag
duyulmaktadir.

Hem viriis hem konak ag¢isindan, IncRNA ya da iiretilen RNA’lar kapsaminda her zaman g6z oniinde
tutulmas1 gereken konulardan bir tanesi etki mekanizmasinin iiriin mii yoksa siire¢ mi kaynakl
oldugudur. Genomda ¢ok yaygin olarak goriilmesi ve bazi durumlarda diisiik kopya sayilarina sahip
olmalar1 gibi sebeplerden dolayi, olusan RNA firiinlerinin fonksiyonel olmadigi durumlarda
mevcuttur. Bu tiir durumlarda IncRNA’lar antisense oligoniikleotidler aracilifiyla yok edildiginde
herhangi bir degisiklik gozlemlenmemekte ancak IncRNA’nin promotdrii mutasyonlarina
ugratildiginda etki gozlenmektedir. IncRNA’nin kendisi degil fakat aktif bicimde transkripsiyona
ugramasi, yakininda bulunan genlere RNA pol II'nin getirilmesi, kromozomda ilmek yapilar
olusturarak transkripsiyon arttirict ‘enhancer’ bolgelerinin yakinlagtirilmasi ve epigenetik modiilator
enzimlerin bolgeye getirilmesi gibi siirecler icin 6nemli olabilir. Ornegin insiilin benzeri biiyiime
faktorii 2 reseptorii (Igf2r) geninin ‘imprint’ edilmesi Airn IncRNA’sinin transkripsiyonuna baglidir.
Airmn IncRNA’simmin promotdrii mutasyona ugratildiginda ‘imprinting’ inhibe edilmis fakat Airn
geninin asagi bir bolgesinde poliadenilasyon sinyali konuldugunda ve kisaltilmis bir transkript
tirettirildiginde normal ‘imprinting’ gézlemlenmistir[79]. Dolayisi ile IncRNA’nin kendisi degil aktif
olarak transkribe edilmesi bir etki mekanizmasi olusturmaktadir. Bu olgu viral kodlamayan RNAlarin
fonksiyonlari incelenirken dikkat edilmesi gereken 6nemli hususlardan biridir.

Virus patogenezi ve biyolojisi ¢aligmalarinda mutasyonlar yaygin olarak kullanilmaktadir. Giiniimiize
kadar ¢ok cesitli viriis ailelerinde viral genlerin fonksiyonlarin1 anlamak i¢in insersiyon ve delesyon
mutasyonlar1 olusturulmus ve bu mutant viriislerin fenotipik degisikliklerini agiklarken genellikle
proteinlerin gorevli oldugu diisilincesi ile hareket edilmistir. Viral transkriptomlarin karmasikligini géz
onilinde bulunduracak olursak, viral proteinlere atfedilen fenotipik 6zelliklerin belki de bir kisminin
ncRNA fonksiyonu kaynakli oldugu ihtimali degerlendirilmelidir. Viral genomlarin genler agisindan
yogunlugu da diislintildiigiinde, mutant virlis olusturmada lokuslarin ncRNA iiretme potansiyeli
incelenmelidir. Lokustan {iretilen proteinin mi yoksa ncRNA’nin mu etki gosterdigini agik¢a ortaya
koyabilecek olan mutasyonlar ve deneyler tasarlanmalidir.

IncRNA’larin dizi noktasinda diisik miktarda homoloji gdstermeleri, ¢esitli viriislerde ¢ok cesitli
dizilere sahip ncRNA’larin (Tablo 1) fonksiyonlari agisindan ortak paydalarin bulunmasi adina zor bir
problem teskil etmektedir. Bu hususta viral kodlamayan RNA fonksiyon ¢aligmalarinda samanlikta
igne aramaktan cok ileri olmasak da yapilan aragtirmalarda ortaya koyulan bulgular timit vericidir.
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Tablo 1. Bagslica viral kodlamayan RNA lar.

Uzunluk RNA
Viriis RNA (baz) polimeraz EtKisi Kaynak
Adenoviriis VAVE'I\‘IA ST ool 111 PKR ve RIG-I inhibisyonu [11], [25]
HSV-1 gen anlatiminin baskilanmasi,
HSV-1 LAT ~2000 pol 11 reaktivasyon, apoptozun baskilanmasi,  [48], [49]
miRNA biyogenezi
MDV VTR ~400 ool 11 Lenfomanin tetiklenmesi, telomer [56]
uzamasl
RNA 2.7, -
hCMV 12 ~1200- 5000 ool 11 Apoptoz baskilanmasi, NF-kB yolagini [44], [46]
bloke etme
4.9,5.0
memy P28 7500 pol 11 Litik fazdan latent faza gegis [80]
Apoptozun baskilanmasi, dogal immiin
EBV EBER Ivell 167-172 pol 111 sensorlerin inhibisyonu, viral gen [30], [32]
anlatiminin diizenlenmesi
HSV HSUR1-7 75144 ool 11 miRNA’lara bag.l.anarak translasyonun [19]
regiilasyonu
KSHV PAN 1060 ool 1 Geg litik viral gen anlatimi ve virionlarin [52]
salinimi
MHV68 TMER1-8 140-220 ool 111 Viral yayilimin saglanmvas1, latent fazin [39], [40]
devamliligi
MHV68 M3-04 ~4000 ool 11 Viral IleNAlara baglfmma, laten‘F [63]
genlerin anlatiminin diizenlenmesi
HIV TAR Degigken pol 11 PKR inaktivasyonu, miRNA olugumu? [65]
Flavivirtis viral Interferonun baskilanmasi, RNA bozulma
(WNV, SfRNA 300-500 . u . 4 [81]
polimeraz yolaklarmin baskilanmasi
Dengue)
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