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Ozet

Son yillarda yapilan tiim genom/fonksiyonel analiz calismalar1 insan genomunun yaygin olarak
binlerce diizenleyici non-protein-coding RNA’lar (protein kodlamayan RNA) transkribe ettigini
ortaya koymustur. Bunlar icerisinde mikro RNA’lar, small interfering RNA’lar, P-element-induced
Wimply Testis (PIWI) interacting RNAs’lar ve ¢esitli uzun non-protein-coding RNA’lar vardir.
Bunlar icerisinde 6zellikle miRNA'lar son 20 yildir biyomedikal disiplinlerde tanm ve tedavi
stratejisi gelistirilmesinde olduk¢a genis bir ilgi odagi haline gelmistir. MikroRNA’lar kisa non-
protein-coding RNA molekiillerinin bir sinifidir. Yiikksek kapasiteli genomik ve biyoinformatik
tekniklerin geleneksel molekiiler biyoloji teknikleri ve deney hayvani calismalari ile biitiinlesmesi
ile mikroRNA arastirmalari, giiniimiizde elde edilen 6n bulgularin laboratuvardan klinige ve halk
sagligina aktarilmasinda 6nemli bir yer tutmaktadir. mikroRNA'lar kiiciik olmalarina ragmen
cesitli hiicresel siireglerle iliskili olan post-transkripsiyonel gen ekspresyonunun onemli
diizenleyicileridir. Bu nedenle mikroRNA’larda meydana gelen alterasyonlar tanimlanan bir dizi
hastaligin patolojisi ile iliskilendirilmistir. Giiniimiize kadar, insanda 5000’den fazla miRNA
kesfedilmis ve bunlarin ¢ogu kanser, viral hastaliklar, immiinite ile iliskili hastaliklar,
norodejeneratif hastaliklar gibi bircok yaygin insan hastalig ile iliskilendirilmistir. miRNA’larin
yeni nesil biyomarker ve terapotik olma yolunda 6nemli potansiyelleri vardir.

Anahtar kelimeler: miRNA, non-protein-coding RNA, tani, tedavi, biyomarkir

miRNAs and other non-protein-coding RNAs in the strategy of
diagnosis and treatment of the diseases

Abstract

Recent genome-wide/functional analyses have shown that the human genome is pervasively
transcribed and produces several thousands of regulatory non-protein-coding RNAs, including
microRNAs, small interfering RNAs, PIWI-interacting RNAs and various classes of long ncRNAs.
MicroRNAs are a class of short non-coding RNA molecules. They have attracted significant
attention from biomedical research communities over the past two decades.
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Hastaliklarin tani ve tedavisinde miRNA

Facilitated by high-throughput genomics and bioinformatics in conjunction with traditional
molecular biology techniques and animal models, miRNA research is now positioned to make the
transition from laboratories to the clinics, delivering profound benefits to public health.
MicroRNAs are small, however important regulators of post-transcriptional gene expression that
have been linked to various cellular processes. Alterations of miRNAs are associated with the
underlying pathology of several diseases. With over 5000 miRNAs discovered in human to date,
many of them have already been implicated in common human disorders including cancer, viral
and immune-related as well as neurodegenerative diseases. miRNAs have vital potential in
becoming the next generation of diagnostics and therapeutics.

Keywords: miRNAs, Non-coding RNAs, diagnosis, therapy, biomarker

Giris

Biyolojide gen diizenlenmesi
konvansiyonel olarak cogunlukla
DNA/mRNA/proteinin  merkezi dogma
yoluyla protein kodlayan genler Uzerinde
yogunlasmistir. Bununla birlikte, tam genom
sekanslama c¢alismalarinda, toplam RNA
molekiiliiniin yaklasik olarak %1.5'luk
kismini  protein kodlamadan sorumlu
genomun olusturdugu, ¢cok biiytik bir kismini

ise non-protein-coding RNA
(npcRNA;protein kodlamayan RNA) olarak
adlandirilan  kodlanmayan  diizenleyici

elemanlarin  olusturdugu gosterilmistir.t
npcRNA’lar niikleotid (nt) uzunluklarina
gore, icerisinde microRNA (miRNA), kiigiik
engelleyici RNA (siRNA) ve PIWI etkilesim
RNA  (piRNA)lar gibi npcRNA’larin
bulundugu ve 19-31 nt uzunluga sahip “Kisa
npcRNA’lar (Short ncRNA)”, icerisinde kiiciik
nucleolar RNA (smoRNA), sentromer
tekrarlanan iligkili siRNA’lar (crasiRNA) gibi
npcRNA’larin  bulundugu ve <200 nt
uzunluga sahip “Orta  bilyiiklikteki
npcRNA’lar” ve igerisinde Intergenic RNA
(lincRNA), uzun intronik RNA (linRNA) gibi
npcRNA’larin bulundugu =200 nt uzunluga
sahip “Uzun npcRNA’lar (IncRNA)” olarak
ayrilabilirler (Tablo 1).2 Pek cok npcRNAnin
fonksiyonu hala biiytik Olclide
tanimlanmamis olmasina ragmen, son
zamanlarda yapilan calismalarda,
norodejeneratif hastaliklar ve kanser de
dahil olmak lizere, c¢esitli patolojik
durumlarda ve Oonemli biyolojik
fonksiyonlari da kapsayan
mekanizmalarinda ncRNA’larin rol oynadig:
gosterilmistir. Bu calismalarda ncRNA’larin
fonksiyonlar1  aydinlatilmaya ¢alisilarak
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kanser gibi hastaliklarin tanisi ve tedavileri
icin yeni yararlh potansiyel hedefler
olabilmeleri tizerinde durulmaktadir.3

miRNA’lar post transkripsiyonel
dizenlenmelerde yer alan ~22 nt
uzunlugundaki npcRNA’lardir. miRNA’lar,
ozellikle gen ekspresyonunun negatif
diizenlenmesi yoluyla, mesajc1 RNA’lari
(mRNA) diizenler. mRNA'nin bdlgelerine
baglanarak translasyonu bloke ederler ya da
tamamen degrade ederler. miRNA'nin
otoreglilatér geribildirim dongiileri ve
fonksiyonlar1 ilk kesfedilen miRNA’lardan
biri olan let-7 ile gosterilmistir. miRNA'larin
cogunlugu gibi, let-7 prekiirsor sac tokasi ya
da pre-miRNA formu, niikleer RNaz Drosha
tarafindan uzun bir RNA polimeraz II
transkripte islenir sonra sitoplazmaya
gonderilir ve Dicer tarafindan ~22 nt'lik
olgun miRNA’ya islenir. miRNAlar, hiicresel
farklilasma,  gelistirme, ¢ogalma ve
apoptozisin de dahil oldugu bir¢ok olayda
onemli rol oynamaktadirlar.* (Sekil 1).

siRNA’'lar  genellikle 19-23 nt
uzunlugunda, site-spesifik klevaj aracilhigi ile
RNA indikli  susturma  kompleksini
yoneterek hedef mRNA'nin susturulasi ve
yok edilmesi gibi fonksiyonlar1 oldugu
bilinmektedir.” Ekzojen siRNA’lar 10 y1l 6nce
kesfedilmis olmakla beraber endojen
siRNA’lar meyve sineklerinde ve
memelilerde son yillarda tanimlanmislardir.
Endojen siRNA’lar anti-viral savunma,
transpozon susturma, kromozom yeniden
modellenme ve post-transkripsiyonel gen
diizenlenmesinde (Argonaute aracili hedef
transkript klevaji) rol oynamaktadir® (Sekil
1).
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Hastaliklarin tani ve tedavisinde miRNA

Tablo-1: Non-coding RNA’larin temel fonksiyonlari ve tiplari (Kaynak 2’den diizenlenmistir).

Tip Uzunluk (nt) Fonksiyonlari
Kisa ncRNA’lar
19-31
miRNA Cogalma, farklilasma ve apoptoz
diizenlemesinde rol oynar.
siRNA Posttranskripsiyonel gen susturma;
patojenik niikleik asitlere karsi savunmada
rol oynar.
tiRNA Epigenetik susturucu kompleksleri
hedefleyerek transkripsiyonun diizenler.
piRNA Transpozon baskilanmasi, DNA
metilasyonu, germ hiicre gelisimi, kok hiicre
yenilenmesinde gorev alir.
tel-sRNA Epigenetik diizenleme
Orta biiyiik ncRNA’lar <200
snoRNA rRNA modifikasyonlari
PASR Protein kodlayan genlerin
transkripsiyonunun dtizenlenmesinde rol
oynar.
TSSa-RNA Transkripsiyonun siirdiiriilmesinde  rol
oynar.
PROMPT Transkripsiyon aktivasyonunda rol oynar
crasiRNA Heterokromatinin ve / veya sentromer
proteinlerin temini
Uzun ncRNA’lar =200
[incRNA Kompensasyon gibi biyolojik siireclere
katilir.
Intronik IncRNA Posttranskripsiyonel gen susturma ile olasi
baglanti
T-UCR miRNA’larin  diizenlenmesi ve protein
kodlayan genler ve diger ncRNAs icin
antisens inhibitori
TERRA Telomerazin engellenmesi yoluyla telomer
uzunlugunun ve aktivitesinin negatif
diizenlenmesi
Pseudogene RNA miRNA tuzaklar gibi hareket ederek timor
baskilayicilar ve onkogenlerin
diizenlenmesi
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piRNA’lar 23-29 nt wuzunlugunda
ncRNA'lardir ve bircok hayvan tiirlerinin
germ hattinda piRNA kaynakli susturma
kompleksi olustururlar. piRNA o&zellikle,
Argonaute protein (AGO protein) ailesinin
germ hatti spesifik ilyelerinden PIWI
proteinleri ile iligkilidir. piRNA'nin ana
fonksiyonu germ hiicrelerde transposable
elementlere karsi savunmadir. Transposable
elementler konagin genomik biitiinligiini
tehdit eder. piRNA’lar ve onlarin karsilikli
etkilesen proteinleri hiicresel silireclerde
onemli bir role sahiptir ve kanser hiicresi
gelisiminin potansiyel diizenleyicileridir.8
(Sekil 1).IncRNA’lar fonksiyonel agik okuma
cercevesi (ORF) eksik, 200 nt'den uzun
transkript  simiflaridir.  Genel  olarak
IncRNA’lar, poliadenile ya da degillerdir,
niikleer ya da sitoplazmiklerdir. Simdiye
kadar, binlerce IncRNA'nin hastaliklarda
onemli rol oynagi bulunmus ancak hala
¢ogunlugunun fonksiyonel ozellikleri
belirlenememistir.l9 IncRNA promoterleri,

Post-transkrivsivonel diizenleme

T

Hastaliklarin tani ve tedavisinde miRNA

epigenetik olarak spesifik histon
modifikasyonlari ile isaretlenmis ve Oct3/4,
Nanog, CREB, Sp1, c-myc, Sox2, NF-kB ve
p53’inde dahil oldugu transkripsiyonel

faktorler tarafindan baglanir ve
diizenlenirler.® Son zamanlardaki bazi
arastirmalar  IncRNA’larin  ekspresyon

diizensizlikleri ile tiimoér patogenezleri
arasinda iliski oldugunu ortaya koymaktadir.
Bu IncRNA’lar hiicresel cogalma, apoptoz
veya metastaz Uzerinde etki ederek gerekli
diizenleyici fonksiyonlari
gerceklestirebilmektedirler.-9 (Sekil 1).

Bu derlemenin amaci, yukarda
bahsedilen hayati siireclerde farkl sekillerde
gorev alan npcRNA’larin; hastaliklarin
olusumunda, erken teshisinde ve
tedavisindeki rollerinin anlasilmasina katki
saglamak amaciyla son dénemde yapilmis
olan makale ve derlemeleri bir araya
getirerek bu konu hakkindaki son bilgileri
toparlamaktir.
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Sekil 1. ncRNA’larin biyogenez yolaklar ve fonksiyonlari s

Hastalik
ncRNA’lar

Olusumlarinda Kisa

Kiigiik RNA’lar kok hiicre ve germline
surekliligi, gelismesi ve farklilasmasi,
transkripsiyonel ve post-transkripsiyonel
gen susturulmasi ve subselliiler lokalizasyon
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gibi hemen hemen tiim gelisim stire¢lerinde
rol oynamaktadirlar. Bu nedenlerden dolay1
stireclerindeki  bir  bozuklugun insan
hastaliklar1 ile iligkili olmasi siirpriz
degildir.#7 Bazi memeli miRNA’larinin her
zaman ekspresse edildigi gozlenmektedir
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ancak northern blots, PCR, microarray ¢ip ve
sensor  transgenler  gibi  yontemler
kullanilarak beyin, akciger, karaciger, dalak,
kalp ve iskelet kasinin dahil oldugu hiicre ve
dokularin cesitli sekillerde gelisimsel olarak

diizenlenen miRNA ekspresyonlari
gosterdikleri bulunmustur. Model
organizmalarla yapilan calismalar

miRNA'larin, 6zellikle embriyonik kok hiicre
farklilasmasi ve embriyojeneze ek olarak
beyin  gelisimi, noéronal farklilasma,
hematopoetik soy farklilasmasi, apoptozun
kontroliinde rol oynagini gostermistir.10
Yapilan bu gen ekspresyon c¢alismalari,
kontrolsiiz hiicre boliinmesinin gerceklestigi
kanser hiicrelerinde degisiklize ugramis
miRNA ekspresyonlarini goézler oOniine
sermistir. Kanserin  baslamasinda ve
ilerlemesinde, miRNA’lar hedefledikleri
genin karakterine gore tiimor silipresorler
veya onkogenler gibi fonksiyon
gostermektedirler.!?

Caenorhabditis  elegans’dan ilk
kesfedilen miRNA’lardan olan lin-4, lin-28 ve
let-7'nin, diger bircok miRNA gibi memeliler
dahil olmak tizere diger tiirlerle de yakin
homologlara sahip olduklar1 gosterilmigtir.
lin-4 ve let-7, lin-28’in hedefleri memelilerde
muhafaza edilir. miRNA ve hedef mRNA
arasindaki olas1 fiziksel etkilesim, insan
hiicrelerindeki  poliribozomlarda lin-28
mRNA ile birlikte iliskilendirilen let-7b
miRNA ile gosterilmistir. Let-7'nin azalan
ekspresyonunda akciger kanserleri
hastalarda postoperatif hayatta kalmanin
azaldigr gozlemlemistir ve bir akciger
adenokarsinoma hiicre hattinda let-7'nin
asir1 ekspresyonunda in vitro akciger kanseri
hiicre  blyiimesinin  baskilandigi  da
bilinmektedir.12

miRNA  lokus ve  biyogenez
sentezlenme yolunun bilesenleri, kanseri
genis bir aralikta ya amplifiye eder ya da
azaltir. Kigliik RNA diizensizligi, onlarin
biyogenezi ve hedefleri ile ilgili siireclerde
bircok nedenden meydana gelmektedir.
Yumurtalik kanseri hastalarinda, miRNA
yapimina dahil olan RNases, Dicer ve
Drosha’nin ekspresyonun azalma
gostermesinin, kotii prognoz, yetersiz
cerrahi sitorediiksiyon ve ileri timor
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evreleri ile iligkili oldugu bilinmektedir.
Benzer bir sekilde, Dicerl’in erken sona
erdirilmesi ile sonuclanan bir mutasyonda
nadir bir pediatrik akciger tiimoriiniin
gelistigi gosterilmistir. Bu bulgulara paralel
olarak, farelerde yapilan calismalar, memeli
sistemlerinin Dicer aktivitesine son derece
hassas oldugunu gostermistir. Dicer’in tam
kaybinda erken embriyonik letalite ve
gelisim programlarinin bozuldugu
bilinmektedir.10-13

Olgun ve prekiirsor miRNA'larda tek
niikleotid polimorfizmler (SNP), gii¢li bir
sekilde sizofreni ve otizm ile
iliskilendirilmistir ~ ve miR- 96'nin
sekansindaki patojenik bir SNP, ilerleyen
isitme kaybindan sorumlu bulunmustur.
miRNA’'nin hedef bolgelerindeki alel-spesifik
polimorfizmlerde, ylizlerce genin doku
spesifik miRNA diizenlenmesinde rol
oynadigl gosterilmis ve bodyle genetik
polimorfizimlerin bireysel fenotipik
degisikliklerin yaygin altta yatan nedeni
olabilecegi ileri stiriilmiistiir.14

Hastalik Olusumlarinda Uzun
ncRNA’lar

IncRNA’larin da kigtiik npcRNA’lar
gibi transkripsiyon ve post-

transkripsiyonda, onkogenez ve normal
gelisim merkezi de dahil olmak iizere protein
kodlayan genlerin bazal diizenlenmesinde
rollerinin oldugu bilinmektedir. Bu ylizden
IncRNA’larin diizensiz ekspresyonlar ile
l6semi, kolon, prostat, meme kanserlerinin,
hepatoseliiler karsinoma, sedef hastalig,
iskemik kalp hastaligi, alzheimer ve
spinoserebellar ataksi tip 8 gibi bir¢ok
kompleks insan hastaliginin
iliskilendirilmesi sasirtici degildir.+-6

IncRNA’lar c¢esitli tiimorlerin gen
ekspresyon profil analizinin yapildig1
calismalarda karsinogenezin genel
mekanizmalarindan sorumlu tutulmaktadir.
Ayrica, genetik  calismalar,  primer
sekanslarda mutasyonun varlhigin1 ortaya
koymustur. Bu mutasyonlarin c¢ogunun
kodlayan genler disinda  bulundugu
bilinmektedir bu nedenle IncRNA’larin bu
mutasyonlardan etkilendigi
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diistiniilmektedir. IncRNA’lar onkogen ve
onko-supresor olarak metastaz ve tiimor
gelisimini de igeren sinyal yolaklarini
diizenler. Gebelige bagl non-protein-coding
RNA (PINC) ve prostat kanseri geni
sentezleme markir 1 (PCGEM1) meme ve
prostat Kkarsinomlarinda asir1 ekspresse
oldugu bulunan ilk onkojenik IncRNA’lardir.
O zamandan bu yana, pek ¢ok diger
IncRNA'nin onkojenik (KRASP, karaciger
kanserinde yiiksek artis- HULC, HOX
antisense intergenic RNA-HOTAIR, Metastaz
iliskili akciger adenokarsinomu transkript 1-
MALAT1, distal ucunda HOXA transkript-
HOTTIP, INK4 Lokusunda antisesn non
coding RNA-ANRIL ve RICTOR) ya da onko-
supresor (maternal eksprese gen 3-MEG3,
biiylimenin durdurulmasi spesifik 5- GASS5,
IncRNA’larin  transkripsiyonel aktivitesini
veya yolaklar1t dizenleyen-LincRNA-p21,
PTENP1, telomerik tekrar iceren IncRNA-
TERRA, CCND1/CyclinD1 ve taurin artis gen
1- TUG1) ézellikleri tanimlanmustir. Ilging bir
sekilde, bircok IncRNA'nin onkojenik ve
onko-supresor her iki aktivitesi de hiicresel
icerige baghlik gdstermektedir. X kromozom
inaktivasyonunu baslatan XIST, noncoding
transkript, disi tiimorlerde diisiik
ekspresyon gosterirken erkek tiimdrlerde
asir1 ekspresyon gostermektedir.2-15

Kisa ncRNA’larin Tam Stratejileri
Gelistirilmesindeki Yeri

Yapilan ¢alismalar ncRNA’larin
hayvanlarda primer genetik diizenleyiciler
olabileceklerini gdstermis ve bu bulgular
onlarin  ideal  diagnostik  markirlar
olabilecegini diisiindiirmiistiir. Ornegin, baz
durumlarda miRNA ve IncRNA’larin
ekspresyon profilleri, protein kodlayan
mRNA’larin aksine, tiimor ve karsinom
kaynagini dogru sekilde tespit
edebilmektedir. Yapilan arastirmalarda
yaklasik 200 kadar miRNA'nin kanser ile
iliskili oldugunu, kolon ve diger gizli
kanserlerle ilgili erken teshiste karsilasilan
bazi zorluklarin, hastalarin serum, plazma,
tiikiiriik ve dokularindan elde edilen miRNA
profilleri ile asilabilecegi bulunmustur.16
Insan kanserlerinde en yaygin artisi olan
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miRNA, miR-21’dir (Tablo 2). Bu miRNA'nin
asir1 ekspresyonu meme, akciger, prostat ve
diger kanserlerde hiicre proliferasyonu ve
invasyonunu arttirdigi yapilan calismalarla
gosterilmistir. Kanser tiirlerinde artisi olan
diger bir miRNA, mir-155'nin asiri
ekspresyonu lenfoma tiimér olusumu ile
iliskili bulunmustur. 102 plazma 6rneginde
miR-141 ekspresyon profilinin arastirildigi
bir calismada, IV. evre kolon kanseri ile mir-
141 arasinda anlamli bir iliski saptanmistir.
917 Bizim yaptigimiz bir calismada da miR-
30c-5p, miR-223-3p, miR-302¢c-3p ve miR-
17-5p’nin Hepatit C Virusuna (HCV) bagh
hepatoselliiler karsinomanin (HCC) erken
teshisinde markir olabilecegi
gosterilmistir.’8 Aynm1 zamanda benzer bir
calismada miR-125b-5p ve miR223-3p’nin
Hepatit B Virusuna (HBV) bagli HCC'nin
erken  teshisinde markir olabilecegi
gosterilmistir.19

Kanser disinda norodejeneratif
hastaliklar gibi diger hastaliklarla kisa
ncRNA ekspresyon seviyeleri arasinda
iliskiler ~ bulundugunu gosteren bazi
calismalar vardir. Ornegin; belirlenen
miRNA'nin yaklasik %70’i beyinde eksprese
olmaktadir. Bu nedenle  miRNA’lar
norodejeneratif siireclerin izlenmesinde
gorev alabilirler. Yapilan bir calismada da
miR-342-3p’nin  alzheimer hastaliginda

potansiyel markir olabilecegi
gosterilmistir2?-

Kardiyovaskiiler hastaliklarin
gelisimiyle miRNA’larin ekspresyon

profilleri arasindaki iliski de arastirilmistir.
Yapilan calismalarda miR-1'in aktive T
(NFAT) hiicrelerinde kalmodulini ve
kalmodulin ~ bagimh  niikleer  faktor
ekspresyonunu negatif sekilde diizenleyerek
kardiyomiyosit  bliyiimesini etkiledigi
bulunmustur. Bagka bir calismada miR-208a,
miR-208b ve miR-499’'nin embriyonik ve
yetiskin kalbinde farkl sekillerde ekspresse
edildigi bulunmustur. Kardiyak spesifik miR-
208a'nin asirt ekspresyonunun farelerde
hipertrofik biliylime ve aritmi icin yeterli
oldugu tespit edilmistir.2!
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Uzun ncRNA’larin Tani Stratejileri
Gelistirilmesindeki Yeri

IncRNA’lar insan genomunun
ayrilmaz fonksiyonel bilesenleri olarak
ortaya cikmistir ve su anda Kkanserin
molekiiler biyolojisinde kritik dlizenleyiciler
olarak kabul edilmektedirler. Son veriler
gostermistir ki, IncRNA’lar  kanserin
baslamasi, timoriin ilerlemesi ve metastatik
yayllma ile iliskilidir. Nekrotik timor
hiicreleri tarafindan salinan IncRNA’lar kan,
plazma ve idrarda tespit edilebilir.2

Hastaliklarin tani ve tedavisinde miRNA

miRNA’lar gibi baz1 IncRNA’larinda
HCC’de degisik ekspresyonlar gosterdikleri
tespit edilmigtir. Ornegin, HULC, HCC'de
kanda son derece spesifik artis gosteren ilk
IncRNA’dir. Ayni zamanda MALAT-1 ve
HOTAIR’da HCC hastalarinda asir1 ekspresse
edilmektedir. Ozellikle HOTAIR, karaciger
naklinden sonra niiks i¢in bir prognostik
biyomarkirdir. HCC’'de niiks ile iligkili ve asir1
ekspresse olan diger bir IncRNA’da HEIH
(HCC’de yiiksek ekspresyon)’dir. HOTTIP ve
HOXA13'de HCC hastalarinda artis1 olan
diger IncRNA’lardir (Tablo 3) 22.

Tablo-2:Kanserde doku ve kan 6rneklerinde potansiyel miRNA markirlari?

Kanser Doku Ornekleri

(Ekspresyon durumu T,)

Kan Ornekleri
(Ekspresyon durumu T,{)

Meme Kanseri
miR-196a T,

miR-21T, miR-155 T, miR-191 T, Serum: miR-10b T, miR-34a T, miR-

1551, miR-21 T,

miR-125b |, miR-221 |, let-7a !, miR-106a T, miR-155 T, miR-126 !,

miR-145 |, miR-205 |

Akciger kanseri miR-21, miR-205

Mide kanseri miR-106a T, miR-31 |

Pankreas kanseri
T, miR-518a-2 T,

miR-199a |,
miR-335 1
Tam kan: miR-195 1

Serum: miR-10b T, miR-155 T

Serum: miR-10a T, miR-22 T, miR-
100 T, miR-148b T,

miR-223 T, miR-133a T, miR-127-3p
T, miR-1T,

miR-20a T, miR-27a T, miR-34 T, miR-
423-5p 1T

miR-452 T, miR-105 T, miR-127 Serum: miR-21 T, miR-155 T, miR-

196a T

miR-187 T, miR-30a-3p T, miR- Plazma: miR-21 T, miR-155 T, miR-

21T, miR-155T,

196a T, miR-210 T

miR-221 T, miR-222 T, let-7a 1

Prostat kanseri
!, miR-184 T,

miR-125b T, miR-15a |, miR-16 Serum: miR-141 T, miR-21 T, miR-

141 T, miR-221 T,

miR-146a |, miR-203 |, miR-34c miR-375 7

!, miR-141 1
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MALAT T’in akciger
adenokarsinomlarinda metastatik yayilim
icin dnemli bir prognostik biyomarkir oldugu
gosterilmistir. TUG1, nonsmall hiicre akciger
kanserinde (NSCLC) genellikle azalmaktadir.
NSCLC'de BANCR (BRAF aktive non-protein-
coding RNA)'nin ekspresyonu normal
dokulara kiyasla 6nemli derecede arttigi
gosterilmistir. Son zamanlarda BANCR’in
asir1 ekspresyonunun epitelyal-mezenkimal
translasyonda  anahtar rol oynadigl
bulunmustur 23 (Tablo 3).

HOTAIR, mide Kkanseri ile iliskili
transkript 1 (GCAT1), H19 ve kiiciik ubikitin
benzeri tamamlayict SUMO 1 psédogen 3
(SUMO1P3) mide Kkanserlerinde asiri
eksprese oldugu rapor edilen IncRNA’lardir.
Ayrica HOTOIR, karaciger kanseri ve mide
kanseri disinda kolon, rektum, gogiis, over,

Hastaliklarin tani ve tedavisinde miRNA

oral kavite ve nazofarenks kanserlerinde de
asir1 ekspresse olarak biyomarkir islevi
gormektedir. IncRNA’larin diger kanser
tiirleriyle iliskisi tablo 3’de verilmistir.2

Kisa ncRNA’larda oldugu gibi uzun
ncRNA’larin da kanser disinda diger bazi
hastaliklarla ekspresyon seviyeleri arasinda
iliski bulan ¢alismalar vardir. miRNA’lar gibi
IncRNA’larin da beyin dokusunda
ekspresyon farkhliklari gosterdikleri
bilinmektedir. 20 parkinson hastasinin beyin
orneklerinde IncRNA ekspresyonlarinin
arastirildigi bir calismada 5 IncRNA'nmin (H19
azalir, lincRNA-p21, Malatl, SNHG1, ve
TncRNA artar) onemli olgiide degisik
ekspresyon gosterdigi tespit edilmistir. Yine
ayni makalede bu 5 IncRNA'nin parkinson
hastaliginda biyomarkir olabilecegi
vurgulanmistir.24

Tablo-3. Karsinogeneziste rol alan ve potansiyel kanser biyomarkerlari olan IncRNA'lar 2

Kanser Tipi IncRNA’lar

Ozefagus ENST00000435885.1, XLOC 013014,
ENST00000547963.1

Mide GCAT1, H19, SUMO1P3

Kolon ve Rektum

HOTAIR

Karaciger HULC, HOTAIR, MALAT1, HOTTIP, HEIH
Akciger MALAT1, TUG1, BANCR, GAS5

Gogiis HOTAIR, LincRNA-RoR, UCA1

Over HOTAIR

Mesane UCA1, H19, Linc-UBC1, MALAT1
Prostat PCA3, PCAT1, PCGEM1

Glioma H19

Melanom BANCR

Oral kavite ve nazofarenks

HOTAIR, Inc-C220rf32-1, Inc-AL355149.1-1

Inc-ZNF674-1

Kisa ncRNA’larin Tedavi Stratejileri
Gelistirilmesindeki Yeri

Bir¢ok ncRNAnin onemli
hastaliklarda diizensiz ekspresyon
gostermelerinin kanitlanmasindan sonra
simdiki arastirmalar onlarin terapotik
hedefler olarak kullanilmasi {izerinde
yogunlagsmistir. ncRNA’lar dizi spesifik bir
diizende mRNA transkripsiyonunun post
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transkripsiyonel olarak durdurulmasiyla
sonug¢lanan  bir gen  dilizenlenmesini
saglamaktadirlar. Bu 6zelliklerinden dolay1
dizi spesifik gen susturma hedefli ilag
tasarimlarinda siklikla kullanilmaktadirlar.
Potansiyel olarak herhangi bir hastalifa
neden olan gen, hiicre tipi ya da doku
miRNA-RNAi ve siRNA-RNAi mekanizmalari
ile  hedeflenebilmektedir. Bu  6nemli
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avantajdan dolay1 gliniimiizde sadece kanser
tedavisinde kullanilmak tizere 100 sirket
184 kanser arastirma projesi kapsaminda
122 kiiciik ncRNA (miRNA, RNAi & siRNA)
tabanh ilac gelistirme calismasi
yapmaktadir. Onkolojik tedavi amagh bu
ilaclar hiicre adezyon molekiil aktivitesi,
kofaktéor baglanmasi, sitokin aktivitesi,
biiylime faktor aktivitesi, GTPase aktivitesi,
kinase aktivitesi, ligand-bagimli nuklear
reseptor aktivitesi, metallopeptidase
aktivitesi gibi temel hiicresel fonksiyon
icerisinde yer alan potansiyel molekiileri
hedeflemektedir.2s

miRNA Tabanl Tedavi Stratejileri

miRNA’'lar kiiciik endojen RNA
interferans RNAi efektorleridir. Genel olarak
miRNA’lar RNA Pol II (RNA polymerase II) ile

miRNA zen vada intron

5 C“BNAPolll /Il lTranskri.p:iyon

Hastaliklarin tani ve tedavisinde miRNA

transkripte olan uzun pri-miRNA (primer-
miRNA) transkriptinden tliremektedir. Pri-
miRNA transkripti asamali olarak oOnce
enzim Drosha tarafindan (gekirdekte) ve
daha sonra Dicer tarafindan (sitoplazmada)
sirasiyla pre-miRNA (precursor-miRNA) sac
tokast formu ve olgun miRNA tiirlerini
meydana getirilir. Olgun miRNA’lar RNA-
bagli susturma  kompleksine (RISC)
baglanarak iliskili olduklar1 komplementer
mRNA’y1 klevaja ugratirlar. Her miRNA
birden fazla mRNA hedeflerine baglanabilir.
Benzer sekilde, her mRNA'nin 3 '"UTR bolgesi
birden ¢ok miRNA baglanma bdlgelerini
icerir. Sonu¢ olarak miRNA'lar, ilgili
fonksiyonlari ile transkriptleri diizenleyerek
gen ekspresyonunun ana diizenleyicileri
olarak hareket edebilmektedirler ve bu
ozellikleri onlar1 potansiyel farmakolojik
hedefler haline getirmektedir +2¢ (Sekil 2).

Cekirdek Sitoplazma

3 5 3 5
microRNA duplex
Bozulma
e
02 RISC O !
@ | mcommn |
[ 2 i (&)
S 2 ——— -t 1
i Ui o
Olzun miRNA
mRNA hedef klevaj mRNA deadenilasyon

Sekil 2. miRNA biyogenezi 27
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Translasvonel baskilama
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Hastalik olusumunda etken faktor

Hastaliklarin tani ve tedavisinde miRNA

ekspresse miRNA silingerler. Bunun yerine,

olan miRNA'nin faaliyeti durumunda miRNA  replasman tedavisi, endojen
antagonize miRNA aktivitesi tercih edilir. Bu koruyucu yolagin diizenlenmesi ya da bir
iki genis kategoriye ayrilir;  kiiciik miRNA  eksikliginin  giderilmesi  icin
oligoniikleotid miRNA inhibitorleri ve kullanilabilir 2é (Sekil 3).
miRNA yolag miRNA terapotikler
f | ]
DGGRE pri-miRNA mimik
d - — | gio P o ARAAAA
B premiRNA mimik miRNA
p—— "A ﬂ ) replasman
nucieopiasm g Expontins tedavi
HHEIR
Olgun miRNA mimik
miRNA e
cyloptasm £re-mVRNA
olgunlas ( / T SRNA
masl - =
“TREP
MIRNA C
ANA | AGO2 Anti-miRNA oligoniikleotid -
Oicar @ antigomir
SUINIIL e  reacans
Bozulma
C Maskelenmis miRNA
bozulma bolgesi miRNA
_; — AEEIEIL -~ AAAAAA antagonize
W | tedari
C miRNA sunger
miRNA Hedef mRNA \ ° R~ BOCTEA L AMAAA
aktivitesi OO~ 2
Traslasyonel baskilama miRNA
- bozulmas

Sekil 3. miRNA yolagi ve terapotik hedefler 28
Antagonize miRNA Aktivitesi

miRNA aracili gen diizenlenmesinin
timor olusumu ve metastaz gibi siirecleri
kapsadigr bilinmektedir bu yiizden son
donemde kanserin tedavisinde miRNA'nin
engellenmesi umut verici bir uygulama
olmaya baslamistir. Anti-miRNA teknolojisi
olarak en gelismis miRNA tabanli tedavi
yaklasimi anti-miRNA oligonukleotidlerinin
(ASO) kullanildigr yaklasimdir. ASO, hedef
miRNA’y1 ayiran ya da degrade ederek
fonksiyon gosteren bir hedef miRNAnin
reverse tamamlayici dizisinden olusan tek
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iplikli oligontikleotidlerdir. Alternatif olarak
tamamlayici oligoniikleotidler, hedef
mRNA’lar1 6zel baglanma bdlgelerinden
miRNA’'ya baglanarak bloke ederler. Bu
hedef maskeleme stratejisi, spesifik miRNA
mRNA etkilesiminin engellenmesine izin
verir.26 Su anda anti-miRNA tedavisi klinik
deneme asamasinda olan ve HCV ve buna
bagl gelisen komplikasyonlarin tedavisinde
kullanilmas1 amaclanan “miravirsen” ile
uygulanmaktadir. miR-122 HCV’nin yasam
dongiisiinde 6nemli bir role sahip karaciger
spesifik miRNA’dir. Miravirsen, olgun mir-
122’de tamamlayici bir DNA fosforotioat
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dizisi boyunca aralikli locled nucleic acid
(LNAs)’den olusmaktadir. LNA
modifikasyonlar1 niikleaz bozulmalarinda
diren¢ ve onlarin hedefleri icin yiiksek
afiniteye sahip ila¢ saglar. Miravirsen, olgun
miRNA ve HCV RNA ile etkilesiminin yani
sira pri ve pre miR-122'nin de bulundugu
hedef dizileri bloke ettigi diistiniilmektedir.
2011-2012  yillarinda bir faz 2a
calismasinda, HCV genotip 1 ile infekte
hastalara 5 hafta siire ile miravirsen enjekte
edilmis ve HCV RNA seviyesinde siirekli ve
doza baglh azalma gézlemlenmistir.28

ASO’nun etkileri, efektor
molekiillerin varligina bagh olarak gegicidir.
Bu ylizden eksprese miRNA siingerler uzun
vadeli olarak miRNA'nin engellenmesi icin
gelistirilmistir. Bu yontemde hedef dizilerin
multiple kopyalar1 klonlanir ve bir timoér
hiicresine transfeksiyonu ile onlarin dogal
hedefleri azaltiir. Gogiis kanseri hiicre
hatlarinda, bir miRNA silingerin, kanser
metastazina bagh azalan miR-9’u
yakalayarak tiimor hiticrelerinin yayilmasini
etkili sekilde azalttig1 gosterilmistir®.

miRNA Replasman Tedavisi

miRNA mimikler, endojen
miRNA'larin  fonksiyonunu taklit eden
sentetik ya da eksprese oligoniikleotidlerdir.
miRNA mimikler potansiyel anti-kanser
terapotikleridir. Ornegin eksprese miR-26a
Mimik'in adenoviriis-aracii  dagitiminda
murin  bir  hepatoseliiler  karsinoma
modelinde tiimoér progresyonunun 6nlendigi
gosterilmistir. Bircok kanser tiiriiyle iliskisi
bulunmus diger bir miRNA, mir-34’dr.
Mimik miR-34’lin transfeksiyon veya
lentiviral aracili teslim yoluyla, kanser
hiicrelerinde hiicre dongilisiinii durdurmasi
ile apoptoz ve tiimdr boyutunda bir azalma
gozlemlenmistir.%-26

Avrupa’da ve ABD’de, miRNA bagh
patentlerde biiyiik bir artis gézlenmektedir.
Bircok miRNA bazli terapotikler preklinik ve
klinik deneme asamasindadir. Kanser
tedavisinde, miR-34 (faz 1) ve let-7
(preklinik) mimik teropatikler olarak
gelistirilen miRNA’lardir.?
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siRNA Tabanh Tedavi Stratejileri

RNAi ¢ogu oOkaryotik hiicrelerde
transkripsiyon sonrasi gen susmasina neden
olan son derece etkili diizenleyici
stireclerdir.  RNAi, siRNA tarafindan
tetiklenir. siRNA 19-21 niikleotid
uzunlugunda bir sentetik ¢ift iplikli RNA’dir.
siRNA, RNA aracili indiiklenen susturma
kompleksi (RISC)'ne baglanir ve RISC’in
klavuzlugunda hedef komplementer
mRNA’ya dizi spesifik olarak baglanir ve
kompleks i¢erisinde yer alan endontikleazlar
ile onu sonrasinda kii¢lik fragmentlere boler.
Klevaja ugrayan mRNA daha sonra house-
keeping  endontikleazlarla  sindirilerek
hiicreden temizlenir. Sonucta ilgili protein
sentezi post transkripsiyon asamasinda
durdurulmus (susturulmus) olur.

Son zamanda arastirmacilar viral
infeksiyonlar ve kanser gibi cesitli hastalik
hedeflerinin tedavisi icin siRNA
terapotiklerini gelistirmeyi amaglamaktadir.
Gen tedavisinde siRNA'nin basarili bir
sekilde  kullanilabilmesi  icin  bir¢ok
iletim/teslim  vektorleri  tasarlanmistir.
Adenoviriis ve Retrovirts gibi viral vektorler
kullanilarak 6zellikle kanser gen tedavisinde
basar1 elde edilmis olmasina ragmen
istenmeyen immiinojenik cevaplari
uyarmasl, onkojenik etkisi, yliksek maliyet
ve benzeri bir dizi dezavantaj getirerek
biyik olglide terapoétik uygulamalar
sinirlandirmaktadir. Buna karsin her ne
kadar viral olmayan vektorler 6nemli dl¢iide
daha az etkili olsa da onlarin azalmis
immiinojeniklikleri  giivenlik sorunlarini
azaltabilmelerinin yani sira iyi tanimlanmis
fiziksel ve kimyasal bilesimleri onlar1 hedef
gen dagitimi icin gelecek vaat eden adaylar
yapmaktadir.29

Bugiine  kadar viral akciger
infeksiyonlarinin tedavisinde, siRNA temelli
tedaviler de dahil olmak {izere klinik
arastirmalarin erken evrelerinde 30’un
tizerinde aday RNAi bulunmaktadir. Bu
klinik calismalar RNAi terapoétiklerin genel
olarak giivenli, iyi tolere edilen ve bazi umut
verici terapotik etkinliklerinin oldugunu
ortaya koymustur. Ornek olarak AIN-RSV01,
Respiratuvar  Sinsitiyal Viriis  (RSV)
niikleokapsid proteinini hedefleyerek RSV
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infeksiyonunun tedavisi icin kullanilmis bir
aday siRNA’dir.30

Uzun ncRNA’larin Tedavi Stratejileri
Gelistirilmesindeki Yeri

Gen ekspresyonunu
diizenlenmesindeki merkezi rollerinden
dolayi, IncRNA’lar potansiyel terapotik
hedefler olmuslardir.2 Bircok hedefleme
stratejileri miRNA’lar i¢in gelistirilmis olsa
da IncRNA’lar icin bu stratejiler halen
gelistirilmeye c¢alisilmaktadir. Yapisal ve
fonksiyonel bir bicimde IncRNA'r1 bozmak ya
da ekspresyon seviyelerine diislirmek icin
hedef IncRNA molekiilii tasarlamada prensip
olarak miRNA ile ayni strateji kullanilabilir.®

RNAi tabanh teknikler kanser
hiicrelerinde IncRNA'r1 engellemede popiiler
yontem olarak kabul edilmektedir.2 IncRNA
inaktivasyonu kiiciik molekiil inhibitérleri
ile aktif bolgenin engellenmesi yoluyla da
miimkiindiir. Bunu yapabilmek i¢in molekiil
fonksiyonlarini bilmemiz gerekir ancak
bir¢ok IncRNA i¢in bu hala miimkiin degildir.
Kanserde bozulmus IncRNA seviyelerini
tersine ¢evirmek i¢in replasman tedavisi de
bir secenektir. Dagitimin bazi stratejileri
arastirilmaktadir. Timorlerde IncRNA H19
spesifik ekspresyonun kullanimi bir plazmid
dagiim  yoluyla incelenmistir.  H19
promotorin diizenlenmesinde difteri
toksinin A alt birimi icin gen tasiyan
plazmidin intratiiméral tasinmasi difteri
toksininin ylksek ekspresyonunu indiikler
bu da timér boyutunun azalmasi ile
sonuclanir.®

ASO, kisa tek sarmalli RNA ya da
hedef IncRNA’a spesifik bir sekansla
tasarlanmis RNA'lardir. ASO’lar IncRNA'nin
klavaji ile sonuglanan endojen RNase H1 ve
baz eslesmesi araciliiyla IncRNA transkripte
direkt hibridize olur ve daha sonra olusan
hibritleri tanir. ASO'lar IncRNA
transkriptlerinin azaltilmasi yoluyla IncRNA
fonksiyonunu diizenler. ASO tarafindan
MALAT1’in engellenmesi ile servikal kanser
hiicrelerinde ¢esitli malign fenotiplerinin
azaldig1 gosterilmistir. Farelerde deri alti
tlimorlerine ASO injeksiyonu in vivo olarak
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MALAT1'i etkili sekilde baskilar ve akciger
kanseri hiicrelerinde metastazi engeller.2

Bu yontemler disinda siRNA’lar in
vitro ve in vivo olarak antikanser etkileri
indiikler ve kanser hiicrelerinde birgok
onkojenik IncRNA’y1 etkili sekilde yok eder.
Ornegin HULC ve MALAT1 siRNA aracil yok
edilmesinde HCC hiicre proliferasyonu ve
hiicre dongilisi progresyonu
baskilamaktadir. Dahast H19'un siRNA
aracili yok edilmesi apoptozu uyarir ve p53’i
inaktive eder.31

ncRNA'larla yapilan ¢alismalar insan
genomunun kodlayici olmayan kisminin
Oonemini ortaya koymustur. Tiim ncRNA'nin
sadece kiigiik bir kismi iyi karakterize
edilmistir. Arastirmalar onlarin kanser
baslangici, ilerlemesi ve metastazda 6nemli
rollerinin oldugunu gosterilmistir. Kanser ve
diger hastaliklarda ekspersyon profillerinin
ayrintili incelenmesi hastaliklarin tanisini ve
prognozunu artiracaktir. Ayrica ncRNA'rinin
teropatik potansiyelleri gelecekte yapilacak
olan daha fonksiyonel ve yapisal ¢calismalarla
ayrintili olarak gosterilmesi suan tedavisi
bulunmayan ya da zor olan hastaliklarin
ortadan kaldirilmasini miimkin kilacaktir.
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