Non-coding RNA
Molekidilleri

Dersin Sorumlusu: Dr. Hatice MERGEN
Dersin adi: Proteomik ve Genomik
Hazirlayan: Cigdem KAPLAN
2004 — 2005 GUZ



Non-Coding RNAs (Kodlama Yapmayan RNA’lar)

Genom projesinin ilk hedefi, sistematik sekilde genlerin tanimlanmasiydi. 2000
yilinda, insan genom dizisinin taslagi yayinlandi, fakat tahmin edilen insan genlerinin
sayist siirekli azalip artti. En son tahminler ise 30.000-40.000 gen iizerinde durmaktayken,
genel olarak 100.000 ve iizerinde oldugu sanilmaktaydi. Bu belirsizligin slirmesinin nedeni
genlerin ¢ok iyi tamimlanabildigi veya kolayca belirlenebildigi bir ydntemin heniiz
gelistirilememis olmasindandir.  Genelde sayisal yontemler 3 metod {izerine
olusturulmustur;

1. cDNA cloning
2. Poliadenillenmis mRNA’larin EST (expressed sequence tag) dizilenmesi

3. Karsilagtirilmali genom analizi ile korunmus kodlayici ekzonlarin tanimlanmasi

Bu metodlar genis, oldukc¢a fazla ekspresse edilen, evrimsel olarak iyi korunmus, protein-
kodlayici genler i¢cin mitkemmel yontemlerdir ve gen sayisinin daha az oldugunun tahmin
edilmeside neredeyse kesin sonuglar verilmiglerdir. Bu metodlar tiim genler i¢inde yalnizca
bir tanesi i¢in ¢alismaz, bu da yapisal, katalitik veya diizenleyici RNA’lar gibi dogrudan

fonksiyonu olan transkriptleri olugturan non-coding RNA genleridir.

Insanlarda transkripsiyonel verimin %98’ini non-coding RNAlar olusturur. Protein olarak
kodlanmayan bu RNA’lar1 olusturan genler ise non-coding RNA (ncRNA) genleri olarak
adlandirilmaktadir. RNA, diger RNA’larin spesifik olarak taninmasinda oldukca ise
yarayan bir molekiildiir; ¢linkii diger RNAlar ile tamamlayici baz eslesmesi meydana
getirebilir. Evrim bazi durumlarda, ncRNA’lar1 proteinlerin yerine tercih etmis olabilir.
Ornegin, spesifik mRNA’lar ile iliskiye gecen post-transkripsiyonel diizenleyici
molekiillerde RNA molekiilleridir. ncRNA genleri proteinleri kodlamak yerine fonksiyonel
RNA molekiillerini olustururlar. Small niikleolar RNA’larin iki biiyiik ailesinin rRNA’larin
site-spesifik modifikasyonlarinda yer aldig1 ve bu ailelere ait bilinen genlerin sayisinin
hizla arttig1 bilinmektedir. 3 yeni yayinda genis bir RNA gen ailesinin tanimi yapilmistir ve
microRNA’lar — kiigiiciik 21-24 niikleotidlik RNA’lardir ve protein kodlayan mRNA’larin
translosyonal regiilator olarak gorev alma ihtimalleri yiiksektir. Ayrica dort yeni yayida
ise, fonksiyonu heniiz bilinmeyen 30’dan fazla yeni non-coding transkriptin deneysel
olarak dogrulanmasi i¢in E.coli’deki yeni ncRNA genlerinin taranma yollari

tanimlanmustir.



Insan genom dizisinin tamamlanmas1 ve protein kodlayici genlerin tanimlanmasinin
bitirilmesine ragmen, ncRNA genleri halen etkin sekilde ortaya cikarilamamistir. Son
yillarda pek c¢ok sistematik tarama ile yeni ncRNA genlerinin biiylik bir kismu
tanimlanmistir. Yeni non-coding RNA genlerinin kesfedilmesinde;
1. bilgisayar bazli karsilastirmali genom analizleri giiclii bir yaklasim olarak kabul
edilmektedir.
2. cDNA cloning stratejilerinin ncRNA ¢ogaltilmasi i¢in 6zel olarak dizayn edilmesi
de iyi sonug verebilen bir yontemdir.
3. Prensipte miimkiin olabilen, yeni transkriptlerin ( hem ncRNA hem de protein
kodlayan RNA) tespit edilmesi i¢in yiikksek yogunluklu oligoniikleotid

mikroarraylerinin kullanilmasi da verimli sonuglar verebilir.

ncRNA’lar kompleks kataliz olmaksizin oldukc¢a spesifik niikleik asit taninmasinda 6nemli
bir rol iistlenirler. Ornegin, gen ekspresyonunun post-transkripsiyonel diizenlenmesini
yonlendirir veya RNA modifikasyonlarinin yonlenmesinde gorev alirlar. Bunlarin yam
sira, non-coding RNA’larin, translasyonel reseptdr olarak (miRNA- lin4), mRNA
degredasyonunun yonlendirilmesinde (siRNA) ve translasyonel diizenleyiciler olarak

(miRNA) rol aldiklar1 belirlenmistir.

Cizelge: Non-coding RNA’larin farkl siniflarina ait kisaltmalar

fRNA Fonksiyonel RNA- non-coding RNA ile es anlamlidir

miRNA MicroRNA — Translasyonel diizenleyici gen ailesi olarak kabul edilir

NcRNA Non-coding RNA — mRNA hari¢ diger tiim RNA’lar

rRNA Ribozomal RNA

SiRNA Small interfering RNA — RNA interferencede aktif molekiiller

SNRNA Small nuclear RNA — splisomal RNA’lar1 igerir

snmRNA Small non mRNA — small ncRNA’larla es anlamlidir

snoRNA Small nucleolar RNA — rRNA modifikasyonunda yer alan pek c¢ogu bilinen

snoRNA’lar

StRNA Small temporal RNA — lin4 ve let7 gibi Caenorhabditis elegans tRNA’s1

RNA araciligiyla yapilan gen regiilasyonu yiiksek Okaryotlar ve kompleks genetik
fenomende genis bir yayilim gosterir. Bu kompleks genetik fenomen icinde, RNA

interference, co-supression, transgene silecing, imprinting, methylation, RNA signalling’i



temel alan ya da buna bagli kesisen yollarin tamamini igerir. Non-coding RNA’larin
okaryotik organizmalarda yer aldiklarina dair bulunmus kanitlarin yani sira E.coli gibi en
iyi calisilmis prokaryotik bir organizmada da yer aldigi bulunmustur. E.coli’de tespit
edilen non-coding RNA’larin sayist giin gectikce acgiga c¢ikmaktadir, ayrica
“riboregiilatorler” olarak islev goren sabit kiiclik RNA’larinda varlig1 da rapor edilmistir.
Riboregiilatorler ise translasyonel baslangic bolgeleri ile 6zgiil iliskiyi baz eslesmesiyle
gerceklestirerek ya translasyonu baskilarlar ya da aktive edici olarak gorev goriirler.
E:coli’de protein kodlayan 4200 gen vardir. Rivas ve arkadaslari, yanlis pozitif oranin
simulasyon calismasiyla bu 4200 protein kodlayici genden 200-275 gen tahmininin

gercekte non-coding RNA’lar olabilecegi ileri stiriilmistiir.

Hiicresel fonksiyonun temel efektorleri proteinler olmasina ragmen, Okaryotik
kompleksliligin temeli ve fenotipik cesitlilik baslica bir kontrol mimarisine dayaniyor
olabilir. Bu mimari ise gen ekspresyonunun koordinasyonu ve modulasyonunda gerekli
bilgiye sahip trans-actin RNA’larin oldukga paralel bir sisteminin bilesimidir. Ciinkii gen
ekspresyonunun  koordinasyonu = ve = modulasyonu  kromozomlarin  yeniden
modellenmesinde, RNA-DNA, RNA-RNA ve RNA-protein etkilesimleri ile
gercgeklestirilir.

Genom projesi sonucunda 6zellikle yiiksek organizmalardaki gelisimsel kompleksliligin
¢Oziilmesi hedeflenen amaglardan biriydi. Ancak goriildii ki, kompleks organizmalar
beklenenden cok daha az sayida protein kodlayici gene sahipti. Ornegin, Drosophila
melanogaster ve bir nematod olan Caenorhabditis elegans’sin genomlarindaki protein
kodlayan genlerin (~12-14.000), Saccharomyces cerevisiae gibi bir mikroorganizmanin
(6200) ancak iki kati1 oldugu, insanlarin ise bunlardan sadece iki kat fazla gene (~ 30-
40.000) sahip oldugu bulunmustur. Yiiksek organizmalardaki ekspresse edilen protein
izoformlariin repertuar1 alternatif splicing ile olduk¢a artarken, yiliksek organizmalarin
evriminin diger carpict bir 6zelligi de non-protein-coding RNA miktariin ¢ok yiiksek

olmasidir.

Yiiksek organizmalar ait proteomlar nispeten duragandir. Ciinkii insan ve farede protein
kodlayan genlerin %99’u ortaktir ve bu canlilardaki degisikliklerin, modiiler tekrar
kullanma ve proteomlarin farkli alt birimlerinin ¢oklu kullanimiyla basariya ulastig
sanilmaktadir. Bir bireyde diger insanlara gore her haploid genomun ~3.000.000 dizisinin

farkli olmasina ragmen, bu yalnizca ~10.000 (%0.3) protein kodlayan dizide yer alir ve



bunlarin ¢ogu da sessiz (3. baz) degisimidir. Bu nedenle, her bireye ait ve tiirler arasindaki
fenotipik cesitlilik biiyiik oranda non-protein-coding dizilerdeki farkliliklardan ileri geliyor
olabilir ve kontrol mimari sisteminin kontrolii gibi gen ekspresyonundaki cesitlilikteki bir
problemden de kaynaklaniyor olabilir. Kontrol mimarisi ise cis-acting promotorlar ve

enchancerlarda lokalize olmus goriinse de, bu cevabin yalnizca bir pargasidir.

Non-coding RNA’lar incelendiginde, bunlarin gelisimsel olarak diizenlendikleri ve genetik
etkilere sahip olduklar1 goriilmiistiir. Okaryotlarda genetik iiriinlerin biiyiik bir kismi olan
ntronik RNA ve diger non-coding RNA’larin yiiksek dizi kompleksliligine sahip oldugu,
ayrica bunlarda biiyiik evrimsel uzakliklarin korundugu gosterilmistir. Hem intronlarin
hem de non-coding RNA’larin fonksiyonel olduklar1 ile bilgiler ortaya c¢ikmaya
baslamustir. Ilging bir drnek olarak, small temporal RNA’lar olan lin-4 ve let7 translasyon
ve diger transkriptlerin kaliciliginda etkili olan RNA-RNA etkilesimleri aracilifiyla
C.elegans’da gelisimsel zamanlamay1 (developmental timing) kontrol ederler. Ayrica hem
bitki hem de hayvanlardaki gelisim siirecinde rolii olan baska non-coding RNA’lar da
vardir; Xist, roX1/roX2... vs). Bu RNA’larin bazilar1 alternatif splicing’e ugrar veya
alternatif poliadenilasyon bolgelerine sahiptir ve muhtemelen protein kodlayici
kapasitelerini kaybetmis genlerden tiiremislerdir. Non-coding RNA’larin pek c¢ok
gorevinin yaninda kromatin mimarisinin diizenlenmesinde de yer aldiklarina dair kanitlar
bulunmaktadir. Kromozom remodeling olayini diizenleyen ve histon asetiltransferazlar i¢in
gerekli bir steroid reseptoriiniin transkripsiyonel co-aktivatoriiniin bir non-coding RNA

oldugu bulunmustur.

Non-coding RNA genlerinin genetik hastaliklarla da iligkili oldugu bilinmektedir.
Cartilage-hair hypoplasia (CHH), kisa kollu ciicelik hastaliginin 267 niikleotidlik RMRP
ncRNA genindeki mutasyonlar1 ile iligkili oldugu belirlenmistir. Otozomal-dominant
diskratosis congenita hastalarinin ise telomeraz RNA’larinda mutasyon tasidigi ve bununda

gen bankasinda yer alan aday bir gen oldugu bilinmektedir.

Insan, fare ve diger memeli genomlari karsilastirildiginda, bu genomlarin protein-coding
bolgeler disindaki dizi homoloji derecesinin de oldukg¢a yiiksek oldugu gosterilmistir.
Yiiksek organizmalarin biyolojisinin anlagilmasinin dogru sekilde gerceklestirilebilmesi
icin, yalnizca proteomlarin anlasilmasi yeterli olmayacaktir. Bunun yaninda, non-coding
RNA’larin tanimlanmasi, bunlarin ekspresyon paternlerinin, iglenmelerinin ve sinyallenme

yollarinin da tanimlanmasi gereklidir.



