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Tiim genom dizileme tekniklerinin gelismesiyle birlikte genomun hem kodlayan
hem de kodlamayan bélgeleriyle ilgili daha detayl bilgiler edinilmis, 6zellikle de
genomun kodlamayan bélgelerinin sanilandan daha 6nemli fonksiyonlar1 oldu-
gu anlagilmugtir. Iki yiiz niikleotidden uzun, protein kodlamayan fakat oldukga
onemli diizenleyici rolleri olan uzun kodlamayan RNATlar (IncRNA) son yillar-
da yapilan genomun karanlik kismina ait 6nemli kesiflerden biridir (1,2). Her ne
kadar kodlamayan RNAllar olarak adlandirilsalar da, elde edilen son veriler bazi
IncRNATTarin 300 niikleotidden kisa agik okuma bolgeleri (ORF) igerebildigini
ve translasyona ugrayarak kiiciik proteinler veya peptitler iiretebildiklerini gos-
termektedir. Cok az bir kismi ise hem peptit hem de RNA molekiilii olarak dual
fonksiyona sahiptir (3). LncRNAlar mesajc1 RNAlara (mRNA) kiyasla genellikle
daha distik diizeyde eksprese edilir ve daha yiiksek doku spesifik ekspresyon pa-
ternine sahiptirler (1).

mRNA molekiillerine benzer sekilde IncRNAlar da RNA polimeraz II tara-
findan transkribe edilir ve sonrasinda 5 cap bashiginin eklenmesi, poliadenilas-
yon ve splayzing prosesleri gergeklesir. (4). Genellikle niikleus veya sitoplazmada
bulunan IncRNA’larin hiicre i¢i lokalizasyonlar1 onlarin fonksiyonlarini belirler.
LncRNAlar ayni zamanda komsu hiicrelere veya eksozomlar araciligiyla seru-
ma taginabilirler. Niikleusta yer alan IncRNAlar kromatin modifikasyonu veya
enhensir RNA rolii tistlenmek gibi ¢esitli mekanizmalar araciligiyla, direkt veya
dolayli yollarla transkripsiyonu kontrol edebilir. Ayrica pre-mRNA molekiiliiniin
splayzing prosesini diizenleyebilir, protein komplekslerinin olusumunda skaffold
olarak is gorebilirler. Sitoplazmada bulunan IncRNAlar ise sinyal aktarim yo-
laklarina aracilik edebilir, gen ekspresyonunun post-transkripsiyonel olarak dii-
zenlenmesinde veya translasyonun diizenlenmesinde rol alabilirler. Bazilar ise
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translasyona ugrayarak peptit iiretebilirler. LncRNAlar tarafindan kodlanan bu
peptitlerin organizmalar i¢in olduk¢a 6nemli fonksiyonlar: oldugu ortaya koyul-
mugstur (4-6). Yapilan son ¢aligmalarda bazi IncRNAlarin hem niikleusta hem
de sitoplazmada farkli fonksiyonlarinin oldugu bildirilmistir. Proapoptotik PYD
ve CARD domeyni igeren protein (PYCARD) genine antisens transkript 1 (PY-
CARD-AS1) IncRNA bu duruma 6rnek gosterilebilir. PYCARD-ASI1 niikleusta
DNA metilasyonu ve H3K9me2 modifikasyonunu gergeklestirmek i¢cin DNA
metil transferaz 1 (DNMT1) ve bir histon metil transferaz olan G9a’y1 PYCARD
promotoruna yonlendiriken, sitoplazmada PYCARD mRNA ile etkileserek ribo-
zomun bir araya gelmesini ve PYCARD translasyonunu inhibe eder (6).

LncRNA'LARIN FARKLI OZELLIKLERINE GORE
SINIFLANDIRILMASI

LncRNAlar farkl 6zelliklerine gore farkl sekillerde siniflandirilirlar. Genomdaki
lokalizasyonlarina bagl olarak sens, antisens, ¢ift yonlii (bidirectional), intronik,
intergenik ve enhensir IncRNATar olarak gruplara ayrilirlar. Sens IncRNATar et-
rafindaki protein kodlayan genlerle ayni zincirden ve ayn1 yonde transkribe olur-
lar. Antisens olanlar ise etrafindaki protein kodlayan genlerin bulundugu zinci-
rin karg1 zincirinden transkribe edilirler. Intronik IncRNAlar protein kodlayan
bir genin intronik bolgeleri iginde yer alirlar. Intergenik olanlar ise iki protein
kodlayan gen arasinda kalan genomik bélgede yer alir ve bu genlerle ayn1 yonde
transkripsiyona ugrarlar. Son olarak cift yonlii olanlar, protein kodlayan bir ge-
nin promotor boélgesinin 1 kilobaz yakininda lokalizedirler fakat kars: zincirden
transkribe edilirler (7).

LncRNAlar ayn1 zamanda fonksiyonlarina gore de sinyal, tuzak, kilavuz, skaf-
fold ve enhensir IncRNAlar olarak da siiflandirilirlar (8,9). Sinyal IncRNAlar
X kromozom inaktivasyonu gibi gesitli hiicresel proseslerde molekiiler sinyaller
olarak is goriirler. Sadece belirli bir zamanda (6rnegin gelisim siirecinde) eksprese
edilirler ve islevlerini yerine getirdikleri hiicrenin belirli bir bolgesinde lokalize-
dirler. Bunlar hiicre tipine spesifiklerdir ve ¢ok farkli uyaranlara cevap verebilirler.
KCNQI1 kars1 zincir/antisens transkript 1 (KCNQ1OT1) ve AIR sinyal IncRNA’la-
ra ornek verilebilir. Gelisimin erken evrelerinde kromatin modifiye edici enzim-
lerle etkileserek transkripsiyona aracilik ederler (7,9).

Tuzak IncRNAlar, kromatin modifiye ediciler, transkripsiyon faktorleri,
RNAYya baglanan proteinler ve mikro RNAlar (miRNA) gibi ¢esitli diizenleyici
elemanlara baglanarak onlar1 inhibe eder, alikoyar veya biyolojik aktivitelerini de-
gistiriler. Tuzak IncRNA’lara DNA hasari ile aktive edilen p21 iliskili kodlamayan
RNA (PANDA) 6rnek verilebilir. DNA hasarinin olusmasi durumunda, PANDA
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niikleer transkripsiyon faktorii alt tinite alfa (NF-YA) ile etkileserek p-53 aracili
apoptozu Onler. NF-YA apoptoz ve hiicre yaglanmast ile iligkili ¢esitli genleri ak-
tive eder. PANDA, NF-YAya baglanarak onu hedef kromatin bélgesinden uzak-
lastirir, boylece apoptotik ve hiicresel yaslanma ile iligkili genlerin ekspresyonu
azalir. Hemen hemen tiim kanser tiirleri ve diger bazi hastaliklar ile iliskisi aras-
tirilmis olan metastaz iligkili akciger adenokarsinom transkripti 1 (MALAT1) tu-
zak IncRNAlarn bir diger 6rnegidir. Niikleer beneklerde lokalize olan MALAT1,
buradaki splayzing faktorlerine baglanarak pek ¢ok pre-mRNA molekiiliiniin al-
ternatif splayzingini etkiler (7,10,11).

Spesifik olarak miRNATara baglanan ve onlar igin siinger gorevi goren Inc-
RNAlar, baglandiklar1t miRNATlarin hedefledikleri mRNA molekiillerinin pro-
tein translasyonunu etkiler. Bu 6zelliklerinden dolay rekabetgi endojen RNA'lar
(ceRNA) olarak adlandirilan IncRNAlar da tuzak sinifina dahil edilebilir. HOX
antisens intergenik RNA (HOTAIR), taurin-upregiile gen 1 (TUG1) , maternal
olarak eksprese edilen gen 3 (MEG3) gibi pek ¢ok IncRNAnin ¢esitli miRNAlar
i¢in stinger gorevi gordiigii ve bu sekilde hedef mRNA molekiillerinin protein
translasyonunu ve degradasyonunu etkiledigi bilinmektedir (7,10,11).

Kilavuz IncRNAlar, transkripsiyon faktorleri ve kromatin modifiye ediciler
gibi proteinlerle riboniikleoprotein kompleksleri olusturarak onlar1 genomda cis
ya da trans pozisyonundaki islev gorecekleri lokalizasyonlara yonlendirirler. Boy-
lece gen ekspresyonunun baskilanmasina ya da aktive edilmesine aracilik etmis
olurlar. Kilavuz fonksiyonu olan HOTAIR, bir kromatin modifiye edici kompleks
olan polycomb baskilayic1 kompleks 2’yi (PRC2) homeobox D (HOXD) lokusuna
yonlendirir (7,10).

Skaffold IncRNAlar multipl enzimatik komplekslerin veya diizenleyici kofak-
torlerin gegici olarak bir araya gelmesini saglamak amaciyla yapisal merkezi bir
platform olarak is goriirler. Telomeraz RNA komponent (TERC) skaffold IncR-
NA smifinin klasik 6rneklerinden biridir. TERC bir riboniikleoprotein kompleksi
icinde, revers transkriptaz aktivitesi ile telomeri hedefleyen proteinlerin birles-
mesini saglayarak, telomerlerde heterokromatin olusumuna imkan saglar (10,11).

Enhensir IncRNAlar enhensir elementlerden iiretilmektedir ve hedef genle-
rin aktivasyonunu etkilerler. Kromatin diizenleyici proteinlerle birlikte kromatin
yapist ve topolojisini modifiye edebilirler. Ostrojen bagimli transkripsiyonel akti-
vasyonda enhensir IncRNAlarin rol oynadig: bilinmektedir. SWI/SNF etkilesimli
GAS6 enhensir kodlamayan RNA (SWINGN) ise bir kromatin halka olusturul-
mast araciligryla SWI/SNF kromatin yeniden sekillendirme kompleksleri ile hedef
geni olan bitylimenin durdurulmasina spesifik protein 6 (GAS6) geninin trans-
kripsiyon baslangi¢ bolgesi arasindaki etkilesime katkida bulunmaktadir (7,11).
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LncRNATar her ne kadar farkli 6zelliklerine gore siniflandirilsalar da her hangi
bir sinif altindaki IncRNA’lardan biri ayn1 zamanda bagka bir sinifta da yer alabi-
lir. Ornek olarak bir IncRNA hem tuzak hem de skaffold olarak is gérebilir.

LncRNA'LAR TARAFINDAN GEN EKSPRESYONUNUN
DUZENLENMESI

LncRNAlar gen ekspresyonunu farkli asamalarda ve farkli mekanizmalar kulla-
narak diizenlerler. Bu siireclerde DNA, RNA ve proteinlerle etkilesirler. LncR-
NAlarin gen ekspresyonunu diizenlemek i¢in kullandiklar1 mekanizmalar ve bu
diizenlemenin gergeklestigi asamalar iki ana baglik altinda incelenebilir: 1) Trans-
kripsiyonel diizenleme ($ekil 1); 2) Post-transkripsiyonel diizenleme ($ekil 2)
(8,11). Asagida Inc RNAlarin gen ekspresyonunu diizenlemedeki rolleri bu ana
basliklar ve alt basliklar altinda 6zetlenmektedir.

TRANSKRIPSIYONEL DUZENLEME

Kromatin Yapisinin Diizenlemesi

Kromatin konformasyonundaki degisiklikleri ve kromatinle etkilesen yapilar
ortaya ¢ikaran teknikler sayesinde, IncRNAlarin kromatin yapisini ve dolayisiy-
la gen ekspresyonunu gesitli sekillerde diizenleme kabiliyetleri oldugu anlasildi.
LncRNAlarin kromatin yapisini degistirme yontemleri arasinda kromatin mo-
difiye ediciler / yeniden sekillendiriciler ile etkilesim (kromatin modifiye edici-
ler / yeniden sekillendiricilerin bir araya getirilmesi ve hedef genin promotoruna
yonledirilmesi veya alikonulmasi ve inhibe edilmesi) veya dogrudan kromatin ile
etkilesim (DNAya baglanarak RNA-DNA dupleks olusumu ile bir halka yapisinin
olusumunu saglamak ve bu halkanin kromatin modifiye edici/yeniden sekillendi-
rici enzimler veya transkripsiyon faktorleri tarafindan taninmasi ile gen ekspres-
yonunun aktivasyonu veya baskilanmasi) sayilabilir (11).

Kromatin Modifiye Ediciler / Yeniden Sekillendiricilerle Etkilesim

X-inaktif spesifik transkript (XIST) araciligryla erken embriyonik gelisim agama-
sinda disi memelilerde X kromozomlarindan birinin inaktivasyonu akla gelen ilk
ornektir. Inaktive edilecek X kromozomundan XIST geni transkribe edilir. Uya-
rilmasi ile birlikte XIST IncRNA, inaktive edilecek X kromozomu boyunca yayi-
larak baskilayici kromatin isaretlerinin olugsmasina aracilik eder ve kromozomun
biiyiik bir kisminin transkripsiyonel olarak susturulmasina neden olur. Inaktive
edilen X kromozomu niikleusun periferinde lokalize olur (12). XIST’in PRC1
ve PRC2 komplekslerini bir araya getirerek gen sessizlestirmeyi sagladig: bildi-
rilmis olmakla beraber, molekiiler fonksiyonu hala tam olarak anlasilamamigstir
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(2,12). Kromatin modifiye edici enzimlerden olan PRC1, histon H2A lizin 119da
monoubikitinasyonu (H2AK119ubl) katalizler ve bu sekilde polycomb aracili
transkripsiyonel baskilamay: gerceklestirir. PRC2 ise histon H3 lizin 27 mono/di/
tri metilasyonunu (H3K27me1/2/3) katalizleyerek transkripsiyonel baskilamaya
aracilik eder (13). HOTAIR 12. Kromozomda lokalize olan HOXC gen kiime-
sinden transkribe olmakta ve HOXC ile birlikte eksprese edilmektedir. HOTAIR,
2. kromozomda bulunan HOXD geninin ekspresyonunu diizenler. Lizin spesifik
demetilaz 1 (LSD1) ve PRC2 kompleksi i¢cin baglanma domeyni barindiran ve
skaffold gorevi goren HOTAIR, PRC2 ve LSD1’in sirasiyla H3K27 metilasyonu
ve H3K4 demetilasyonunu gergeklestirmesini saglar ve boylece HOXD geninin
ekspresyonunun baskilanmasina aracilik eder (Sekil 1A) (12,14,15). INK4 lokusu
icindeki antisens RNA (ANRIL) benzer sekilde PRC1 ve PRC2 komplekslerini
kendisinin yakininda lokalize olan siklin bagiml kinaz inhibitér 2A (CDKN2A)
ve CDKN2B genlerinin promotoruna yonlendirerek bu genlerin ekspresyonunu
ve nihayetinde hiicre yaslanmasini kontrol eder. ANRIL bu sekide hem kendi
komgsulugundaki genlerin (cis etki) hem de daha uzak genlerin (trans etki) eks-
presyonu diizenleyebilir (16,17).

XIST, HOTAIR, ANRIL, kromatin modifiye ediciler araciligiyla transkripsiyo-
nun baskilanmasini saglayan IncRNA'lar arasinda yer alirken, distal ugtaki HOXA
transkript (HOTTIP) IncRNA kromatin modifiye edicilerle etkileserek gen eks-
presyonunun aktive edilmesine érnek gésterilebilir. HOTTIP bir kromatin halka-
s1 olusturarak HOXA gen kiimesinin 5’ ucundaki genlerle etkilesir. HOTTIP WD
tekrari igeren protein 5 (WDR5) ile etkileserek WDR5-karisik seri l6semi (MLL)
kompleksini HOXA genlerinin promotoruna yonlendirir. Bu sekilde histon H3
lizin 4 trimetilasyonunun (H3K4me3) olusumuna aracilik ederek HOXA genleri-
nin transkripsiyonunun aktive edilmesini saglar (11,18,19).

Lnc RNATar bazen de kromatin modifiye ediciler i¢in tuzak olarak is goriip
onlarin fonksiyonlarini gostermelerine engel olabilirler. Lnc RNA yeniden prog-
ramlamanin diizenleyicisi (ROR) bir onkogen olan tescalin (TESC) geninin
promotoruna baglanarak histon G9A metiltransferazin baglanmasini1 ve H3K9
metilasyonununun yapilmasini engeller ve bu sekilde TESC geninin eksprese
edilmesine katkida bulunur (20).

LncRNAlar ayni zamanda kromatin yeniden sekillendiriciler ile etkileserek
transkripsiyonu diizenleyebilirler. SWIGN IncRNA bir enhensir elemanindan
transkribe edilmektedir. SWIGN, GAS6 geninin transkripsiyon baslangig bolgesi
ile bir kromatin yeniden sekillendirici kompleks olan SWI/SNF kompleksi arasin-
daki etkilesime arac1 olur. SWIGN IncRNA, SWI/SNF kompleksinin daha uzakta
yer alan gen bolgeleri ile etkilesimini de, bir kromatin halkasi araciligiyla saglaya-
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bilmekte ve trans yolla diizenleme yapabilmektedir (11). HOTAIR IncRNAnin da
SWI/SNF kompleksinin bilesenlerinden olan SWI/SNF iliskili, matriks baglantils,
aktin bagiml kromatin regiilatorii alt aile B iiye 1 (SMARCBL1) ve AT agisindan
zengin etkilesim domeyni 1 (ARID1) ile etkileserek, kromatin yapisinin degisti-
rilmesine ve nihayetinde SNAIL geninin transkripsiyonunun indiiklenmesine yol
actig1 bildirilmistir. HOTAIR bu mekanizma ile bobrek kanserinin ilerlemesine
neden olmaktadir (2).

Dogrudan Kromatin ile Etkilesim

Lnc RNATar aracili kromatin diizenlenmesinin bir diger érnegi IncRNAlarin
DNA ile etkileserek bir RNA-DNA hibriti (R halka veya triplex gibi) olusturma-
lar1 ve bu yapinin kromatin modifiye ediciler tarafindan taninarak hedef genlerin
transkripsiyonunun aktive veya inhibe edilmesidir. Sfingozin kinaz 1 (SPHK1)
proto-onkogeninin antisensi olan KHPS1 IncRNA, proliferasyon sinyaline yanit
olarak SPHKI1 enhensir dizisinin upstream bélgesinde bir tripleks yapist olustu-
rur. Bu yapi, kromatin modifiye ediciler tarafindan bir isaret olarak taninir ve
SPHKI1 enhensir elementinin transkripsiyonu aktive edilir ki bunu da SPHK1
ekspresyonunun indiiklenmesi takip eder (Selik 1B) (21).

Transkripsiyonda Rol Alan Proteinler veya RNA
Polimeraz Il ile Etkilesim

LncRNAlarin gen ekspresyonunu diizenlemelerinin bir diger yolu da transkripsi-
yon faktorleri gibi proteinlerle veya RNA polimeraz II gibi transkripsiyon maki-
nesinde ig goren elemanlarla etkilesim araciligiyla gerceklesir. Bu duruma, farede
IGF2R antisensi protein kodlamayan RNA (AIRN) adli IncRNAnin embriyonik
kok hiicre farklilasmasi sirasinda, allel spesifik ekspresyonun baslatilmasinda-
ki rolii 6rnek gosterilebilir. Paternal allelden AIRN’in transkribe edilmesi, RNA
polimeraz II'nin AIRN ile ¢akisan insiilin benzeri bityiime faktorii 2 reseptorii
(IGF2R) promotorundan yer degistirmesine neden olur. Bu durum ise IGF2R
geninin transkripsiyonunun durmasina ve genin eksprese edilmemesine neden
olur. Bu érnekte AIRN IGF2R’nin ekspresyonunu diizenlemeyi kendi dizisinden
bagimsiz olarak transkripsiyonel aktivitesi ile yapmaktadir (11).

AIRN orneginden farkli olarak, bazen bagka bir transkripsiyon {initesi ile ¢a-
kismasa da, bir IncRNAnin transkripsiyonu komsu promotorlar veya gen bolge-
lerinde RNA polimeraz II'nin varligini, bolgesel kromatin yapisini ve transkrip-
siyon faktorlerinin promotorlara veya enhensirlara baglanmasini etkileyebilir.
BLUSTR IncRNA bu duruma 6rnek verilebilir. BLUSTR, dért Mbt domeynli Scm
benzeri protein 2'nin (SFMBT2) transkripsiyon baslama bolgesi ve kodlayan bol-

-188 -



Gtincel Tibbi Biyoloji ve Genetik Calismalari 11

genin i¢cinde RNA polimeraz varligini azaltir. Ayni zamanda H3K4me3’i azaltip,
H3K27me3’ti genisleterek SFMBT2 promotorunda kromatin yapisini degistirir.
Dolayistyla BIUSTR IncRNAnin transkripsiyon ve splayzinginin komsu genlerin
ekspresyonu tizerinde etkili oldugu ortaya koyulmustur (12).

LncRNAlar transkripsiyon faktorleri ile de etkilesebilir ve bu seklide trans-
kripsiyonu etkileyebilirler. CDKN1A promotorundan transkribe edilen PANDA
IncRNA, bir transkripsiyon faktorii olan NF-YAy1 gegici olarak alikoyarak, DNA
hasarina cevaben gelisen pro-apoptotik islevini baskilar (Sekil 1C) (22).

LncRNA Rabdomiyosarkom 2 iliskili transkript (RMST), SRY-box transkrip-
siyon faktorii 2 (SOX2) ile dogrudan etkilesir ve nérogenezde rol alan pek ¢ok ge-
nin ekspresyonunun aktive edilmesine araci olur. Ortamdaki RMST miktar: azal-
diginda SOX2'nin transkripsiyona elverisli kromatin yapisi da degisir ve SOX2
ekspresyonu azalir (23,24).

Bazi ¢alismalarda, IncRNA'larin transkripsiyon faktorleri ile direkt fiziksel ola-
rak etkilesmek yerine, diger bazi proteinlerle kompleks olusturarak transkripsi-
yon faktorlerini baskiladig1 ortaya koyulmustur. NFAT transkripsiyon faktoriini
baskilamak i¢cin NFATin kodlamayan baskilayicisi (NRON) IncRNAnin diger
bazi proteinlerle kompleks olusturmasi bu duruma 6rnek gosterilebilir.

DNA Metiltransfearzlarla Etkilesim

LncRNAlar tarafindan transkripsiyonel diizeyde gen ekspresyonunu diizenleme-
nin bir diger yolu, DNA metilasyonundan sorumlu olan DNA metiltransferazlarla
(DNMT) etkilesimdir. Bu sayede, 6zellikle genlerin promotor bdlgesindeki CpG
adaciklarinin metilasyonu veya demetilasyonunun saglanmasi araciligiyla trans-
kripsiyon diizenlenebilmektedir. Tiimor bitylime faktorii beta tarafindan aktive
edilen IncRNAnin (IncRNA ATB) DNMTT’i bir timdr supressor gen olan p53
geninin promotoruna yonlendirerek, metilasyona ve dolayisiyla p53 ekspresyo-
nunun baskilanmasina yol agtig1 bildirilmistir. (Sekil 1D). LncRNA ATB’nin renal
hiicreli karsinomda yiiksek diizeyde eksprese edildigi ve hiicrelerin proliferasyon
ve migrasyon yeteneklerinin artmasina, apoptozun ise engellenmesine neden ol-
dugu ortaya koyulmustur (25).

KCNQI lokusunun antisesns transkripti olan KCNQ1OT1" de benzer se-
kilde DNMTT1 ile etkileserek pek ¢ok hedef genin susturulmasina aracilik eder.
KCNQI1OTT1 paternal olarak eksprese edilirken, KCNQ1 maternal olarak ekspre-
se edilir. KCNQ1’in bu imprinting paterni KCNQ1OT1 araciligryla saglanir. Pa-
ternal allelden eksprese edilen KCNQ1OT1, DNMTT1 ile etkilesime ek olarak his-
ton modifiye edici komplekslerle de (PRC2 kopleksi ve G9a) etkileserek paternal
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alleldeki KCNQZI’ in ve diger hedef genlerin transkripsiyonel olarak susturulma-
sina neden olur. Boylece KCNQI sadece maternal allelden eksprese edilir (24,26).

Bazi IncRNA'lar ise DNA metiltransferazlarin metilasyon yapmalarini engel-
leyerek fonksiyon gosterirler. Mesane kanserinde hem IncRNA DBCCR1-003’tin
hem de bir tiimor suppressor gen olan mesane kanserinde delesyona ugrayan
kromozom 1 (DBCCR) geninin ekspresyonunun azaldig1 ortaya koyulmustur.
LncRNA DBCCR1-003’iin DNMT1’e baglanarak DBCCR1 geninin DNMTT1 ara-
cili metilasyonunu engelledigi gosterilmistir. LncRNA DBCCR1-003 araciligiyla
gergeklesen bu durum, bir timor suppressor gen olan DBCCRI’in transkripsiyo-
nunun aktive edilmesine neden olmaktadir (27).

XIST IncRNAnin antisensi olan TSIX IncRNAnin, DNMT3A ile kompleks
olusturarak onu XIST promotoruna yonlendirebilecegi ve metilasyon aracili XIST
ekspresyonunun baskilanmasini saglayabilecegi bildirilmistir (24).

Enhensir Benzeri Aktivite Gostererek Transkripsiyonu
Diizenleyen IncRNA’lar

Bazi IncRNA'lar, enhensir lokusunun haricinde bagimsiz bir lokustan, bazilari
ise bir enhensir dizisinden transkribe edilir ve enhensirlara benzer sekilde trans-
kripsiyonu aktive etme fonksiyonuna sahiptirler. LncRNA Evf2, sonik hedgehog
(SHH) indiiksiyonunu takiben, DIx5/6 enhensirindan transkribe edilir. Sonrasin-
da Distal-Less Homeobox 6 (DLX2) transkripsiyon faktorii ile kompleks olustura-
rak enhensira baglanir. Ortamda Evf2’nin azalmasiyla DIx5/6 enhensir aktivitesi-
nin azaldigy, arttiginda ise enhensir aktivitesinin arttig1 gézlemlenmistir ki bu da
enhensir aktivitesi i¢in Evf2’ye ihtiya¢ oldugunu gostermektedir (25,28). HOTTIP
ise enhensir lokusundan transkribe edilmeyen fakat enhensir benzeri etki gos-
teren IncRNAlara 6rnek gosterilebilir. HOTTIP, HOXA lokusunun 5 ucundan
transkribe olur ve 5’ pozisyonundaki HOXA genlerinin bir kisminin aktivasyo-
nunu diizenler (28).

Bazi IncRNATar ise DNA dizilerinde enhensirlar gibi fonksiyonel elemanlar
barindirilar. RNA'ya bagli olmayan BEND-4 diizenleme etkisi (BENDR) adli Inc-
RNA i¢ine gomiilii olan ve BENDR'in transkripsiyonu ile eszamanl transkribe

edilen bir enhensir araciligiyla, komsu BEND4 geninin aktivasyonunu diizenler
(Sekil 1E) (11).
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Sekil 1. LncRNAarin transkripsiyonu diizenleme mekanizmalar:

POST-TRANSKRIPSiYONEL DUZENLEME

LncRNAlar, altenatif splayzing, RNA stabilizasyonu, RNA editing, protein sentezi
ve taginmasi gibi proseslerde ise karisarak gen ekspresyonunun post-transkripsi-
yonel olarak diizenlemesinde rol alirlar. Ayrica miRNAlarin prekiirsérii olarak
veya miRNA siingeri olarak da fonksiyon gosterebilir ve hedef gen ekspresyonunu
post-transkripsiyonel diizeyde etkileyebilrler (2,11,12,25).

IncRNA’larin Alternatif Splayzing Uzerine Etkileri

Alternatig splayzing 6nciil RNA molekiillerinden farkli olgun RNA molekiilleri-
nin iiretilmesini saglar ve gen ekspresyonunun gegici olarak diizenlenmesi ve pro-
tein ¢esitliliginin saglanmasi agisindan olduk¢a 6nemlidir. Splayzing prosesindeki
anormallikler kanser gibi ¢esitli hastaliklarin olusumu ile de sonuglanabilir. Splay-
zing proseslerinde splayzing faktorleri ve RNAya baglanan proteinler is gérmekte,
IncRNA’lar da bu proteinler ile etkileserek splayzingi diizenlemektedir (25,29,30).

Niikleer beneklerde lokalize olan IncRNA MALAT]1, baz1 splayzing faktorleri
icin RNA baglanma bolgesi barindirmaktadir. Bunlardan biri olan SR (serin/ar-
jinin) protein splayzing faktor 1 (SRSF1) MALAT1’in 5" ucuna baglanmaktadir.
Yapilan ¢alismalar MALAT1’in SRSF2 ve SRSF3’ii de igeren pek ¢ok SR ailesi pro-
teinine baglanabildigini ve niikleer benekler i¢cinde SR proteinlerinin dagilimini,
yerlesimini ve fosforilasyon durumlarini etkileyebildigini gostermistir. MALAT1
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SR proteinlerini transkripsiyonun yapilacagi bolgelere yonlendirerek alternatif
splayzingi diizenler (Sekil 2A) (31,32).

Kiigiik niikleolar RNA iligkili IncRNA (Sno-IncRNA), 5" baglikli kii¢iik niik-
leolar RNA ve 3’ poliadenile RNA IncRNA (SPA IncRNA) ve pirimidin zengin
kodlamayan transkript IncRNAlar (PNCTR) yapilarinda splayzing faktérlerini
alikoyan bazi motifler icermektedir. Sno-IncRNA'lar ve SPA IncRNA'lar splayzing
faktorlerinden, RNA baglanma proteini FOX1 homologu 2’yi (RBFOX2) bag-
lamak i¢cin UGCAU ve GCAUG motiflerini, TAR DNA baglanma proteini 43t
(TDP43) baglamak i¢in UG agisindan zengin dizileri igeren motifleri barindirir.
PNCTRise YUCUYY ve YYUCUY motifleri sayesinde polipirimidin bolgesi bag-
lanma proteini 1'i (PTBP1) alikoyar. Bu sayede Sno, SPA ve PNCTR IncRNATlar
ayn1 motifleri iceren 6nciil mRNA'larin splayzingini baskilar (11).

LncRNAlar yukarida sayillan mekanizmalara ilave olarak 6nciil mRNA mo-
lekiilleri ile RNA dupleksleri olusturarak splayzingin baskilanmasi, splayzing
faktorlerinin post-translasyonel modifikasyonlarinin etkilenmesi veya kromatin
yeniden sekillendirme araciligryla 6nciil mRNAlarin splayzing prosesinin diizen-
lemesi gibi roller tistlenebilirler (33).

IncRNA’larin mRNA Stabilitesi ve Yikimu ile iliskisi

Yapilan ¢alismalar IncRNAlarin farkl yollarla mRNA stabilitesini diizenleyebil-
digini gostermistir. Bunlar arasinda 1) RNAya baglanan proteinlerin veya miR-
NAlarin mRNA iizerindeki baglanma bolgesi ile direkt etkilesim; 2) RNA'ya bag-
lanan proteinleri veya miRNA'lar1 alikoyma; 3) Hedef mRNA ile RNA'ya baglanan
proteinlerin etkilesimini artirmak i¢in skaffold gorevi tistlenme; 4) N6-methy-
ladenosine (m°A) metilasyonunu (RNA stabilitesini saglayan bir RNA modifi-
kasyonu) gerceklestiren kompleksle etkileserek hedef mRNAnNin m°A seviyesini
diizenleme sayilabilir (34).

Beta sekretaz 1 (BACEL) geni, Alzheimer’s hastaliginin patofizyolojisinde
6nemli rol oynayan beta amiloid 6nciil proteinini kesen enzim1 proteinini kod-
lamaktadir. BACE1 geninin antisensi olan IncRNA (BACE1-AS) miRNA aracili
mRNA yikimi ve translasyonel baskilamanin 6nlenmesi araciligiyla BACE1’in
ekspresyonunu diizenler. BACE1-AS ve miR-485-5p BACEI mRNA transkripti-
nin 6. ekzonuna denk gelen ortak bir baglanma bélgesi igerirler. BACE1-AS’nin
bu bolgeye baglanmasi, miR-485-5pnin baglanmasini ve dolayisiyla BACE1 mR-
NAnin destabilizasyonunu o6nleyerek, BACE1 ekspresyonunun artisina neden
olur (35).

Urotelyal kanser iligkili IncRNAnin (UCA1) iki farkli sekilde mRNA stabi-
lizasyonunu sagladig: bilinmektedir. UCA1, hem mRNAya baglanarak miRNA

-192 -



Gtincel Tibbi Biyoloji ve Genetik Calismalari 11

aracili mRNA yikimini engeller hem de hedef genlerinin ekspresyonunu negatif
sekilde diizenleyen miRNATar igin stinger gérevi goriir (34,36).

Kolon kanserinde metastaz iligkili protein 1 (MACCI1) geni, ekspresyonu pek
¢ok farkli kanser tiiriinde artan bir onkogen olan MET geninin transkripsiyonel
diizenleyicisidir. MAACI antisensi IncRNA1 (MACC1-AS1) ise MACCI1 geni-
nin intronik antisensidir. Metabolik stres kosullar1 altinda gastrik kanser tiimor
dokularinda yiiksek diizeyde eksprese edildigi ve gastrik kanser hiicrelerinin can-
lilig1 ve proliferasyonunun artmasina neden oldugu bildirilmistir. Yapilan ¢alis-
malarla MACC1-AST’in direkt olarak MACC1 mRNAya baglanarak, MACC1
mRNAnin stabilizasyonunu ve ekspresyonunu arttirdigi ortaya koyulmustur.
MACC1-AST’in MACCI stabilitesi tizerindeki etkisine dair AMP ile aktive edilen
protein kinaz (AMPK) ve lin28 araciligiyla gerceklesen farkli bir mekanizma da
one stirtlmistir. AMPK ozellikle stres kosullar1 altinda mRNA stabilizasyonun-
da 6nemli rol oynayan bir proteindir ve bunu RNAya baglanan proteinler aracili-
gryla yaptig1 rapor edilmistir. Lin28 ise daha ¢ok sitoplazmada is goren mRNA’ya
baglanan bir proteindir. MACC1-AST’in artan ekspresyonunun AMPK fosfori-
lasyonunu ve lin28’in sitoplazmik dagilimini indiikledigi gosterilmistir. Sonug
olarak artan MACC1-ASI ekspresyonunun, AMPK aktivasyonu ve bunu takiben
lin28’in niikleustan sitoplazmaya taginimini indiikledigi ve bu sekilde MACCI
mRNA stabilizasyonu ve ekspresyonunu arttirdigi bildirilmistir (25,37).

Sirttiin 1 (SIRT1) antisensi olan IncRNAnin (SIRT1-AS) SIRT1 genine bagla-
nip RNA dupleksi olusturarak SIRT1 mRNAnin stabilitesini arttirdig1 ve yarilan-
ma Omriini uzattigl bilinmektedir. SIRT1 mRNA, miRNA-34anin hedef genle-
rinden biridir ve miRNA-34anin ekspresyonu SIRT1 ve SIRT1-AS ekspresyonu
ile negatif sekilde koreledir. SIRT1-ASnin miRNA-34a ekspresyonunu inhibe
ederek, SIRT1 mRNAnin baskilanmasini azalttig1 ve bunun da, proliferasyonla
iligkili genlerin eksprese edilmesi ile sonuglandig: bildirilmistir (25,34).

OPA etkilesimli protein 5 (OIP5) antisensi transkriptl, gelisim siirecinde
norogenezin kontroliinde rol almaktadir. OIP5-AST’in farkli kanser tiirlerinde
farkli miRNAlar igin siinger gorevi iistlenerek hedef mRNAlarin stabilizasyo-
nunu ve ekspresyonunu arttirdig1 bilinmektedir. Ornek olarak servikal kanser-
de OIP5-AS1’in miRNA-143-3p i¢in baglanma bolgesi igerdigi ve siinger gorevi
gordiigii, bu sayede miRNA-143-3p'nin hedef genleri olan SMAD3 ve integrin alt
tnitesi alfa 6 (ITGA6) ekspresyonlarinin baskilanmasini engelledigi ve servikal
kanser hiicrelerinin invazyon, proliferasyon ve migrasyonunu tesvik ettigi ortaya
¢ikarilmistir (38).
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LncRNATarin mRNA stabilizasyonuna katkida bulunma yontemlerinden biri
de, mRNAya baglanarak RNA baglanma proteinlerini buraya ¢ekmek ve mR-
NAya baglanmalarina aracilik etmektir. HOXC10 mRNA stabilize edici faktor
IncRNAnin (IncRNA HMS), mRNA stabilizasyonundan sorumlu RNAya bag-
lanma proteini (RBP) HuR ile etkileserek, kanser hiicrelerinin proliferasyonunda
anahtar rol oynayan HOXC10 mRNA stabilizasyonunu sagladig: bildirilmistir.
Transkriptlerin stabilizasyonuna yardim eden IncRNA (LAST IncRNA), CCHC
tipi ¢inko parmak niikleik asit baglanma proteini (CNBP) ile siklin D1 (CCND1)
geninin 5’ ucu arasindaki etkilesimi indiikleyerek CCND1 mRNAsini1 niikleazlara
kars1 korur ve stabilize eder (39).

Bazi durumlarda da IncRNAlar, mRNAYya baglanarak, RNA baglanma prote-
inlerinin mRNA’ya baglanmasini bloklama yoluyla mRNAnin stabilizasyonunu
engeller. LncRNA 7SL, TP53 mRNAnin 3’ ucu ile etkileserek mRNA stabilizas-
yonundan sorumlu HuR RBP’nin p53 mRNAsma baglanmasini engeller ve bu
durum TP53 translasyonunun baskilanmas ile sonuglanir (40).

LncRNAlar, RBP’lere baglanip onlar1 alikoyarak ve aktivitelerini degistirerek
de mRNA stabilizasyonunu ve ekspresyonunu diizenleyebilirler. Post-transkripsi-
yonel baskilamadan sorumlu PUMILIO proteinlerine baglanarak onlar1 alikoyan
IncRNA DNA hasari ile aktive edilen kodlamayan RNA (NORAD) bu duruma
ornek gosterilebilir NORAD bu sekilde hedef genlerin mRNA stabilitesini ve
translasyonunu diizenleyebilmekte ve genom stabilitesinin saglanmasina katkida
bulunmaktadir (Sekil 2B) (41).

GAS5-AS1 gibi bazi IncRNAlar, RNA modifikasyonu yapan enzimlerle etki-
leserek mRNA stabilitesini diizenleyebilmektedir. GAS5-AS1’in, bir tiimdr sup-
ressor olan GAS5’in mRNA stabilitesini etkileyebildigi gosterilmistir. Bunun igin
ALK homolog 5 RNA demetilaz (ALKBH5) ile GAS5 mRNA arasindaki etkilesi-
me miidahele eder ve GAS5 m6A metilasyonunu azaltarak GAS5 mRNA degra-
dasyonunu engeller (34,42).

LncRNAlarin mRNA stabilizasyonu yaninda yikimina da aracilik edebildikle-
ri ve bunu staufen ift zincirli RNA’ya baglanan protein 1 (STAU1) ve PTBP1 gibi
proteinlere baglanma araciligiyla gerceklestirdikleri anlagilmistir. STAU1 aracili
mRNA yikimi bu durumun en iyi bilinen 6rneklerindendir. Epidermal farkli-
lagmada 6nemli rol oynayan bir IncRNA olan terminal farklilasmay: indiikleyen
kodlamayan RNA (TINCR), STAU1 proteinine baglanabilmektedir. Gastrik kan-
serde TINCR'1n STAU1e baglanmasi, STAU1 aracili kruppel benzeri faktor (KLF)
mRNAnmn yikimi ve bunu takiben kanser hiicrelerinin apoptozunun énlenme-
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siyle sonuglanamamaktadir (25,34). Bir tiimor supressor olan IncRNA MEG3’iin
PTBPY’ e (hetrojen niikleer riboniikleoprotein ailesinin bir {iyesi) baglanarak, kii-
¢iik heterodimer partner (SHP) mRNAnin yikimina neden oldugu gosterilmistir.
MEG3 ve PTBPI’in asir1 ekspresyonu, SHP mRNA yikiminda artisa ve nihayetin-
de bazi hedef genlerin ekspresyonunun aktivasyonuyla birlikte, karaciger hasarina
ve karaciger enzimlerinin yiikselmesine neden olmaktadir (43).

IncRNA’larin miRNA’larla Etkilesim Uzerinden Etkileri

LncRNAlarin miRNATar araciligiyla gen ekspresyonunu post-transkripsiyonel
olarak diizenledigi bilinmektedir (18,44). MiRNA aracili diizenleme mekaniz-
malarina, IncRNAlarin dizilerinde barindirdigi baglanma bolgeleri sayesinde
miRNATlar1 alitkoymas: (miRNA siingeri olarak is gormesi) veya hedef gendeki
miRNA baglanma boélgesine baglanarak bu bolgeyi maskelemesi ve miRNA bag-
lanmasini engellemesi 6rnek gosterilebilir. Bu sekilde ¢aligan IncRNAlar endojen
rekabetci RNA (ceRNA) olarak adlandirilmaktadirlar (2,34). Diger taraftan IncR-
NAlar miRNA 6nciil molekiilii olabilmekte ve IncRNAlardan miRNAlar iiretile-
bilmektedir (18,25).

Farkli kanser tiirlerinde onkogen rolii iistlendigi bilinen kiigiik niikleolar RNA
konak gen 16 (SNHG16) tarafindan kodlanan IncRNAnin pek ¢ok miRNA i¢in
stinger gorevi gordiigii ve farkli kanser tiiriinde rol alan genlerin ekspresyonunu
bu sekilde diizenledigi bilinmektedir. Bunlara SNHG16nin servikal kanser hiic-
relerinde miR-216-5p igin, meme kanserinde miR-98 icin, papiller tiroid kanse-
rinde miR-497 i¢in, ve pankreas kanserinde miR-218-5p i¢in siinger gorevi gor-
mesi ornek verilebilir (45).

Osteosarkom hastalarinda yapilan bir ¢alismada, LncRNA fibroblast biiyiime
faktorii reseptorii 3 (FGFR) antisensi 1 (FGFR3-AS1) ve FGFR3 ekspresyonunun,
osteosarkom tiimor orneklerinde kontrol 6rneklerine kiyasla arttig1 gézlenmis-
tir. Yapilan analizler neticesinde FGFR3-AS1 ve FGFR3 mRNA arasinda kuyruk
kuyruga olan bir RNA dupleksi gergeklesebilecegi ve bunun da FGRF3-AS1’in
FGFR3 mRNA’sinin 3’ ucunu miRNA baglanmalarina karsi maskeleyip, stabili-
zasyonunu arttirabilecegi one siirtilmistiir (Sekil 2C) (46).

MiRNA onciilii olan IncRNAlara H19 6rnek verilebilir. LncRNA H19dan
miR-675’in 23 niikleotidlik onciilii tiretilir. MiR-675 stres kosullarinda veya on-
kojenik sinyallere cevap olarak IGF1R’nin translasyonunu baskilar ve hiicre proli-
ferasyonunu inhibe eder (25).
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Sekil 2. LncRNAlarin post-transkripsiyonel diizenleme mekanizmalar1

IncRNA'LARIN TRANSLASYON UZERINE ETKILERI

LncRNAlarin translasyon siirecinde rol alan proteinlerin ekspresyon ve fonksi-
yonlarini etkileyerek mRNA translasyonunu diizenledigi bilinmektedir. Lenfoma
hiicrelerinde yapilan bir ¢alismada, GAS5 IncRNAnin 6karyotik translasyon bas-
lama faktorii 4E’ye (eIF4E) baglanarak translasyon baslama kompleksi EIF4F ile
etkilestigi ve c-myc translasyonunu azalttig1 gosterilmistir ki, bu da apoptoz ve
hiicre proliferasyonundaki degisiklerle sonu¢lanmaktadir (Sekil 3A) (25). Mantle
hiicreli lenfomada LncRNA SNHG1 ve SNHG4’tin EIF4E’ye baglanarak fonksiyo-
nunu etkiledigi bilinmektedir. Meme kanseri hiicrelerinde IncRNA RP1-506.5’in
eIF4E ile etkileserek elF4E'nin elF4G’ye baglanmasini engelledigi ve bunun da
Snail ekspresyonunu negatif sekilde diizenleyen p27kip1 translasyonunun baski-
lanmasina neden oldugu ortaya koyulmustur (47). Translasyonel diizenleyici Inc-
RNAnin (treRNA) riboniikleoproteinlerle [poli U’ya baglanan splayzing faktor
60 (PUF60), heterojen niikleer riboniikleoprotein (hnRNP K), splayzing faktor 3
alt tinite 3 (SF3B3), FMRI1 otozomal homolog 1 (FXR1) ve FXR2] etkileserek bir
kompleks olusturdugu ve bu kompleksin e[F4Ge baglanarak E-kaderin translas-
yonunu baskiladig bildirilmistir (34).
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LncRNATar yukaridaki 6rneklerden farkli olarak bazen de translasyonu po-
zitif gekilde diizenlerler. Ornek olarak IncRNA steroid reseptor RNA aktivator
(SRA), eIF4E’ye baglanan protein 1’in (e[F4E-BP1)’in ekspresyonunu arttirarak,
Wnt/[B-catenin sinyal yolaginin aktivasyonunda artisa neden olur ki, bu da endo-
metrium kanserinin daha agresif seyretmesi ile iliskilendirilmistir (47).

Son zamanlarda bazi IncRNAlarin peptid veya protein iiretebildigi anlagilmis-
tir. Bu duruma drnek verilebilecek LINC00278, ying-yangl'e baglanan mikropep-
tid’i (YY1BM) kodlar. YY1BM, translasyonu negatif sekilde diizenleyen 6karyotik
uzama faktorii 2 kinaz (eEF2K) ekspresyonunun azalmasina neden olur (47).

IncRNA’LARIN POST-TRANSLASYONEL MODIiFiKASYONLAR
UZERINE ETKILERI

Post-translasyonel modifikasyonlar, proteinlerin uzaysal konformasyonlari, sta-
biliteleri, fonksiyonlar1 ve farkli molekiillerle etkilesimleri {izerinde etkilidir. Ol-
dukga karmasgik bir islem olan post-translasyonel modifikasyonlarin asetilasyon,
fosforilasyon, glikozilasyon, sumolasyon gibi ¢ok sayida farkli sekli tanimlanmis-
tir. LncRNAlar bazi post-translansyonel modifikasyonlarin ger¢eklesmesinde rol
alarak, proteinlerin degradasyonunu veya sekillenmesini diizenlemekte ve eks-
presyon diizeylerini etkilemektedir (25).

LncRNATar tarafindan bazi proteinlerin post-translasyonel modifikasyonlari-
nin diizenlenmesi, kanserde enerji metabolizmasinin yeniden programlanmasini
etkilemektedir. Bu modifikasyonlardan biri olan ubikitinasyon, proteinleri prote-
ozomlar tarafindan yikilmak iizere isaretler. Ozefagus skuaméoz hiicreli karsinom
hiicrelerinde yapilan bir ¢alismada, IncRNA aktin gama 1 psddogen’in (AGPG)
glikoliz stimiilasyonunda 6nemli rolii olan 6-fosfofrukto-2-kinaz/fruktoz-2,6-bi-
fosfataz 3’tin (PFKFB3) C terminal domeynine baglandig1 ve PFKB3’tin lizin302
ubikitinasyonunu ve bunu takiben proteozom aracili yikimini inhibe ettigi gos-
terilmistir. Bu durumun, PFKFB3’tin eksprese edilmesine, glikolitik akisin aktive
edilmesine ve hiicrelerde metabolik yeniden programlamaya neden oldugu ortaya
koyulmustur ($ekil 3B) (48).

Hepatoseliiler karsinom hiicrelerinde yapilan bir ¢calismada, p53 stabilize edi-
ci ve aktive edici IncRNAnin (PSTAR) p53 aracili hiicre dongiisiiniin durakla-
tilmasina ve bunu takiben hiicrelerin proliferasyon ve tiimdrijenitesinin inhibe
edilmesine neden oldugu gosterilmistir. Yapilan analizler neticesinde, PSTAR'In
hnRNP K’ya baglanip sumolasyonunu arttirdig1 ve bu sekilde p53 aktivasyonu ve
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birikimi ile sonu¢lanan hnRNPK ve p53 arasindaki etkilesimi kuvvetlendirdigi
anlagilmustir (49).

Fosforilasyon post-translasyonel modifikasyonlarin en yaygin olanlarindan
biridir. Proteinlerin fosforillenmesi ve defosforilasyonu onlarin aktif ve inaktif
formlar1 arasinda gecis yapmasini saglar ve ozellikle sinyal iletiminde olduk-
¢a onemli rol oynar. Fosforilasyon protein kinazlar tarafindan gergeklestirilir
ve proteinler genellikle serin, treonin ve tirozin rezidiilerinden fosforillenirler.
LncRNATlarin proteinlerin fosforilasyonunu diizenledigi bilinmektedir (25,50).
LncRNA dentritik hiicre (Inc-DC), dentritik hiicrelerde eksprese edilmekte ve
bu hiicrelerin farklilagmasina aracilik etmektedir. Lnc-DC, transkripsiyon sin-
yal aktaric1 ve aktivatorii 3 (STAT3) ile etkileserek tirozin 705 rezidiisiindeki
fosforilasyonu arttirmakta ve STAT3’tin post-translasyonal modifikasyonuna
katkida bulunmaktadir. Lnc-DC’nin susturulmas: ise, tirozin rezidiilerinin de-
fosforilasyonunu indiikleyen SPH1’in STAT3 ile baglanmasina ve STAT3 de-
fosforilasyonuna yol agmaktadir (51). Akciger kanseri ile iligkili transkript 1
IncRNA (LUCAT1), kiigiik hiicreli olmayan akciger kanseri, kolorektal kanser,
glioma ve hepatoseliiler kanser gibi ¢esitli kanserlerle iliskilendirilmistir. Hepa-
toseliiler kanser hiicrelerinde yapilan bir ¢calismada, anneksin A2’nin (ANXA?2)
LUCATT’in etkilestigi hedef proteinlerden biri oldugu belirlenmistir. Pek ¢ok
fonksiyonu olan ANXA2'nin, ayn1 zamanda bir onkoprotein olan S100 kalsiyum
baglama proteini A10 ‘un (S100A10) ubikitinasyon aracili yikiminin 6nlenmesi-
ni sagladig: da bilinmektedir. LUCAT1’in ANXA2’nin ekspresyonunu etkileme-
digi fakat serin 25 rezidiisiindeki fosforilasyonunu azalttig1 ortaya koyulmustur.
Sonug olarak, LUCAT1’in ANXA2nin fosforilasyonunu azaltarak SI00A10 sta-
bilitesini arttirdig1 ve bunun da, hepatoseliiler karsinomun ilerlemesine katkida
bulundugu bildirilmistir (50).

LncRNAlarin proteinlerin translasyon sonrast modifikasyonlarindan biri olan
ve asetiltransferaz ve deasetilazlar tarafindan gergeklestirilen asetilasyonu da dii-
zenledigi bilinmektedir (25). Yapilan ¢alismalar MALAT1’in meme kanserinde
azalan protein 1'e (DBC1) baglanarak, DBC1’in SIRT1’e baglanmasini ve SIRT1’in
deasetilasyon aktivitesini inhibe etmesini 6nledigini gostermistir. SIRT1’in p53
deasetilasyonunu tegvik ettigi bilinmektedir. Dolayistyla MALAT1’in DBC1’le
etkilesim araciligiyla p53’iin asetilasyonunu diizenledigi bildirilmistir. Ozetle,
MALATT’in DBCl baglanmasi, DBC1’in SIRT1%e baglanmasini engeller, SIRT1
p53’lin deasetillenmesini saglayarak p53 transkripsiyonel aktivitesini diisiiriir, bu
da hiicre proliferasyonunun artmast ile sonuglanir (25,52) .
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Sekil 3. LncRNAlarin translasyon ve post-translasyonel modifikasyonlar tizerine etkisi

IncRNA'LARI HEDEFLEYEN POTANSIYEL TERAPOTIK
YAKLASIMLAR

Gen ekspresyonunu diizenlenmesinde rol alan IncRNAlar, bu 6zellikleri nedeniy-
le pek ¢ok hiicresel prosesin isleyisine katkida bulunurlar ve anormal ekspresyon-
lar1 kanser de dahil olmak tizere farkli hastaliklarla iligkilendirilmistir (11). Bu
nedenle IncRNAlarin umut vaad eden terapi hedefleri oldugu diistiniilmektedir
(9,53). Lnc RNATar serum, plazma, idrar, tiikriik gibi viicut sivilarinda ve tiimor
dokularinda kolayca saptanabilmektedir. Doku spesifik ekspresyonlar: kanser
hiicrelerinin segilimli olarak oldiiriilmesi olasiligini miimkiin kilmaktadir. Lnc-
RNATarin ekspresyon seviyelerinin diigitk olmasi nedeniyle, onlar1 hedefleyen
tedavi ajanlarinin da daha diisiik dozlarda kullanilabilecegi ve bu ajanlarla ilis-
kili toksisitenin de minimuma indirilebilecegi diistiniilmektedir. Yine IncRNA'la-
r1 hedefleyen potansiyel tedavilerin, enzim replasman tedavisi gibi yan etkileri
olan tedavi sekillerine alternatif olabilecegi ve lokus spesifik olarak bu enzimleri
kodlayan genlerin ekspresyonunu arttirabilecegi one siirtilmiistiir (9). Bu nedenle
IncRNAlar1 hedefleyen ¢esitli tedavi stratejileri gelistirilmistir. Bunlar arasinda 1)
kiigitk mitidahele edici RNA (siRNA) / kisa sa¢ tokas1t RNA (shRNA) veya antisens
oligoniikleotidler (ASO) araciligiyla posttranskripsiyonel olarak IncRNAnin deg-
radasyonu 2) LncRNA genlerinin genom diizenleme teknikleri kullanilarak mo-
difiye edilmesi 3) Sekonder yapilarinin olusumunu veya proteinlerle etkilesimini
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baskilamak araciligryla IncRNATarin fonksiyon kaybetmesini saglamak sayilabi-
lir. Bu potansiyel terapi yaklagimlar: umut verici olmasina ragmen heniiz klinikte
kullanimi olan IncRNA temelli bir tedavi ajan1 bulunmamaktadir (9,53). Asagida
IncRNAar1 hedefleyen farkli tedavi stratejilerinden bahsedilmektedir.

IncRNA'LARIN POST-TRANSKRIPSiYONEL OLARAK
HEDEFLENMESI

LncRNAlarin post-transkripsiyonel olarak hedeflenmesinde daha ¢ok RNA-RNA
veya RNA-DNA duplekslerinden yararlanilmakta ve bunun i¢in de niikleik asit
temelli terapotikler kullanilmaktadir. Bu terapotiklerle transkriptomun istenilen
tiim essiz bolgeleri hedeflenebilmektedir. Niikleik asit terapotikleri olarak sayila-
bilecek iki temel yaklasim, ¢ift zincirli siRNA aracili RNA interferans (RNAi) ve
tek zincirli ASO’larin kullanilmasidir (9,54).

siRNA aracili RNAi

SiRNATar kisa ¢ift zincirli RNAlardir. Protein kodlayan mRNA'lar gibi IncRNA'lar
da siRNAlar tarafindan hedeflenebilir. Cift zincirli siRNAlar, bir RNAse III en-
zimi olan Dicer tarafindan kesilip tek zincirli hale geldikten sonra, RNA ile in-
ditklenmis sessizlestirme kompleksine (RISC) dahil olurlar ve hedef IncRNA ile
komplementer bazlari ile eslesme yaparlar ki, bu da hedef IncRNAnin argonat
kompleksi tarafindan yikimina neden olur (9,55). Terapotik olarak kullanilacak
gift zincirli RNA'larin nitkleaz degradasyonundan korunmasi igin bir takim kim-
yasal modifikasyonlara tabi tutulmas: gerekmektedir. Bunlar arasinda 2’ pozis-
yonundaki sekerin modifiye edilmesi (2’-O metil modifikasyonu) ve 3’ ucundaki
fosforotioat bag1 modifikasyonlari sayilabilir. Bu modifikasyonlar siRNA temelli
terapotiklerin farmakolojik 6zelliklerinin gelismesini saglamistir (54).

Hiicre hatlarinda yapilan ¢aligmalarda, pek ¢ok IncRNAnin siRNA kullanilarak
susturulmasi gergeklestirilmistir. Prostat kanseri hiicre hatlarinda, prostatla iliski-
li ikinci kromozom lokusu 1 IncRNAnin (SChLAP1) siRNA aracili susturuldugu
ve bunun hiicre proliferasyonu ve invazyon yeteneginin azalmasiyla sonuglandig:
bildirilmistir. LncRNA SChLAP1’in, SWI/SNF kompleksinin tiimér baskilayici
aktivitesini engelledigi ve prostat kanserinin agresif 6zellik géstermesine neden
oldugu rapor edilmistir (9). SW480 kolon kanseri hiicre hattinda siRNA kullani-
larak MALAT1 ekspresyonu baskilanmis ve MALAT1’in baskilanmasi apoptozun
indiiklenmesi ve hiicre proliferasyonunun baskilanmasi ile sonuglanmastir (56).

In vitro caligmalarda siRNA aracili IncRNA susturulmasi bagarili sonuglar ve-
rirken, in vivo ¢aligmalarda zorluklar yasanmaktadir. Bunun nedeni olarak hedefe
gonderim metodlarinin yeterince etkin olmadig1 ve biyomevcudiyetinin yeterli
olmadig1 6ne siirtilmiistiir (54).
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ASO kullanimi

ASO’lar RNAya Watson-Crick baz eslesmesi ile baglanan kisa tek zincirli oligo-
niikleotitlerdir. Hedef IncRNA ile baz eslesmesi yapan ASO’lar, RNaseH]1 tarafin-
dan hedefIncRNAnin degradasyonuna ve ekspresyonunun azalmasina yol agarlar.
ASO’lar ayn1 zamanda splayzing degisimlerine neden olarak da gen ekspresyonu-
nu degistirebilirler (57). ASO’larda yapilan birtakim modifikasyonlar bu molekiil-
lerin terapétik bagarisini arttirmigtir. Ornegin fosforotioat baglar1 ASO’lar1 hiic-
resel niikleazlara kars1 dayanikli kilmaktadir. Diger taraftan seker omurgasinda
yapilan kimyasal modifikasyonlar 6zellikle de 2’-O- metoksietil modifikasyonu
ASO’larin baglanma spesifitesini arttirirken, spesifik olmayan etkiyi azaltmigtir
(58). Omurgadaki tiim sekerlerin modifiye edilmesi durumunda ise RNAse H ak-
tivitesi cok diigmiis veya tamamen yok olmustur. Fakat bu sekilde modifiye edilen
ASO’larin ekzon atlamada etkili oldugu ve splayzing enhancer veya repressorlerin
baglanma bolgesini bloklayarak, hedef RNAnin splayzing paternini degistirdigi
anlagilmigtir (54). Farkli sekillerde dizayn edilmis ASO’lar arasinda, kopriili niik-
leik asit GapmeRleri (LNA GapmeRs), dogal antisens transkript antagonistleri
(antagoNAT) ve mixmer’ler sayilabilir (9).

LNA GapmeR’ler

LNA GapmeRler yap1 ve fonksiyon olarak ASO’lara benzerler fakat bunlar ortada
RNAya baglanip RNA-DNA dupleksi olusturma ve RNAse H1 aracili degradasyo-
na neden olan bir DNA dizisi, uglarda ise kopriilii niikleik asit (LNA) dizilerinden
olusur. LNA dizilerinde riboz yapisi 2’ oksijen ve 4’ karbon arasinda bir metilen
koprii olusturularak modifiye edilmistir. LNA’lar erisilmez RNA'lar olarak da ad-
landirilirlar ve hem baglanma affinitesini, hem de niikleazlara kars: direnci artti-
rirlar (55,59). RNAse H primer olarak niikleusta lokalize oldugu i¢in gapmeR’ler
daha ¢ok niikleusta lokalize olan IncRNA'lar1 susturmak i¢in uygundur.

Fare luminal B meme kanseri modelinde, MALAT1 ASO’nun subkutan ola-
rak verilmesi primer timoriin farklilagmasina neden olmustur. Bununla birlikte
spesifik olmayan ASO uygulanan kontrol farelerine kiyasla, MALAT1 ASO uy-
gulanan farelerde metastazda yaklasik % 80 oraninda azalma izlenmistir. Ayrica
akciger kanseri zenograft modelinde de MALAT 1 ASO’nun antimetastatik etkisi
gozlenmistir (54)

Mixmer'ler

Mixmer’ler, LNATlar ve farkli tiplerdeki monomerler gibi (genelde DNA, RNA,
2’-Ome-RNA) kimyasal olarak modifiye edilmis niikleotidlerden olusurlar. Mix-
mer’lerin klasik DNA segmentleri bulunmaz ve RNAse H aracili degradasyonu
saglayamazlar, bunun yerine hedef transkriptlerin diger niikleik asitler veya ri-
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boniikleoproteinlerle iliskisini bloklayarak etki gosterirler. Ornek olarak bir psé-
dogen transkripti ile parental mRNA arasindaki iliskiyi veya epigenetik diizenle-
me yapan protein kompleksleri gibi komplekslerin baglanmasini engelleyerek is
gorirler.

Aptamerler

LncRNAlar genellikle kompleks bir ikincil yapiya sahiptirler ki, bu 6zellikleri on-
larin oligoniikleotitler tarafindan hedeflenmesini zorlagtirir. Aptamerlerin kulla-
nim1 bu soruna ¢oziim saglayabilir (60). Aptamerler belirlenen sekilde katlanarak
ti¢ boyutlu bir yapiya doniisebilme 6zelligine sahip, hedefe baglanma affiniteleri
ve spesifiteleri yiiksek, tek zincirli RNA veya DNA niikleik asitleridir (61). Apta-
merler antikorlarin niikleik asit analoglar1 olarak diisiiniilebilir fakat hem doku
penetranslar1 hem transportlar: antikorlardan daha iyidir hem de daha distik dii-
zeyde immiin yanita neden olurlar. Ug boyutlu 6zellikleri sayesinde IncRNA’larin
kompleks ikincil yapilarini tanir ve RNA-protein etkilesimlerine miidahele ederler
(9). Ussel zenginlegtirme araciligiyla ligandlarin sistematik evrimi (SELEX) adli
bir yontemle yeni hedeflere spesifik, farmakolojik 6zellikleri iyilestirilmis, niikle-
azlara direncli aptamerler dizayn edilebilmektedir (60,61). Son zamanlarda tiglii
negatif meme kanserinde yapilan bir ¢aligmada, siRNA ile birlestirilmis bir apta-
mer dizayni kullanilarak HOTAIR IncRNA hedeflenmistir. Daha 6nce yapilan ga-
lismalarda HOTAIR ekspresyonunun epitelyal biiylime faktér reseptorii (EGFR)
tarafindan pozitif sekilde diizenlendigi ve bu iki genin ekspresyonunun korele ol-
dugu ortaya koyulmustur. Bu nedenle bu galismada EGFRYyi taniyan bir aptamer,
HOTAIR'i hedefleyen bir siRNA molekiilii ile birlestirilmistir. Bu kimerik apta-
merin EGFR eksprese eden kanser hiicrelerini segici olarak taniyip, etkili sekilde
HOTAIR ekspresyonunu baskiladig1 gosterilmistir. Sonug olarak kimerik bir ap-
tamerin kulanimryla EGFR eksprese eden {iglii negatif meme kanseri hiicrelerinin
bitylimesi, migrasyonu ve invazyonunun baskilandig1 ortaya koyulmustur (62).

Ribozim ve Deoksiribozimler

Ribozim ve deoksiribozimler katalitik 6zellikleri sayesinde dizi spesifik olarak
RNAYy1 kesebilirler. “Hammerhead” ribozimler merkezde yer alan bir ilmege bagh
20 niikleotid uzunlugunda yan diziler igeren ribozimlerdir ve hedef RNAya bu
yan dizilerle baglanirlar. Kolon kanseri modelinde yapilan bir preklinik ¢aligmada
vaskiiler endotelyal bityiime faktorii reseptorii 1/2 (VEGFR1/2) ribozimlerinin
karaciger metastazini inhibe ettigi gosterilmistir. Her ne kadar ribozim ve deoksi-
ribozimler proteinden bagimsiz katalitik aktiviteleri ile RNAy1 dizi spesifik olarak
kesebilseler de, IncRNAlarin kompleks ikincil yapilar1 ribozim ve deosiribozim-
lerin baglanmalarini siklikla engellemektedir (9,55).
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IncRNA GENLERINiN GENOM DUZENLEME TEKNIKLERI
KULLANILARAK MODIFiYE EDILMESI

CRISPR/Cas9 Aracili Diizenleme

LncRNAlarin ekspresyonlarini diizenlemenin bir diger yolu da onlar1 kodlayan
genlerin CRISPR/Cas9 aracili transkripsiyonel sessizlestirilmesidir. Bu amagla en-
doniikleaz aktivitesi olmayan bir Cas9 enzimi, transkripsiyonel baskilayicilar ile
birlestirilir ve rehber RNA araciligiyla hedef genin promotoruna yonlendirilerek,
transkripsiyonel sessizlestirme saglanir. Bununla birlikte CRISPR/Cas9 aracili-
giyla IncRNAlar1 kodlayan genlerin tamaminin, promotor bdlgesinin, transkrip-
siyon baslangi¢ bolgesinin ¢ikarilmasi veya transkripsiyon sonlanma bélgesinin
eklenmesi ve ekzon ekzon baglantilarinin diizenlenmesi diger stratejiler arasinda
yer almaktadir (54,63). Ayrica son zamanlarda gelistirilen ve RNA’y1 hedefleyen
CRISPR/Cas13 sisteminin, IncRNA’larin susturulmasi i¢in kullanilabilecek umut
vaad eden bir terapi yaklagimi oldugu one siiriildii (54). Farkli kolorektal adeno-
karsinom hiicre hatlarinda yapilan bir ¢alismada, ti¢ farkli CRISPR/Cas9 stratejisi
kullanilarak, IncRNA kolon kanser iligkili transkript 1’in (CCAT1) transkripsiyo-
nu baskilanmistir. Bu stratejilerden birinin CCAT1’in 1.ekzonunda bir delesyon
olusturmak, digerinin CCAT1 genomik lokusuna bir reporter gen ve transkripsi-
yon sonlanma sinyali eklemek, sonuncusu ise ilk iki stratejiyi birlikte uygulamak
oldugu bildirilmistir. CCAT1’in susturuldugu hiicrelerde ¢esitli biyolojik proses-
lerde rol alan genlerin ekspresyonlarinda degisiklik gozlenmistir (64).

SEKONDER YAPILARININ OLUSUMUNU VEYA PROTEINLERLE
ETKILESiMiNi BASKILAMAK ARACILIGIYLA IncRNA'LARIN
HEDEFLENMESI

Kiiciik Molekiiller

Kiigiik molekiiller IncRNAlara veya RNA’ya baglanan proteinlere baglanarak on-
larin ikincil ya da ti¢ boyutlu yapilarini degistirip fonksiyon gostermelerine engel
olurlar. Buna ek olarak, RNAya baglanan proteinlerin IncRNAlara baglanan do-
meynlerine veya IncRNAlarin RNAya baglanan proteinlere 6zgii dizilerine bag-
lanarak maskelerler ve IncRNA'lar ile proteinler arasindaki etkilesimi bozarlar.
Dolayistyla IncRNA'larin ikincil ve tigiinciil yapilarini anlamak onlar1 hedef alan
terapotikler gelistirmek acisindan olduk¢a énemlidir. Ornek olarak, niikleer zen-
ginlestirilmis bol bulunan transkript 1 (NEAT1) ve MALAT1 transkriptlerinin 3’
uglar1 egsiz bir tiglii heliks yapiya katlanir. Bu yapilar1 hedefleyebilen kiigiik mole-
kiil inhibitorlerin transkripti destabilize edebilecegi veya proteinlerle etkilesimini
bozabilecegi ve terapotik etki olusturabilecegi diisiiniilmektedir (9,54).
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SONUC

Bu kitap boliimiinde IncRNA'larin etki mekanizmalar1 ve bu molekiilleri hedefle-
yen potansiyel terapotik yaklasimlardan bahsedilmistir. LncRNAlar kodlamayan
RNA sinifinin en 6nemli tyelerinden biridir ve ekspresyonlarindaki anormal-
likler kanser, otoimmiin hastaliklar gibi pek ¢ok hastalik grubu ile iliskilendi-
rilmistir. Fonksiyonlar: ile ilgili hala yeni bilgiler ortaya ¢ikmakla birlikte, gen
ekspresyonunun diizenlenmesinde olduk¢a 6nemli rolleri oldugu bilinmektedir.
LncRNAlar gen ekspresyonunu transkripsiyonel, post-transkripsiyonel, trans-
lasyonel ve post-translasyonel diizeyde, ¢ok ¢esitli mekanizmalar kullanarak dii-
zenleyebilirler. Dolayisiyla, bu mekanizmalar1 hedefleyen, niikleik asit temelli,
gen diizenleme metodlarinin kullanildig: veya IncRNAlarin ikincil ve tiglinciil
yapilarini degistirmeyi hedefleyen yaklasimlar 1s1§1nda terapoétikler gelistirilmeye
calisilmaktadir. Heniiz klinige girmis bir IncRNA terapotigi olmamakla birlikte,
preklinik calismalar devam etmektedir. Bu ¢aligmalarin sonuglanmasi ve IncR-
NATar1 hedefleyen basarili terapotiklerin gelistirilmesi, gelecekte pek ¢ok hastali-
gin tedavisine katkida bulunacaktir.
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