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ABSTRACT

MicroRNAs, a single stranded RNA molecules encoded by the genome, are non-coding RNAs found in all eukaryotic cells and
play roles in biological processes such as development, differentiation, apoptosis and growth. MicroRNAs are expressed in
many tissues and their uncontrolled increase / decrease in the cell may be related to the damage that occurs in these tissues.
MicroRNAs can be specific biomarkers for many diseases due to their high levels of detection in systemic circulation after tissue
damage and their extraordinary stability. One of them, miR-122, is a validated biomarker that can be detected in the blood after
liver damage in humans. Classical liver function tests (aminotransferases) in dogs, as well as in humans, may be insufficient,
especially in revealing chronic liver damage. The reason for this is that aminotransferases are in the reference range, mostly due
to the decrease in the number of hepatocytes. Liver biopsy, which is the gold standard in staging liver diseases, is an invasive
method and has various complications. For these reasons, the effectiveness of miR-122 in revealing liver damage, especially in
advanced and clinical symptoms, has been a research topic in recent years. The aim of this review is to evaluate of miR-122 for
some liver diseases and neoplasms in dog.
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Kopeklerde Karaciger Hasari ve MikroRNA-122
0z
Genom tarafindan kodlanan tek iplikli RNA molekili olan mikroRNATar tiim okaryotik hicrelerde bulunan kodlama yapmayan
RNAlardan olup, gelisim, farklilasma, apoptoz ve biylime gibi biyolojik sireclerde rol oynamaktadir. MikroRNAlar pek gok
dokuda ifade edilmekte ve hicre icerisinde kontrolslz sekilde artma / azalmalari bu dokularda meydana gelen hasarla iligkili
olabilmektedir. MikroRNAlarin doku hasarindan sonra sistemik dolasimda yuksek seviyelerde tespit edilebilmesi ve olaganusti
kararliliklari nedeniyle pek ¢ok hastalik igin spesifik biyobelirte¢ olabilir. Bunlardan biri olan miR-122, insanlarda karaciger
hasarindan sonra kanda belirlenebilen dogrulanmis bir biyobelirtectir. insanlarda oldugu gibi kdpeklerde de klasik karaciger
fonksiyon testleri (aminotransferazlar) dzellikle kronik karaciger hasarini ortaya koymada yetersiz kalabilmektedir. Bunun
nedeni gogunlukla hepatosit sayisindaki azalmaya bagli olarak aminotransferazlarin referans araligi icinde olmasidir. Karaciger
hastaliklarinin evrelenmesinde altin standart olan karaciger biyopsisi ise invaziv bir yontem olup ¢esitli komplikasyonlari vardir.
Bu sebeplerden dolayi karaciger hasarinin dzellikle ileri ve klinik bulgu gostermeyen donemde ortaya konulmasinda miR-122'nin

etkinligi son yillarda bir arastirma konusu olmustur. Yapilan bu derlemenin amaci kopeklerde bazi karaciger hastaliklari ve
neoplazilerinde miR-122'nin degerlendirilmesidir.

Anahtar kelimeler: Karaciger Hasari, Képek, miR-122.
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GIRIS
MikroRNA

MikroRNA (miRNA) genom tarafindan kodlanan, yaklasik
22 nikleotit uzunlugunda tek iplikli RNA molekdll olarak
ifade edilen ve gen ifadesinin dizenlenmesinde rol oynayan
non koding RNAlardandir. Non-coding ifadesi miRNAlarin
DNA'dan
transkripsiyonu gerceklestirilip proteine gevrilmeyen genler

kodlamayan RNAlar (ncRNA) oldugunu, vyani

tarafindan kodlandigi anlamini tagimaktadir (Ambros 2004).

MikroRNA yolagi transkripsiyon, nikleer olgunlasma, gekirdek
disina aktarim ve sitoplazmik kirpiimayl icermektedir.
mikroRNAlari kodlayan baélgeler éncelikle 60-70 baz ciftlik
trasnkriptler halinde, sac tokasi benzeri éncul pri-miRNAlar
halinde sentezlenir. Ardindan bu Pri-miRNA" lar cekirdek
icerisinde RNaz Ill tip enzim olan Drosha-Pasha (insan
DGCR8) protein kompleksi tarafindan kesilerek pre-miRNAYyi
olustururlar. Pre-miRNA bir nlklear transport reseptoru
olan exportin-5 (EXP-5) yardimiyla sitoplazmaya tasinir.
Sitoplazma icerisinde pre-miRNA Dicer ve es protein ile
(Drosophila R2D2, insan TRBP) sag tokasi yapisini keserek,
kisa cift iplikli dubleks miRNA' lara dénusur ve bu dubleksin
biripligi olgun miRNA olarak gorev yaparken, digeri nikleazlar
tarafindan parcalanir (O'Brien ve ark. 2019). Fakat bilinen tim
mikroRNA'lar bu klasik yolak ile (canonical) Gretilmemektedir.
Klasik olmayan yolak, mRNAYI kodlayan konakgi genlerin
intronlarinda bulunan bir tdr mikroRNA olan mirtron adl
verilen kisa hairpin yapisidir. Mirtronlar intronlarin splaysing
(ekleme) yolu ile meydana getirilirler ve gen ekspresyonunda
islevleri vardir (Westholm ve Lai 2011).

Tim Okaryotik hicrelerde bulunan ncRNAlarin bir sinifi olan
miRNAlar hedef mRNA'larin translasyonel baskilanmasina ve
gen sessizlesmesine yol acarak biyolojik sirecte (gelisim,
farklilasma, apoptoz, bliylime ve metabolizma) énemli bir rol
oynamakta ve hicre icerisindeki kontrolslz sekilde azalma/
artislari birgok hastalikla iliskilendiriimektedir (Ardekani
ve Naeini 2010). miRNA genlerinin yaklasik %50'si protein
kodlayan genlerin intronlarinda veya kodlamayan RNA
transkriptleri icinde yer alir. Insanlarda 2,588 miRNANIn,
insan genlerinin % 60'ndan fazlasini dizenledigi ve hicre
blyimesi ve hicre olimunde hucresel aktivitelerine her

yonden katildigi tahmin edilmektedir (Saini ve ark. 2007).
miRNAlarin gen duzenleyici aglarin vazgecilmez bir bileseni
olmasi nedeniyle, hastaliklarin patogenezinde de onemli
bir yere sahip olabilecedi ve pek ¢ok hastaligin tani ve
tedavisinde biyik rol oynayacagi diistiiniimektedir (Ardekani
ve Naeini 2010).

MikroRNAlar doku hasarindan sonra sistemik dolasimda
yuksek seviyelerde tespit edilebilmektedir. Bu da miRNA'larin
hicresel hasarin ardindan salindigini dustndirmektedir.
OlaganUstu Kkararliliklari, biyolojik sivilarda tespit kolayligi
ve dokuya 0zgu ekspresyon modelleri nedeniyle miRNA'ar
organ hasarinin spesifik biyobelirtecleri olma potansiyeline
sahiptir (0'Brien ve ark. 2019). insanlarda miRNA'ar, hepatit C
(miR-122) ve gesitli kanser tirleri dahil olmak Uzere pek ¢ok
hastalik icin birer biyobelirteg olabilirler (Hayes ve Chayama

2016).

Doku mikroRNA'larinin dogrudan 6lgtimu invaziv yéntemlerle
elde edilmesi acisindan biyobelirtec olarak elverissizdir.
Ote yandan, serum mikroRNA'larinin 8lgiimii cok daha az
muldahale gerektirmektedir. Karaciger gibi bazi organ ve
dokulardaki mikroRNA seviyeleri bazi mikroRNAlar igin serum
seviyeleri ile iliskilidir (Shwetha ve ark. 2013). Karacigerden
gelen mikroRNA'lar seruma apoptoz ve nekroz yoluyla pasif
olarak veya ekzozomlarin ve viral partikillerin salgilanmasi
yoluyla aktif olarak girebilir (Novellino ve ark. 2012).

MikroRNAlar serum ve dokunun yani sira plazma, idrar,
tukdrdk ve beyin omurilik sivisinda da belirlenebilir ve
nispeten stabildir (Cortez ve ark. 2011). Serbest RNA,
RNazlar tarafindan hizla bozulur ve tipik olarak kisa bir yari
omre sahiptir. Olgun mikroRNA'lar ise ¢ok daha kararlidir ve
normalde protein argonaute-2 (AGO2) veya diger argonaute
proteinleri ile kompleks haldedir. Bu nedenle dondurulmus
numuneler énemli bir bozulma olmadan miRNA analizleriigin
saklanabilir. Dolasimdaki mikroRNA'lar, vezikll icermeyen
ribontkleoprotein  kompleksleri olarak, Hepatit B Virls
ylzey antijeni (HBsAg) partikilleri iginde veya eksozomlar /
mikrovezikUller icinde yer alabilir veya tasinabilirler. Ancak
serum mikroRNA'ar tipik olarak eksozomlarda bulunmaktadir
(Arroyo ve ark. 2011, Novellino ve ark. 2012).

Insanlarda oldugu gibi hayvanlarda da miRNAlar hemen
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hemen hucresel surecin her asamasinda yer alip, yine
hayvanlarda da gelisim, hicre farklilasmasl ve homeostaz
igin gereklidir (Gebert ve MacRae 2018). miRBase'de (v.21)
kopekler icin 453, sicanlar icin 765 ve insanlar igin ise 2588
aciklamaliolgun miRNA dizisivardir. Kdpek miRNA doku atlas,
biyobelirtec kesfi icin bir kaynak saglar. Bununla birlikte,
kopek miRNA ekspresyonu veya sekanslarin agiklamalari
hakkinda ¢ok az sey bilinmektedir. Son ¢alismalar, kemirgen
turlerinde ve insanlarda miRNA doku ekspresyonuna
odaklanirken, kopekler igin anemli bir miRNA veri eksikligi
vardir. Oysaki Beagle irki kdpekler insanlarda ilag gtvenliginin
degerlendirilmesi icin onemli bir tdrdir. Kopekte dokuya
0zqu yaralanmanin miRNA biyobelirteclerinin belirlenmesi,
insanlarda kullanimi amaclanan kimyasal bilesiklerin
potansiyel olarak olumsuz etkilerinin tahmini ve izlenmesine

bilyiik katki saglayacaktir (Koenig ve ark. 2016).
Karaciger Hasari ve MikroRNA-122

CogumiRNA, memelitlrleriarasinda dokuya 6zqgl ekspresyon
gosterir. Ornegin farelerde, siganlarda, kdpeklerde ve
insanlarda karaciger hasarindan sonra kanda saptanabilen
miR-122 gibi dogrulanmis biyobelirtec oOrnekleri vardir
(Qosthuyzen ve ark. 2018).

Son yillarda kopeklerde karaciger hasarinin belirlenmesinde
mikroRNA'larin kullanimi hepatik mikrozomal fonksiyonun
kantitatif
(Lidbury ve Suchodolski 2016). Karacigere 6zgli miR-122'nin,

degerlendiriimesine  olanak  saglamaktadir
gen ekspresyonunu etkileyerek hepatositlerde hicresel

homeostazin  surdurtlmesinde, hepatik inflamasyonu,
timor baskilamasini ve lipid metabolizmasini azaltmada
onemli islevleri oldugu bilinmektedir (O'Brien ve ark. 2019).
Ek olarak, miR-122 hem plazma hem de karaciger demir
degerlerini dizenler (Castoldi ve ark. 2011) ve karaciger disl
dokularda neredeyse hic eksprese edilmez (Landgraf ve
ark. 2007). Saghkl kopeklere kiyasla fibrotik, inflamatuar
ve neoplastik etiyolojilere sahip karaciger hastaliklarinda,
alanin transaminaz (ALT) dizeyleri ile kiyaslandiginda miR-
122 konsantrasyonlari artmis ve karaciger hasari igin spesifik

biyobelirtec olarak kabul edilmistir (Oosthuyzen ve ark. 2018).

Karaciger hasarinda kopeklerdeki iki miRNA miR-122 (ylksek
doku hassasiyeti) ve ters tamamlayici miR-3591dir. Bunun

disinda miR-885'teki yikselmelerde miR-122 gibi karaciger ile
iliskilendirilmistir. Hatta ALT ve AST'deki artislarla bu miRNA
artislari korelasyon gostermis ve bu korelasyon hafif ila
orta dereceli hepatoselller nekrozla dogrulanmistir. Ancak
kopekde bu korelasyon miR-885'te miR-122'den daha ylksek
bulunmus bu iki miRNAnin kopeklerde karaciger hasarinin
potansiyel biyobelirtecleri olarak kullanimini onaylamistir
(Koenig ve ark. 2016).

Alanin transaminaz, aspartat transaminaz (AST), y-glutamil
transpeptidaz (GGT) ve a-fetoprotein gibi serum karaciger
enzim seviyelerindeki degisimler karaciger fonksiyonu
hakkinda bilgi saglar. Ancak bu enzimler bobrek, kas ve
kemik gibi bazi dokulardan da salinmasl nedeniyle sinirli
Ozqulluktedir ve daha karmasik yorumlama gerektirir.
Ayrica bunlar Kkaraciger hastaliklarinda tedavi sirasinda
kullanilabilmesine ragmen ileri asamaya kadar tespit
edilemeyen hepatoselliler karsinom (HCC) gibi neoplastik
hastaliklar icin daha erken tespit edilebilen ve hassasiyeti
ylksek biyobelirteglere ihtiyag duyulmaktadir (Hayes ve
Chayama 2016). Enzimlerin tersine birgok mikroRNA, doku
veya organa 0zgu sekilde ifade edilmesi mikroRNAlarin
biyobelirte¢c olarak daha yuksek 06zgullige sahip olma
olasiligini ortaya koyar. Serumdaki mikroRNAlarin varligi ve
potansiyel biyobelirtec olarak kullanimlari ilk olarak Lawrie
ve ark. (2008) tarafindan diffiiz biyiik B hiicreli lenfomadaki
rolleri hakkinda yapilmis ve diger pek cok ¢alisma bunu takip
etmistir.

Yine karaciger hasarinin klinik biyokimyada en onemli
miR-122'nin
karsilastirldigi  bir calismada, ALT seviyelerinin hen(z

gGstergelerinden olan transaminazlar ile
yukselmedigi durumlarda minimal karaciger hasari ile miR-
122 artislari korelasyon gostermistir. Bu nedenle miR-122'nin
standart karaciger fonksiyon testlerinden daha hassas
olabilecegi ifade edilmistir. ALT yukselmesinden dnce miR-
122 seviyelerinde belirlenen artis erken bir biyobelirteg
olabilecegini ortaya koymaktadir (Starckx ve ark. 2013).

Kopeklerde yayqgin bir karaciger hastaligi olan kronik hepatit
(CH), hepatoselliler apoptoz veya nekroz ile degisken bir
inflamatuar hicre infiltrasyonu ve fibrozis ile karakterizedir
ve ozellikle Labrador Retriever irki hastaliga duyarhidir (Shih
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ve ark. 2007, Poldervaart ve ark. 2009). Alanin aminotransferaz
(ALT), genellikle karacigere en spesifik enzim olarak kabul
edilmesine ragmen, yukarida da ifade edildigi gibi hepatiti
tespit etme duyarlilig disuktar. Ayrica ilerlemis fibrozda ALT
aktivitesi, hepatosit sayisindaki azalma sonucunda referans
araligi icinde olabilir (Dirksen ve ark. 2017).

Pek cok kronik karaciger hastaliginda karaciger biyopsisi
teshis icin altin standarttir ve nekroinflamatuarin derecesi
ve fibrozin evrelenmesini histopatolojik olarak puanlanabilir.
Buradaki karaciger fibroz ifadesi ise hiicre digi matriks (ECM)
proteinlerinin artan birikimi olarak tanimlanmaktadir (Favier,
2009). invaziv ve bazi riskler tasimasina ragmen histopatolojik
degerlendirme sadece tani koymak igin degil, ayni zamanda
tedavi sirasindaki degisiklikleri izlemek icin de gerekli
olabilmektedir (Lidbury ve Suchodolski 2016). Bu nedenle,
hastalik siddetini degerlendirmede kullaniimak Gzere, minimal
invazif olabilecek biyobelirteclerin arayisi CHli kopekler
icin devam etmektedir. Son zamanlarda, dolagimdaki miR-
122'nin Labrador Retriever'larda karaciger hasari ve hepatik
bakir birikimi icin miR-122'nin serum duzeylerindeki artislar
ALTden daha spesifik ve hassas bir biyobelirte¢ olarak kabul
edilmis ve miR-122'nin hepatopatilerin erken donem teshisi
ve etkili bir tedaviye de olanak saglayacaktir (Dirksen ve ark.
2016b). Ek olarak, kopeklerde parankimal, biliyer ve neoplastik
hepatobiliyer hastaliklari ayirt etmek icin dolasimdaki
mikroRNAlardan olusan bir panel kullanilabilir (Dirksen ve ark.

2016a).

Kopeklerde dolasimdaki spesifik mikro RNA'lar ile fibrozisin
ilerlemesi arasindaki iliski ilk defa Sakai ve ark. (2019)
tarafindan ortaya konulmustur ve miR-122 ve miR-29a
konsantrasyonlarinin kdpek CH'nin derece ve evrelenmesinin
yani sira tedavi ve prognozunun da izlenmesi icin yararli birer
belirtec olacadi ifade edilmistir (Sakai ve ark. 2019). Bir diger
calisma miR-122 primer hepatitisin akut formu ve kronik aktif
hepatitide (CAH) onemli 6lgiide eksprese edilirken, miR-2Tin
sadece CAHde artis gosterdigini ortaya koymus ve bu iki
miRNAYiI hastaliklar birbirinden ayirt etmede kullanilabilecek
yenive invaziv olmayan bir biyobelirtec olarak kabul etmislerdir
(EI-Sebaey ve ark. 2020a).

Eman ve ark. (2018), serumda belirlenen hepatosit kaynakli

miRNA-122'nin kopeklerde hepatoselliler hasarin saptanmasi
icin tanisal olarak 0Ozellikle aminotransferazlarin normal
serum seviyelere indigi CH'lerde oldukga stabil bir gésterge
oldugunu ortaya koymuslardir. Calismanin sonuglarinda
serum miRNA-122 duzeyleri, ALT ve AST'de ylUkselmeye eslik
eden akut hepatitte 6nemli bir artis gostermenin yani sira
normal duzeylerde ALT ve AST gézlenen kronik hepatitte de

yukselmistir.

(CPSS),
hepatobiliyer sistemin en sik gorllen vaskiler anormalligidir.

Konjenital  portosistemik  santlar kopeklerde
CPSS, portal dolasimdan gelen kanin (toksinler, hepatotrofik
maddeler ve besinler ile birlikte) hepatik parankimi baypas
etmesi ve dogrudan dolasim sistemine karismasina neden
olur. Sant damarlari cerrahi vyolla tedavi edilmektedir.
Serum miRNAlari (cfa-miR-122, cfa-miR-34a, cfa-miR-21
ve cfa-miR-126) farkli CPSS gruplarinda potansiyel olarak
ifade edilebilirler ve her sant tipinde karacigerde meydana
gelen histopatolojik ve molekUller olaylar belirleyebilmek
icin kullanilabilecek yuUksek duyarllik ve 0zgullige sahip
noninvaziv biyobelirtegler olarak kullanilabilirler (EI-Sebaey ve

ark. 2020b).

MiR-122  ekspresyonunun kopek hirincil  tumarlerinde
(hepatoseliiler karsinom-HCC) ve hiicrelerinde azalir ve
bu kopeklerde dolasimdaki miR-122 ekspresyonunun,

muhtemelen hasarli hepatositlerden kan dolasimina miR-122
salimi sonucunda artmaktadir (Hayes ve Chayama 2016).

MiR - 21, miR - 122, miR - 126, miR - 200c ve miR - 222'den
olusan bir mikroRNA paneli parankimal, biliyer ve neoplastik
hepatobiliyer hastaliklari ayirt edebilir. Serum mikroRNA
profili, kopeklerde gesitli hepatobiliyer hastaliklarin teshisine
yardimci olmak icin geleneksel teshis yontemlerine degerli
bir katki saglayabilir. Ancak hastaligin ya da timaorin cesidi
bu miRNAlarin degisimlerinde énemli bir etkendir. Ornegin
hepatoseliiler adenomali (HCA) kopeklerde bunlardan hig
birinde artis gézlenmemesine ragmen, lenfomali kdpeklerde
sadece miR-2Tve miR-122 artmistir. Kontrollere kiyaslalenfoma
veya HCClu képeklerde miR - 122nin yukari regulasyonu,
kopeklerde neoplastik karaciger hastaligi icin potansiyel
bir biyobelirtec olarak miR - 122'nin  kullanilabilecegini
gdstermektedir (Dirksen ve ark. 2016a). Bir baska calismada
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karaciger tutulumu olan kopek multisentrik lenfomasinda
karaciger hasarini ortaya koymak icin miR-122'nin serum
dlzeylerini glvenilir, daha stabil, invaziv olmayan ve kolayca
olctlebilen tanisal biyobelirteg olarak kabul etmistir (Ramadan
ve ark. 2019). Lai ve ark. (2018) da HCC'da miR-122 asad regiile
edildigini ortaya koyarak bazi gen ve miRNAlarin kopek HCC'de
anormal sekilde ifade edildigini soylemislerdir (Lai ve ark.
2018).

SONUG

Calismalarin  sonuglari  géz 6nlnde bulunduruldugunda

kopeklerde karaciger hastaliklarinda  klasik  karaciger
enzim testlerindeki degisimlerin hastaligin derecesi ve
olan

evrelenmesinde yetersizdir. Kesin teshis yontemi

histopatolojik degerlendirmeler ise invaziv olup baz

komplikasyonlara neden olmaktadir.

Ozellikle kronik karaciger hasarinin genellikle uzun sireli ve
subklinik seyirli olmasi, ALT'nin erken donemde karaciger
hasarinda artis gosterirken fibrozise kadar ilerleyebilen
kronik donemde normal seviyelerine gerilemesinden dolay
hepatoseluler hasari gosteren daha glvenilir biyobelirteclere
ihtiyac duyulmaktadir.

Guncel kesiflerden biri olan kodlanmayan RNAlardan olan
miRNA'lar karaciger hastaliklarinin teshisinde son yillarda
noninvaziv bir yontem olarak gvenle kullanilabilecektir. Ancak
akut ve kronik karaciger hasarinda miR-122 seviyelerinde
artis meydana gelmesine ragmen HCA gibi bazi karaciger
patolojilerinde artis gozlenmemesi, miR-122'nin yukari ve asagi
regulasyonlari hakkinda daha kontrollU ¢calismalarin yapilmasi

gerektigini de ortaya koymaktadir.
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