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miRNA’lar; yaklasik 22 niikleotit uzunlugunda, ko-
dlama yapmayan kiiciik RNA molekiilleri olup, gen
ifadesinin transkripsiyonel ve post-transkripsiyonel
diizenlenmesinde gorev alirlar (Chen ve ark., 2014).
miRNA’lar hedef mesajc1 RNA’lara (mRNA) bagla-

narak mRNA

farklilasmasi, cogalmasi

oynamaktadirlar (Bartel, 2004).

miRNAlar ilk kez 1993 yilinda Caenorhabditis ele-
gans’ta kesfedilmistir (Lee, 1993). Bundan yaklasik 7
yil sonra ilk memeli miRNA’s1 (let-7) bulunmustur
(Reinhart, 2000). Bu iki onemli arastirma, bircok
miRNA'nin ve diger kodlanmayan RNA'larmn tran-
skripsiyonunu ortaya cikaran bir dizi genomik
arastirmaya onctiliik etmistir (Lee, 1993; Pasquinelli,
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OZET

miRNA'lar translasyon sonrasi gen anlatimimin diizenlenmesinde gorev alan, yaklasik 22 niikleotit uzunlugun-
daki kodlama yapmayan kiiciik RN A molekiilleridir. Hedef mRNAya baglanan miRNA'lar, translasyonun bas-
kilanmasina veya mRNA'nin degredasyonuna neden olurlar. Hiicre cogalmas, farklilasmasi ve sag kaliminda
rol oynayan miRNA'larin cesitli hastaliklar ile iligkili mekanizmalarda da gorev aldiklar1 bilinmektedir. Hasta-
liklarla ilgili miRNA’larin belirlenmesinin cesitli hastaliklarin molekiiler mekanizmasini anlama ve tedavi et-
mede daha giivenilir molekiiler hedefler olabilecegi diistintilmektedir. Bu derlemede, miRNA'larin biyogenezi,
izolasyon yontemleri ve hedef mRNA’larin belirlenmesi icin kullanilan tekniklerle, miRNA’larin cesitli hasta-
liklardaki rollerine deginilmistir.

Anahtar Kelimeler: miRNA, Gen Anlatimi, Biyobelirteg.

ABSTRACT

miRNAs are small non-coding RNA molecules, approximately 22 nucleotides in length, that are involved in the
regulation of post-translational gene expression. miRNAs bind to target mRNA, causing translation suppres-
sion or degradation of mRNA. It is known that miRNAs, which play a role in cell proliferation, differentiation
and survival, are also involved in mechanisms associated with various diseases. It is thought that the identifi-
cation of disease-associated miRNAs may provide more reliable molecular targets for understanding and trea-
ting the molecular mechanism of various diseases. In this review study, biogenesis of miRNAs, isolation met-
hods, techniques used to identify target mRNAs and the role of miRNAs in various diseases are mentioned.

Keywords: miRNA, Gene Expression, Biomarker.

translasyonunu  baskilar
mRNA’lar1 degrade eder.

GIRIS
2000; Reinhart, 2000; Bartel, 2004; Esteller, 2011). in-

san genomunda ise yaklasik 2000 miRNA geni yer
almaktadir (Chen ve ark., 2014).

miRNA’lar gelisimsel zamanlama, embriyogenez,
hticre farklilasmasi, organogenez, metabolizma ve

Ve€ya  apoptozis gibi biyolojik stireclerlerle birlikte, kanser

Bu mekanizma ile hticre  {ahil bircok hastalikta énemli rol oynamaktadir
(Pfeffer ve ark. 2004). Diizensiz miRNA ek-
spresyonunun bir¢cok hastalik patogenezinde yer
aldigr bildirilmektedir (O’Connell ve ark., 2010).

miRNA’larin anlatim bozukluklar: veya eksiklikleri

ve sag kaliminda rol

gesitli patofizyolojik bozukluklarla iligkilidir (Chen
ve ark., 2004; Zhao ve ark., 2006). miRNA'larin, hiicre
proliferasyonu, farklilasma, apoptoz ve timor
olusumu gibi cesitli biyolojik stireglerle iliskili
oldugunu gosteren bircok calisma bulunmaktadir
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(Ambros, 2004). miRNA'larin islevlerinin belirlen-
mesi gesitli hastaliklarin, hiicresel ve gelisimsel biy-
olojinin molekiiler siireclerinin daha iyi anlasil-
masint saglamistir (Coussens, 2002; Bartel, 2004;
Roush ve Slack, 2008; Esteller, 2011; Iorio, 2012; Tili,
2013; Gurha, 2016; Rupaimoole, 2016). Bu agidan
bakildiginda, miRNA aracili gen anlatimi diizenlen-
mesi dnemli bir mekanizma olarak kabul edilmekte-
dir (Filipowicz ve ark., 2008).

miRNA Biyogenezi

miRNA biyogenezi (Sekil 1.), iki asamada
gerceklesen karmasik bir stire¢ olup, cekirdekte
RNA polimeraz II tarafindan gergeklestirilen tran-
skripsiyon ile baslamaktadir. ik asamada pri-
miRNA adi verilen, sa¢ tokas1 yapisinda ve olgun
miRNA dizisini igeren uzun bir RNA olusmaktadir
(Winter ve ark., 2009). Sa¢ tokas1 yapisi, Drosha
(RNAaz III enzimi) ve kofaktorii DiGeorge kritik
sendrom bolgesi 8 (DGCR8)’'den (Pasha) olusan
mikroprosesor tarafindan kesilir. Bu kesimin ardin-
dan, oncti miRNA (pre-miRNA) adi verilen 60-70
niikleotid uzunlugunda RNA molekiilii olusturulur.
Olusan bu pre-miRNA niikleustan sitoplazmaya Ex-
portin-5 (XPO5) aracilig ile tasinir (Yi ve ark., 2003).
Ikinci asamada sitoplazmada bulunan pre-miRNA
ribontikleaz enzimi olan Dicer tarafindan 21-24
niikleotid uzunlugunda dubleks miRNA’ya kesilir.
miRNA'nin  olgun dizisini olusturmak {izere
kesilecek olan iplik, miRNA indiiklenmis susturma
kompleksini olusturan (RNA- induces silencing
complex; RISC) argonat proteinine ytiklenir (Filip-
owicz ve ark., 2008; O’Connell ve ark., 2010).

miRNA-mRNA  baglantis;, miRNA’larmn
oldugu 6-8 niikleotit uzunlugundaki tohum dizisi

sahip

araciig ile gerceklesir ve miRNA'nin hedefledigi
mRNA'nin 3 (UTR)
baglanmas: ile transkripsiyon sonrasi diizenleme

kodlanmayan bolgesine

gerceklestirilir. Bu spesifik baz eslesmesinin ardmn-
dan, miRNA RISC’i indiikler ve mRNA’nin yikimina
ya da translasyonun baskilanmasina neden olur
(Lewis ve ark., 2005; Filipowicz ve ark., 2008).

miRNA Izolasyonu

miRNA’lar hiicre, doku; serum, plazma ve gozyasi
gibi viicut sivilarindan izole edilebilmektedir (Weber
ve ark., 2010). miRNAlar ile yapilan ilk calismalarda
siklikla TRIzol (Thermo Fisher Scientific) ile fenol-
kloroform ekstraksiyonu yontemi kullanilmistir. An-
cak bu yontemde kontaminasyon ihtimali ytiksektir.
Ek olarak, dustik guanin-sitozin igerigine sahip
miRNA 'larin, az miktarda hiicreden fenol-kloroform
ekstraksiyonu sirasinda secici olarak kayboldugu ve
bunun, uzun nitikleik asitlerle karsilastirildiginda
kiiciik niikleik asitlerin ¢okeltilmesinin  verim-
sizliginden kaynaklandig1 gosterilmistir. miRNA
izolasyonunda kolon temelli yontemler kullanilmasi
ile bu sorunlar engellenebilmektedir (Kim ve ark.,
2012).
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Sekil 1. miRNA Biyogenezi (Jafri ve ark., 2019)

Ik kolon
ekstraksiyonundan sulu fazin bir RNA adsorpsiyon

temelli yontem, fenol-kloroform

kolonuna ytiklenmesini, ardindan miRNA'in
yikanmasini ve eltisyonunu icermektedir (Sekil 2.A).
mirVana (Thermo Fisher Scientific) ve miRNEasy
(Qiagen) kitleri bu yodntem icin yaygmn olarak
kullanilan 2 kittir. Direct-zol kitleri (Zymo Research)
gibi kitler, faz ayirma adimini atlamaktadir. miRNA
iceren fenol reaktifi dogrudan bir RNA adsorpsiyon

kolonuna yiiklenebilir; ardindan yikama ve miRNA
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eltisyonu yapilabilir (Sekil 2.B) (Lu ve Rothenberg,
2018).

Sivi faz transfer edilir ve
RNA ¢otirilir

A
Kloroform eklenir
e Sivi Faz —_—
Organik Faz
Fenol + Ornek Faz Ayrimi
B
Sivi Faz
Organik Faz
Faz Ayrimi
Fenol + Ornek N

Sivi faz RNA baglayia
kolona aktanhr

Faz aynmi yapilmadan RNA baglayic kolona aktarilir

RNA suda ¢oziiliir
e .

7

RNA Pelleti

Coziilmils RNA

—

Santrifiij, yitkama ve
eliisyon

Eliie edilmis
RNA

Sekil 2. miRNA ekstraksiyon yontemleri. A. Fenol-kloroform temelli faz ayriminin ardindan RNA pelletinin

eldesi ve RNA'nin niikleazsiz suda ¢ozdiirtilmesi. B. Fenol-kloroform uygulamasinin ardindan elde edilen

sivi faz RNA baglayic1 bir kolona aktarilabilir. Yikama asamalarindan sonra RNA niikleazsiz su ile eltie edilir.

Alternatif olarak, bazi miRNA ekstraksiyon kitleri faz ayrimi asamasin atlamaktadir. Fenol ile homojenize

edilmis drnekler direkt olarak RNA baglayici kolona ytiklenerek ardindan yikama ve RNA eliisyonu asama-

lar1 gerceklestirilir. Uretici tarafindan fenol bazli reaktif yerine 6zel bir lizis tamponu da saglanabilmektedir

(Lu ve Rothenberg, 2018)

Kolon temelli yontemlerde, RNA verimini ve
kalitesini onemli olciide azaltacagimdan, kolonlar
fazla doldurmamaya dikkat edilmesi gerekmektedir.
miRNA izolasyonu igin tasarlanmis ¢ogu ticari kit,
oncelikle miRNA’lar1 da iceren total RNA izo-
lasyonu icin bir protokole ve ardindan elde edilen bu
total RNA’dan kiigiik boyuttaki RNA’larin ayrilmasi
i¢in alternatif bir protokole sahiptir (Lu ve Rothen-
berg, 2018).

miRNA’larmn viicut stvilarindan elde edilmesinde de
bazi sorunlar yasanmaktadir. Viicut sivilarindan
elde edilen miRNA verimi hiicre veya doku
orneklerine gore cok daha dustiktiir. Genellikle
piyasada bulunan bazi kitlerin 6rnek baslangig

hacmi sinirini asacak kadar biiyiik miktarlarda viicut
stvist ornegine ihtiya¢ duyulmaktadir (Moldovan ve
ark., 2014).

miRNA Anlatim Analizi ve Hedef Genlerin Belir-
lenmesi

miRNA anlatim1 hem doku 6rneklerinden hem de
serum ya da plazma gibi hiicre icermeyen biyolojik
stvilardan tespit edilebilir. miRNA’larin tespiti igin
kantitatif PCR (qPCR),
mikrogip ve RNA dizileme metotlar1 kullanilmak-
tadir (Lu ve Rothenberg, 2018).

in situ hibridizasyon,

miRNA’lar sadece 21-23 baz cifti uzunlugunda
olduklarindan; yaklasik 20 baz cifti uzunlugunda
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primerler gerektiren geleneksel PCR ile cogaltila-
bilmeleri igin primer tasarlanmasi teknik olarak
oldukca zordur. Bu sebeple ters transkriptaz
sirasinda miRNA’larin boyunun uzatilmas: gerek-
mektedir. Bu islem miRNA’ya 6zgiti stem-loop pri-
merler kullanilarak yapilabilecegi gibi; miRNA'ya
3’poli-A kuyrugu eklenmesinin ardindan ters tran-
skripsiyon sirasinda evrensel bir dizi ile etiketlenmis
poly-T primeri kullanilarak da yapilabilir. Daha
sonra, her bir miRNA’ya 6zgti forward primer- prob
ve evrensel diziye ait bir reverse primer kullanilarak
qPCR uygulamasi gerceklestirilir (Eldh ve ark., 2012;
Moldovan ve ark., 2014).

miRNAlar 5" ucundaki 2-7 niikleotitlik tohum dizisi
ile mRNA'nin 3’ kodlanmayan bolgesini (UTR)
hedefleyerek transkripsiyon sonrasi gen anlatiminin
baskilanmasina aracilik etmektedirler (Vishnoi ve
Rani, 2017). In silico tabanl1 hedef tahmin yontemleri
miRNA’nin tohum dizisine tamamlayicilik, evrimsel

olarak korunma gibi cesitli faktorleri kullanmaktadir.

Targetscan.org ( Lewis ve ark., 2005; Friedman ve
ark., 2009; Shin ve ark., 2010; Agarwal ve ark., 2015)
ve microRNA.org (Enright ve ark., 2003; John ve ark.,
2004; Betel ve ark., 2008; Betel ve ark., 2010) gibi
web tabanli algoritmalar kullanilarak c¢ok sayida
hedef tahmini olusturulabilmektedir ancak bu algo-
ritmalarla olusturulan hedeflerin yanlis olma ihti-
2011).
Yakin zamanda giincellenen miRTarBase (Chou ark.,
2016) ve starBase (Li ve ark., 2014), miRNA’lar ile ko-
dlama

mali de bulunmaktadir (Witkos ve ark.,

yapmayan uzun RNA’lar arasindaki
baglantilara ait verileri de iceren kapsamli analizler
yapmaya imkan vermektedir (Imig ve ark., 2015;
Rupaimoole ve Slack, 2017). Bu veritabanlarmi Tar-
getScan gibi tahmin araclariyla birlestirmek, arastir-
macilarin miRNA'larn  mRNA hedeflerini daha
dogru bir sekilde tahmin etmelerine yardimci olacak
ve hastalikla ilgili miRNA'larin ve mRNA'larin daha
verimli bir sekilde tanimlanmasini saglayacaktir
(Rupaimoole ve Slack, 2017). Tablo 1."de miRNA an-
alizi icin kullanilan biyoinformatik araclardan ba-
zilar1 gosterilmistir.

In silico olarak tahmin edilmis hedef genlerin
dogruluklari, genlere ait 3" UTR bolgelerinin bir
raportor vektoriin 3" UTR bolgesine klonlanmas: ve
ardindan miRNAnin hedeflenip raportor genin ak-
tivitesinin Olgtilmesi ile gosterilebilir. Baska bir
yontem olarak, bir miRNA antagonisti ile hiicreye
gecici olarak transfekte edilip hem dogrudan hem de
dolayl1 hedefleri belirlemek icin tiim transkriptom
analizi gerceklestirilebilir (Di Martino ve ark., 2016;
Hodzic ve ark., 2017).

miRNA’larin  Biyobelirte¢ Olarak Kullanilma
Potansiyeli

miRNA’larin kesfi ile birlikte cesitli hastaliklardaki
rolleri de arastirilmaya baslanmistir. miRNA’larin
anlatimindaki diizensizlikler hastaliklarin seyrinde
onemli rol oynadigindan miRNA anlatim pro-
fillerinin belirlenmesi hastaliklarin teghisi i¢in 6nem-
lidir (Vishnoi ve Rani, 2017).

miRNA’larin retinal gelisimde ve retinanin normal
isleyise sahip olmasinda ©nemli rolleri oldugu
gosterilmistir ve yapilan calismalar noral retinada
farkli seviyelerde anlattm yapan miRNA’larin
varligini dogrulamistir (Andreeva ve Cooper, 2014).
miR-183/96/182 kiimesinin retina noronlarinda
koruyucu gorevi vardir. Bu miRNA kiimesinin
etkisiz hale getirildigi transgenik farelerde fotoer-
septorlerdeki sinaptik defektlere baglh olarak 1siga
kars1 asir1 duyarlilik gozlenmistir (Lumayag ve ark.,
2013).

Merkezi sinir sistemi hastaliklarinin nedeni de
miRNA’larin degisen anlatim profillerine baglana-
bilmektedir. Mezenkimal kok hiicrelerin inme son-
katkida bulundugu
bilinmektedir. Serebral iskemiden sonra astrositlere

rast norolojik iyilesmeye
ve ndronlara miR-133b'nin tasinmasinda gorev alan
eksozomlarin kesfinden sonra, miR-133b'nin felcten
sonra norit bliytimesini uyararak iyilesmeye katki

sagladig teorisi ortaya atilmistir (Xin ve ark., 2012).

miRNA’lar kardiyak dokunun gelisiminde 6nemli
rol oynamaktadir (Romaine ve ark., 2015). Cesitli
miRNAlar ve 6zellikle miR-143, miyokardiyal hticre
kalpteki

morfolojisini  diizenlemektedir  ve
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odaciklarin isleyisi ve olusumu icin gereklidir. Vas-
kiiler diiz kas hiicrelerinin farklilagsmasi da miR-143
ve miR-145 aracilig ile dtizenlenmektedir (Zhao ve
ark., 2015). Son yillarda miRNA anlatim profillerin-
deki ditizensizliklerin cesitli kardiyovaskiiler has-
taliklarla iliskili oldugu bildirilmistir. miR 143 /145
anlatimindaki azalmanin akut ve kronik vaskiiler
strese neden oldugu rapor edilmistir (Zhao ve ark.,
2015).

miRNAlar meme kanseri icin biyobelirte¢ olma
potansiyeline sahiptir. Yapilan bir calismada 3
miRNAnin anlatiminin (miR-29a, miR-181a, ve miR-
652), mamografi ile kombinasyon halinde dogru alt
tipe 6zgii meme timoriiniin teshisini kolaylastirma
potansiyeline sahip oldugu gosterilmistir (Zhu ve
ark., 2014). miR-10b’nin asir1 anlatimi, meme kanseri
modellerinde invazyon ve metastazi baslattig1 ve
primer meme karsinomlarindaki anlatimi klinik iler-
leme ile iligkili oldugu gosterilmistir (Gee ve ark.,
2008). miR-486'nin akciger kanserinde potansiyel bir
tumor baskilayicist oldugu bildirilmistir (Peng ve
ark., 2013).

Sonug

miRNA’'lar transkripsiyon sonrasi gen anlatimini
diizenleyerek ve hiicre farklilasmasi, ¢cogalmas: ve
hayatta kalmasimnda 6nemli bir rol oynamaktadirlar
(Chen ve ark., 2014). ilk miRNA 1993 yilinda C. ele-

gans'ta kesfedilmis ve kisa stire sonra hayvan, bitki

ve bazi viriislerde de varhig1 gosterilmistir (Lee, 1993).

miRNA’larin kesfi ile birlikte gesitli hastaliklardaki
rolleri de arastirlmaya baslanmistir. miRNA an-
latim1 hem doku 6rneklerinden hem de serum ya da
plazma gibi hiicre icermeyen biyolojik sivilardan
edilebilir 2018).
miRNA’larin  anlatimindaki has-

taliklarin seyrinde 6nemli rol oynadigindan miRNA

tespit (Lu ve Rothenberg,

diizensizlikler
anlattim profillerinin  belirlenmesi hastaliklarin
teshisi i¢in 6nemlidir (Vishnoi ve Rani, 2017).

miRNA terapdétiklerini igeren onemli sayida prek-
linik ¢calisma yapilmis olmasina karsin simdiye ka-
dar ¢ok az sayida miRNA terapotikleri klinik

gelistirmeye tasinmustir. miRNA tabanli terapoti-
klerin gelistirilmesinde en biiyiik zorluklardan biri
her hastalik tiirti icin en iyi miRNA adaym ve
miRNA hedeflerini belirlemektir. Diger bir zorluk da
terapotik adaya daha ytiiksek stabilite kazandiran,
dokuya 6zgili hedeflemeyi saglayan ve potansiyel
toksisiteleri ve hedef dis1 etkileri 6nleyen miRNA
dagitim araclarmin tasarimidir (Rupaimoole ve ark.,
2011; Cheng ve Slack, 2012; Li ve Rana, 2014).

Hem hastalikla ilgili proteinlerle hem de bunlarla
baglantii miRNA’lar ile calismak, cesitli has-
taliklarin molekiiler mekanizmasini anlama ve te-
davi etmede daha giivenilir molekiiler hedefler
saglayabilecektir.

Cikar Catismasi

Yazarlar ¢ikar catismasi olmadigini beyan eder.
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