
48 

Erciyes Üniv Vet Fak Derg 2021; 18(1): 48-56                                                                                                                          Özge SİDEKLİ  Erciyes Üniv Vet Fak Derg 13(3) 195– 200, 2016                                                                                                        Araştırma Makalesi 
J  Fac Vet Med Univ Erciyes 13(3) 195– 200, 2016                                                                                                         Research Article 

Kantitatif RT-PCR (RT-qPCR) ile MikroRNA (miRNA) Ekspresyon Profillemesi 
 

Özge SİDEKLİ, Özgecan KORKMAZ AĞAOĞLU 
 

Burdur Mehmet Akif Ersoy Üniversitesi, Veteriner Fakültesi Zootekni Anabilim Dalı, Burdur-TÜRKİYE 

 
Sorumlu yazar: Özge SİDEKLİ; E-posta: vethek.ozge@gmail.com; ORCID: 0000-0002-4891-1968 
Atıf yapmak için: Sidekli Ö, Korkmaz Ağaoğlu Ö.  Kantitatif RT-PCR (RT-qPCR) ile mikroRNA (miRNA) ekspresyon 
profillemesi. Erciyes Univ Vet Fak Derg 2020; 18(1): 48-56 
 

Kantitatif RT-PCR (RT-qPCR) ile MikroRNA (miRNA) Ekspresyon Profillemesi 
Özet: Gen ekspresyonunun post-transkripsiyonel düzenleyicisi olarak bilinen miRNA’lar ökaryotik canlılarda çeşitli 
fizyolojik ve patolojik süreçlerde rol oynamaktadır. miRNA'ların rollerinin ortaya konulması ile birlikte miRNA’lar üzerine 
yapılan çalışmaların sayısı da gün geçtikçe artmaktadır. Yapılan çalışmalar ile birlikte miRNA'ların bütün hücre ve doku 
tiplerinde eksprese olduğu ortaya konmuştur. miRNA ekspresyon profilinin ortaya konması için çeşitli yöntemler öneril-
mesine rağmen, yüksek duyarlılığı ve özgüllüğü nedeniyle RT-qPCR altın standart olarak kabul edilmektedir. Bu derle-
mede; RT-qPCR ile miRNA ekspresyon profillemesi sürecindeki adımlar detaylı olarak özetlenmiş ve konu ile ilgili lite-
ratür bilgisine yer verilmiştir.  
Anahtar kelimeler: Ekspresyon, miRNA, normalizasyon , RT-qPCR 
 

MicroRNA (miRNA) Expression Profiling by Quantitative RT-PCR (RT-qPCR) 
Summary: miRNAs, known as post-transcriptional regulators of gene expression, play a crucial role in various physio-
logical and pathological processes in eukaryotic organisms. As the roles of miRNAs have been revealed, the number of 
studies on miRNAs is increasing day by day. Studies have shown that miRNAs are expressed in all cell and tissue 
types. Although various methods have been proposed to demonstrate miRNA expression profile, RT-qPCR is consid-
ered as a gold standard technique due to its high sensitivity and specificity. In this review; the steps in the miRNA ex-
pression profiling process by RT-qPCR were summarized in detail and relevant literature knowledge was given. 
Key words: Expression, miRNA, normalization, RT-qPCR 

Giriş 

miRNA’lar; mesajcı RNA (messenger RNA; mRNA) 
transkriptlerine bağlanarak doğrudan gen ekspresyo-
nunu düzenleyen 17-25 nükleotid (nucleotide; nt) 
uzunluğunda, küçük, kodlama yapmayan RNA mole-
külleridir (Guo ve Chen, 2014). miRNA’lar; hem gen 
ekspresyonunun posttrankripsiyonel aşamada düzen-
lenmesi ile ilgili genlerin ekspresyonunun baskılan-
masında veya tamamen ortadan kaldırmasında, hem 
de hücreler arası etkileşimde mRNA’lar gibi görev 
almaktadır. Bu fonksiyonel rolleri ile birlikte miRNA’lar 
hücresel gen ekspresyonunun %60’ından fazlasının 
kontrolünden sorumludur (Kozomara ve ark., 2019). 
Yapılan çalışmalar ile birlikte farklı genomik organi-
zasyona sahip organizmalarda 2019 yılında miRbase 
veri tabanında 38.589 miRNA lokusu ve 48.860 olgun 
miRNA belirlenmiştir (Kozomara ve ark., 2019; Sidek-
li ve Korkmaz Ağaoğlu, 2019). Tanımlanan miRNA’la-
rın bir kısmının dokuya spesifik olarak hücre içinde, 
büyük bir kısmının ise hücre dışı ortamda bulunduğu 
ortaya konmuştur (Mendell ve Olson, 2012; Weber ve 

ark., 2010). Hücre içi miRNA'ların stres, hastalık ve 
çevresel uyarıcılara yanıt olarak kritik aracılar olduk-
ları ve çeşitli dış faktörlerden kolayca etkilendikleri 
bildirilmektedir (Mendell ve Olson, 2012). Hücre dışı 
miRNA'ların ise kan, idrar, beyin omurilik sıvısı, tükü-
rük, semen ve anne sütü gibi çeşitli biyolojik sıvılarda 
ekspresyonlarının oldukça stabil olduğu saptanmıştır. 
Ayrıca hücre dışı miRNA’ların kararlı bir formda bulu-
narak, endojen RNAaz’lardan kendilerini korudukları 
için hücresel iletişimde rol oynadıkları rapor edilmiştir 
(Weber ve ark., 2010). Yapılan çalışmalar; hücre dışı 
miRNA'ların, yüksek veya düşük pH seviyelerinde, 
uzun süreli depolama ve birden fazla donma-çözme 
işlemleri gibi sert koşullara maruz kalmaları durumun-
da dahi ekspresyon seviyelerinin değişmeden kaldığı-
nı bildirmektedir (Bravo ve ark., 2007; Mraz ve ark., 
2009). Ayrıca; hücre dışı miRNA’ların ekzozom gibi 
mikroveziküllerin yanısıra Argonate 2 (Argounate2; 
AGO2) ribonükleoprotein kompleksi ile RNaz aktivite-
sinden kendilerini korudukları ve dolaşım sistemine 
geçebildikleri bildirilmektedir (Arroyo ve ark., 2011). 
Dolaşımda bulunan miRNA’ların ise; diğer hücre/
doku tiplerine parakrin veya telekrin yol ile geçerek, 
hedefledikleri gen bölgelerini düzenledikleri belirlen-
miştir (Cheng ve ark., 2013; Mendell ve Olson, 2012).  
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miRNA’ların hücreye/doku tiplerine olan özgüllüğün-
den dolayı çeşitli hastalıkların patogenezisinde bi-
yobelirteç olarak kullanılabileceği bildirilmiş, bu ne-
denle de buna yönelik çalışmalara olan ilgi ve merak 
artmıştır (Benes ve Castoldi, 2010). Ancak; miR-
NA’ların GC içeriğine göre heterojen bir yapıya sahip 
olmaları, olgun miRNA’nın kısa olması (~22 nt), miR-
NA'ların ortak bir diziye sahip olmaması ve aynı aile 
içerisindeki miRNA'ların tek bir nükleotidin (örneğin; 
Let-7 ailesi) değişimi ile farklı yapısal özelliğe bürüne-
bilmelerinden dolayı ekspresyon analizlerinin yapıl-
masında bazı zorluklar ortaya çıkmaktadır (Benes ve 
Castoldi, 2010; Guo ve Chen, 2014; Nolan ve ark., 
2013). Bu yapısal zorluklara rağmen mikroarray, nort-
hern blot, yeni nesil sekanslama ve RT-qPCR ile 
miRNA ekspresyon profilleri başarılı bir şekilde analiz 
edilmektedir (Bollati ve Dioni, 2019; Dellett ve Simp-
son, 2016). Bu yöntemlerin çeşitli avantajları ve deza-
vantajları bulunmasına karşın, gen ekspresyon çalış-
malarında RT-qPCR yüksek duyarlılığı ve özgüllüğü 
nedeniyle altın standart olarak kabul edilmektedir 
(Dellett ve Simpson, 2016). RT-qPCR analizi ile doğ-
ru ve güvenilir sonuçların elde edilebilmesi, ayrı ayrı 
optimizasyon gerektiren bir dizi kritik adıma bağlıdır 
(Bollati ve Dioni, 2019). Bu adımlar; RNA izolasyonu 
ve kalite kontrolü, ters transkripsiyon/komplementer 
DNA (complementary DNA; cDNA) sentezi, primer 
tasarımı ve RT-qPCR ile normalizasyon ve istatistik-
sel analizlerdir (Şekil 1). 

 miRNA ekspresyon profilinin ortaya konması için; RT
-qPCR adımlarının dikkatli bir şekilde gözden geçiril-
mesi gerekmektedir (Dellet ve Simpson, 2016). RT-

qPCR uygulaması ile miRNA ekspresyon analizi için 
gerekli adımlar Şekil 2’de verilmiştir. 

Bu derlemede; RT-qPCR uygulaması ile miRNA 
ekspresyon profillemesi sürecindeki adımlar detaylı 
olarak özetlenmiş ve konu ile ilgili literatür bilgisine 
yer verilmiştir. 

RNA İzolasyonu ve Kalite Kontrolü 

miRNA izolasyonu için önerilen çeşitli yaklaşım me-
totları bulunmaktadır. Bu yaklaşım metotları genel 
olarak küçük RNA molekülleri (small RNA; sRNA)’nin 
zenginleştirmesi için eklenen bazı kritik adımlar dışın-
da total RNA izolasyonu için kullanılan metotlara ol-
dukça benzemektedir. Ortaya konan bu miRNA izo-
lasyon metotları temelde dört ana izolasyon yöntemi 
altında sınıflandırılmaktadır (Bollati ve Dioni, 2019). 
Bunlar; organik bazlı, filtre tabanlı, manyetik parçacık 
bazlı ve hibrit bazlı izolasyon yöntemleridir. 

Organik bazlı izolasyon yöntemi 

Organik bazlı izolasyon yöntemi; total RNA izolasyo-
nu için yaygın olarak tercih edilen bir yöntemdir. Bu 
yöntem; numune matriksinin fenol içeren bir çözelti 
içinde homojenleştirilmesi temeline dayanmaktadır. 
Yapılan çalışmalar ile birlikte organik bazlı yöntemle-
rin kullanımı ile maksimum verim sağlanabildiği orta-
ya konmuştur (Bravo ve ark., 2007; Mraz ve ark., 
2009).  

Filtre tabanlı izolasyon yöntemleri 

Filtre tabanlı “spin basket” izolasyon yönteminde; 
küçük bir plastik tüpün dibinde bulunan membran 
veya membranlar (genellikle cam lifi, silis türevi veya 
iyon değiştirme membranı) kullanılmaktadır. Filtre 
bazlı yöntemler oldukça kolay uygulanmasına rağ-
men organik bazlı yöntemlerden daha pahalı yöntem-
lerdir. Ancak, bu izolasyon yöntemlerinin yüksek ve-
rim beklenen çalışmalar için uygun olduğu bildirilmek-
tedir (Blondal ve ark., 2013; Bollati ve Dioni, 2019). 

Manyetik parçacık bazlı izolasyon yöntemleri 

Manyetik parçacık bazlı izolasyon yöntemleri, para-
manyetik bir çekirdeğe ve RNA'ya bağlanmak üzere 
modifiye edilmiş 0.5-1 μm çapındaki küçük parçacık-
ların kullanımı prensibine dayanmaktadır. Bu izolas-
yon yönteminde; numuneler RNaz inhibitörlerini içe-
ren bir çözeltide parçalanmakta ve küçük parçacıklar 
RNA molekülleriyle etkileşime girmektedir (Bollati ve 
Dioni, 2019). 

Hibrit bazlı izolasyon yöntemleri 

Organik bazlı izolasyon metodu ile "spin basket" me-
todunun birleşimi olan bu yöntem küçük RNA (<200 
nükleotitler) moleküllerinin zenginleştirilmesi ve/veya 
büyük RNA (>200 nükleotitler) bileşeninin çökeltilme-
si prensibine dayanmaktadır (Mraz ve ark., 2009).   

Şekil 1: RT-qPCR uygulaması ile miRNA ekspresyon 
analizindeki adımlar 

Şekil 2. RT-qPCR uygulaması ile miRNA ekspresyon 
analizindeki gerekli adımlar  
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Yapılan çalışmalar; organik bazlı izolasyon metodu 
içerisinde yer alan guanidinyum tiyosiyanat (Trizol /
TRI-Reaktifi) gibi konsantre kaotropik tuzlar ile az 
miktardaki bir örnekten fazla sayıda ve kalitede miR-
NA elde edilebildiğini göstermektedir (Bravo ve ark., 
2007; Nolan ve ark., 2006). Trizol/TRI-Reaktifi ile 
miRNA izolasyonu temel olarak total RNA izolasyonu 
ile benzer aşamaları içermektedir. Ancak bu yöntem 
ile yapılan miRNA izolasyon metodunda total RNA 
izolasyon protokolüne ek olarak çöktürme ve sRNA 
moleküllerinin zenginleştirilmesi aşaması da eklen-
mektedir (Mraz ve ark., 2009). Trizol yöntemi ile bir-
likte ticari olarak satılan çeşitli total RNA izolasyon 
kitleri bulunmaktadır (Nolan ve ark., 2013). Ancak 
200 nt’den küçük RNA’ların etkin bir şekilde geri ka-
zanımındaki zorluklardan dolayı total RNA izolasyonu 
için ticari olarak satılan filtre tabanlı izolasyon kitleri 
miRNA izolasyonu için uygun değildir (Mraz ve ark., 
2009). miRNA gibi 200nt’den küçük sRNA’ların doğ-
rudan izolasyonu için özelleştirilmiş çeşitli kitler bu-
lunmaktadır (Bollati ve Dioni, 2019; Nolan ve ark., 
2013). miRNA izolasyonu için bu ticari kitlerin kullanı-
mı zaman ve iş gücü yönünden araştırıcıya önemli 
avantaj kazandırmasına rağmen guanidinyum tiyosi-
yanat gibi organik bazlı miRNA izolasyon metotları ile 
daha kaliteli RNA elde edilebildiği (Mraz ve ark., 
2009) ve ayrıca bu reaktiflerin kullanımının numune-
lerde genomik DNA kirliliğini engellediği ortaya konul-
muştur (Dellet ve Simpson, 2016). Ancak; Guo ve 
Chen. (2014) miRVana ve Trizol ile yapmış oldukları 
total RNA izolasyon metodunda; miRVana ile daha 
kaliteli olgun ve öncü miRNA elde edildiğini saptamış-
lardır.  

miRNA izolasyonu için hangi yöntemin kullanılacağı 
çalışma bütçesine ve araştırıcının çalışmadan bek-
lentisine bağlı olarak değişmektedir. Ayrıca tercih 
edilen metot veya metotlar ile elde edilen RNA’ların 
verimlerinin beklenenden düşük olduğu durumlarda 
izopropanol alkol veya etanol ile 1 gece boyunca -20°
C’de çöktürme basamağının uygulanması önerilmek-
tedir (Mraz ve ark., 2009). Elde edilen total RNA mo-
leküllerinin, bir sonraki adım için yüksek konsantras-
yonlarda (>100 ng / mL) saklanması, ayrıca kalite ve 
kantite kontrollerinin de yapılması önerilmektedir 
(Bollati ve Dioni, 2019). 

Elde edilen total RNA'nın kalitesinin ve miktarının 
değerlendirilmesi; miRNA ekspresyon analizlerinin 
tekrarlanabilirliği ve doğruluğu için oldukça önemlidir 
(Nolan ve ark., 2013). Bunun için Nano-Drop ve diğer 
spektrofotometre cihazları kullanılarak 260 ve 280nm 
(A260/A280 nm) ve 260 ve 230nm (A260/A230 nm) 
absorbans değerlerinde total RNA moleküllerinin kali-
te ölçümleri yapılabilmektedir. Ayrıca Bioanalyzer gibi 
otomatik kılcal elektroforez cihazları kullanılarak top-
lam RNA bütünlüğünün verimi ve kalitesi değerlendi-
rilebilmektedir (Becker ve ark., 2010). RNA kalite 
ölçümlerindeki A260/A280 dalga boylarındaki oran, 
RNA saflığı hakkında bilgi vermektedir. Bu doğrultu-

da; RNA için A260/A280 absorbans değerinin 1.9-2.1 
oranına sahip olması önerilmektedir (Bollati ve Dioni, 
2019).  

Otomatik kılcal elektroforez temeline dayanan Bioa-
nalyzer gibi cihazlar sRNA (15-40 nt) moleküllerinin 
analizlerinde tercih edilen bir diğer yöntemdir. Ancak 
bu cihaz kullanılarak miRNA’ların kalite ve kantite 
ölçümünün yapılabilmesi için özel sRNA çipinin bu-
lunması gerekmektedir (Becker ve ark., 2010). Ayrıca 
bu cihazlarda RNA bütünlüğünün doğru yorumlanma-
sı ve anlaşılabilmesi için RNA bütünlük değeri (RNA 
integrity number; RIN) ortaya konmuştur. RIN yazılım 
algoritması, 1'den 10'a kadar olan bir numaralandır-
ma sistemi ile total RNA'nın sınıflandırılmasını sağla-
maktadır. Bu anlamda; 1 en fazla degredasyona uğ-
ramış,10 ise en kaliteli olan RNA’dır. Çalışma için 
tercih edilen en uygun RIN değerinin 6 ile 8 arasında 
olduğu bildirilmektedir (Nolan ve ark., 2006). 

Ters Transkripsiyon/cDNA Sentezi 

RT-qPCR ile gen ekspresyon çalışmalarında ilk aşa-
ma; elde edilen RNA’ların tasarlanan primerler yardı-
mı ile cDNA’ya dönüştürülmesidir. Ancak; miRNA’la-
rın dizi uzunluğunun tipik bir DNA primeri ile hemen 
hemen benzer olmasından dolayı miRNA’ların ters 
transkripsiyon basamağı klasik yöntemlerden farklıdır 
(Bollati ve Dioni, 2019; Nolan ve ark., 2013). Bu doğ-
rultuda bu adım için “evrensel”ve “spesifik” RT prime-
rinin kullanımına dayanan iki farklı yaklaşım metodu 
bulunmaktadır (Huang ve ark., 2015; Nolan ve ark., 
2013; Benes ve Castoldi, 2010). İlk yaklaşım olan 
evrensel RT primerinin kullanımına dayanan metod; 
miRNA’nın 3’ucuna bir poli(A) polimeraz (poly(A) 
polymerase; PAP) kuyruğunun eklenmesi ve ardın-
dan oligo (dT) primerinin poliA kuyruğuna hibridize 
olması temeline dayanmaktadır. PoliA-oligo (dT) me-
todu genellikle SYBR® green bazlı analizlerde tercih 
edilmektedir (Nolan ve ark., 2013). Spesifik RT pri-
merinin kullanımına dayanan diğer önemli yaklaşım 
metodunda ise; 3' ucuna miRNA ya spesifik tamamla-
yıcı, 5' ucuna “doğrusal (Lineer)” primer (Benes ve 
Castoldi, 2010), “pincer” probları (Huang ve ark., 
2015) ve “kök halka (stem-loop)” RT primerleri 
(TaqMan) (Nolan ve ark., 2013) gibi primerler kullanıl-
maktadır. qPCR çalışmalarında yaygın olarak tercih 
edilen spesifik RT primerleri hedef miRNA'nın 3'ucu-
na spesifik olarak tasarlanmaktadırlar. Bu oligonükle-
otidler genel olarak TaqMan yöntemine dayanan 
qPCR analizlerinde kullanılmaktadır. Ayrıca bu oligo-
nükleotidlerin olgun miRNA’nın tanı özgüllüğünü art-
tırdığı bildirilmektedir (Dellet ve Simpson, 2016; No-
lan ve ark., 2013). Ancak tasarlanan primer ve/veya 
probların hedeflenen miRNA’ya özgü olmasından 
dolayı reaksiyon yalnızca spesifik primere sahip olan 
miRNA’ların cDNA’ya dönüştürülmesine izin vermek-
tedir (Dellet ve Simpson, 2016).  

Bu yaklaşım metotları dışında; Castoldi ve ark. 
(2011) tarafından miQPCR adı verilen yeni bir metot 
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ortaya konmuştur. miQPCR metodu; olgun miR-
NA’nın 3' hidroksil grubuna, T4 RNA ligaz 1 (tek iplikli 
RNA ligaz) aracılığı ile 26 nt uzunluğunda ki bir RNA/
DNA adaptörü (miLINKER)’nün bağlanması temeline 
dayanmaktadır. Olgun miRNA dizisinin uzatılmasıyla 
birlikte miLINKER’ın 3' ucundan özgüllüğü ve duyarlı-
lığı yüksek cDNA sentezi gerçekleştirilmektedir 
(Benes ve Castoldi, 2010). 

Evrensel ve spesifik RT metotları dışında Jin ve ark. 
(2016) tarafından miQPCR’a göre daha hızlı ve yük-
sek kalitede cDNA eldesini sağlayan ve RT reaksiyo-
nu gerektirmeyen diğer bir prob ligasyon yöntemi 
(SplintR® Ligaz) ortaya konmuştur. İki aşamadan 
oluşan bu yöntemde hedef miRNA’ya hibridize olan 4
-6 nt’lik iki DNA probu kullanılmaktadır. Bu DNA prob-
larının yüksek sıcaklıkta hibridizasyon özelliğinin arttı-
ğı ve geniş çaplı miRNA analizlerinde kullanımının 
uygun olduğu bildirilmektedir (Jin ve ark., 2016). 

Primer Tasarımı ve RT-qPCR 

RT-qPCR analizlerinin özgüllüğü ve duyarlılığı uygun 
primer tasarımına bağlıdır (Nolan ve ark., 2006). Pri-
merin hedef diziye olan özgünlüklerinin arttırılması, 
analiz sürecinde sekonder yapıların oluşumunu azalt-
maktadır (Dellet ve Simpson, 2016). Bu nedenle; 
hedeflenen miRNA oligonükleotit dizileri ve bu dizile-
rin doğruluğu miRBase veritabanınından (Kozomara 
ve ark., 2019) belirlenebilmektedir. miRBase dışında; 
TargetScan (Agarwal ve ark., 2015) veya miRTarBse 
(Chou ve ark., 2018) gibi veri tabanları da kullanılabil-
mektedir. 

miRNA’ya spesifik primerlerin tasarımı hedef sekan-
sın GC içeriği, cDNA sentezi ve amplikon tespiti için 
kullanılan yönteme bağlı olarak değişmektedir (Benes 
ve Castoldi, 2010). Aday primerler ile ilişkili olarak 
sekonder yapıların ve primer dimerlerinin oluşumunu 
en aza indirgemek için nükleotitlerin ve optimum pri-
mer çiftlerinin boyları kısaltılabilmekte veya uzatılabil-
mektedir (Dellet ve Simpson, 2016). Hedef miRNA’ya 
spesifik primerler sRNAPrimerDB (Xie ve ark., 2019) 
veya miRprimer (Kang ve ark., 2018) gibi çeşitli algo-
ritma programları kullanılarak tasarlanabilmektedir. 

RT-qPCR analizlerinde çeşitli algoritma programları 
ile dizayn edilen primerler ile hedef diziler arasında 
öngörülen erime sıcaklığının (melting Temperature; 
Tm) fazla olduğu durumlarda çeşitli hassasiyet sorun-
ları ile karşılaşılabilmektedir (Benes ve Castoldi, 
2010). Hassasiyet sorununun ortadan kaldırılmasında 
sentetik kilitli nükleik asit analoğu (locked nucleic 
acid; LNA) gibi probların kullanımı önerilmektedir 
(Nolan ve ark., 2013). Prob bazlı analizlerde kullanı-
mı tercih edilen LNA probları; oligonükleotitlerin hibri-
dizasyon özelliğini ve primerlerin Tm’lerini 2-8 °C'ye 
kadar arttıran kimyasal olarak modifiye edilmiş RNA 
nükleotitleridir (Dellet ve Simpson, 2016). LNA nükle-
otidin riboz halkası, hedef dizinin 2'-oksijen ve 4'-

karbon atomlarına bağlanan bir köprü ile modifiye 
edilmektedir. Bu köprü; 3'-endo konformasyondaki 
riboz halkası ile kilit yapı oluşturur (Nolan ve ark., 
2013). Ticari olarak satılan ve PCR reaksiyonuna 
spesifik olan bu LNA probları miRNA’lar arasında 
ayrımın yapılmasında oldukça etkili bir yöntemdir. 
Ancak; LNA nükleotitlerinin DNA nükleotitlerinden 
daha pahalı olması bu probların miRNA ekspresyon 
çalışmalarında kullanımını sınırlandırmaktadır (Benes 
ve Castoldi, 2010; Nolan ve ark., 2013).  

RT-qPCR; gerçek zamanlı olarak floresan ışıma ile 
birlikte hedef molekülün saptanması temeline dayan-
maktadır (Nolan ve ark., 2006). qPCR analizi çeşitli 
floresan ışıma teknikleri (SYBR green®, EvaGreen® 
TaqMan prob, moleküler boncuk gibi) ile gerçekleştiri-
lebilmektedir. Ancak, bu teknikler arasından miRNA 
analizi için SYBR green® (Nolan ve ark., 2006), 
EvaGreen® (Nolan ve ark., 2013) ve TaqMan prob 
(Nolan ve ark., 2006) temelli teknolojilerin kullanımı 
önerilmektedir.  

SYBR green® ve Evagreen® floresan boyalar; çift 
zincirli DNA (double stranded; dsDNA)’ya bağlanarak 
floresan ışıma meydana getiren ucuz ve kullanımı 
kolay qPCR analiz yöntemleridir. Ancak bu boyalar 
amplifikasyon ürünleri dışında primer dimerleri gibi 
sekonder yapılarada bağlanabilmektedir (Nolan ve 
ark., 2006). Bu nedenle; bu yöntemlerde mutlaka 
erime eğrisi (melting curve) analizinin yapılması 
önerilmektedir (Benes ve Castoldi, 2010). Amplifi-
kasyon ürünlerinin tespitinde kullanılan bir diğer yönt-
em; TaqMan prob olarak bilinen hidroliz problarının 
kullanımıdır (Nolan ve ark., 2013). TaqMan problar 
PCR amplifikasyonu ile çoğaltılan PCR ürünlerine 
bağlanma miktarına göre orantılı bir floresan madde 
artışı meydana getirmektedir. TaqMan prob 
teknolojisinde de primer-dimerler veya diğer spesifik 
olmayan amplifikasyon ürünler meydana gele-
bilmektedir. Ancak SYBR® green metodunun aksine 
yalnızca spesifik hedeflere bağlandığı için miRNA 
ekspresyon analizlerinde bu yöntemin kullanımı daha 
yaygındır (Benes ve Castoldi, 2010).  

Androvic ve ark. (2017) miRNA ekspresyon analizin-
de kullanılmak üzere “two-tailed RT-qPCR” adı veri-
len yeni bir yöntem geliştirmişlerdir. Ayrıca; bu yönte-
min hedeflenen miRNA'ları yüksek özgüllükte ayırt 
edilebildiğini ve miRNA ekspresyon analizlerinde 
yaygın olarak kullanılan TaqMan prob temelli RT-
qPCR çalışma sonuçları ile benzer olduğunu bildir-
mişlerdir. 

RT-qPCR kullanarak miRNA ekspresyon profil anali-
zinin doğruluğu büyük ölçüde PCR etkinliğine bağlı-
dır. RT-qPCR analizinin etkinlik analizi; genellikle 
farklı konsantrasyonlarda hazırlanmış bir dizi dilüsyon 
serisi ile ortaya konmaktadır (Dellet ve Simpson, 
2016). Seyreltme serileri ile elde edilen eşik döngü 
(cycle threshold; Ct) değerinin logaritmik artış miktar-
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larına göre standart eğri ve eğrinin eğiminin hesap-
lanması ile de PCR etkinlik değeri hesaplanabilmek-
tedir (Becker ve ark., 2010). Ayrıca standart bir eğri 
oluşturmadan LinRegPCR veya FPK-PCR gibi yazı-
lım programları kullanılarak PCR etkinlik değerleri 
saptanabilmektedir (Tellinghuisen ve Spiess, 2016). 
PCR analizinin kabul edilebilir etkinlik değeri; optimi-
zasyon işlemine başlamadan önce araştırıcı tarafın-
dan tanımlanmalıdır. PCR etkinlik değerinin genel 
olarak %90’dan fazla olması önerilmektedir. Bununla 
birlikte; PCR etkinlik değeri; numunelerdeki PCR inhi-
bitörlerinin varlığına, primer prob tasarımına ve araş-
tırıcıya bağlı teknik nedenler ile değişebilmektedir 
(Dellet ve Simpson, 2016; Nolan ve ark., 2013). 

Normalizasyon ve İstatistik Analizler 

RT-qPCR verilerinin analiz edilmesi için yaygın olarak 
mutlak ve göreceli ölçüm yöntemleri kullanılmaktadır 
(Schwarzenbach ve ark., 2015). Mutlak ölçüm; genel 
olarak RT-qPCR analizlerinde ortaya çıkan sinyallerin 
standart bir eğriyle ilişkilendirilmesi prensibine dayan-
maktadır (Livak ve Schmittgen, 2001). Bu normali-
zasyon yönteminin miRNA miktarlarının tam olarak 
ortaya konması için yeterli olmadığı bildirilmektedir 
(Schwarzenbach ve ark., 2015). Göreceli miktar ölçü-
münde ise; hedef transkriptin qPCR analizi sonucu 
elde edilen verilerin referans genler ile karşılaştırılma-
sı temeline dayanmaktadır. Bu doğrultuda; miRNA 
ekspresyon analizlerinin doğru yorumlanabilmesi için 
çeşitli normalizasyon stratejileri ortaya konmuştur 
(Bollati ve Dioni, 2019; Schwarzenbach ve ark., 
2015). RT-qPCR verilerinin normalizasyonunda en 
yaygın kullanılan yaklaşımlar; analiz edilen bütün 
miRNA kümesinin global ortalamasının alınması, 
ekzojen sentetik oligonükleotid veya endojen miR-
NA’ların kullanılmasıdır (Faraldi ve ark., 2019; 
Schwarzenbach ve ark., 2015).  

miRNA ekspresyon verilerinin global Ct değerlerinin 
global ortalama (aritmetik ve geometrik ortala-
ma)’sının alınması yaygın olarak büyük ölçekli miR-
NA ekspresyon çalışmalarında veri normalizasyonu 
için kullanılmaktadır (Bollati ve Dioni, 2019). Bu yak-
laşım metodunda belirli bir referans gen seçmek yeri-
ne, eksprese olan bütün genlerin global ortalaması 
bir normalizasyon faktörü olarak kullanılmaktadır. 
Elde edilen normalizasyon faktörünün miRNA eksp-
resyon sonuçlarının yorumlanmasındaki sorunları 
ortadan kaldırdığı düşünülmektedir (Faraldi ve ark., 
2019). 

Veri normalizasyonu için kullanılan ekzojen oligonük-
leotitler (örneğin; Caenorhabditis elegans'dan elde 
edilen cel-miR-39, cel-miR-54 veya cel-miR-238 gibi) 
ise; miRNA ekspresyon analizlerinde meydana gele-
bilecek teknik hatalara bağlı varyasyonların azaltılma-
sı için yaygın olarak tercih edilen stratejilerden biridir 
(Faraldi ve ark., 2019). Ekzojen miRNA'lar; örnek 
sette bulunan miRNA miktarındaki farklılıkları önle-

mek ve ters transkripsiyon aşamasının reaksiyon 
verimini arttırmak için genellikle ters transkripsiyon 
aşamasından hemen önce örnek sete eklenmektedir. 
Ticari olarak satılan bu sentetik kontrol ürünleri (spike
-in) miRNA ekspresyon sonuçlarını daha güvenilir bir 
hale getirmesine rağmen mikrovezikül içerisinde taşı-
nan miRNA’ların ve gen ekspresyon analizlerinde 
canlıya ait faktörlere bağlı miRNA ekspresyon seviye-
sindeki değişiklerin normalize edilmesinde güvenilir 
değildir. Bu nedenle endojen miRNA’lar ile birlikte 
kullanımları önerilmektedir (Bollati ve Dioni, 2019; 
Schwarzenbach ve ark., 2015).  

Normalizasyon için kullanılan bir diğer önemli strateji 
ise; endojen miRNA’lardır. Genel olarak endojen 
miRNA’lar; örnek setteki büyük ölçüde ekspresyonu 
değişmeyen küçük nükleolar RNA (small nücleolar 
RNA; snoRNA)’lar arasından seçilmektedir (Benes 
veCastoldi, 2010; Nolan ve ark., 2013). snoRNA 
(örneğin; RNU6, RNU6B, RNU44 ve RNU48)’lar hüc-
re ve dokularda sürekli eksprese olmalarına rağmen; 
bazı hastalık koşullarında ekspresyon seviyelerinde 
değişikliklerin meydana gelebileceği bildirilmektedir 
(Schwarzenbach ve ark., 2015). Buna rağmen; endo-
jen miRNA’lar hedef genler ile aynı değişkenlerden 
etkilendikleri için en uygun referans genler olarak 
düşünülmektedir. Bu nedenle; bu normalizasyon yön-
teminde hedef miRNA'ların PCR amplikasyon ürünleri 
ile ilişkili Ct değerleri, endojen referans gen olarak 
seçilen miRNA'ların Ct değerleri ile karşılaştırılmakta-
dır (Schwarzenbach ve ark., 2015). Yapılan çalışma-
larda normalizasyon için referans gen olarak kullana-
bilecek olan snoRNA’ların seçiminde NormFinder 
(Andersen ve ark., 2004) ve GeNorm (Vandesompele 
ve ark., 2002) gibi yazılım algoritmalarının kullanılabi-
leceği bildirilmektedir. 

RT-qPCR analizlerinin tamamlanması ile birlikte her 
bir miRNA'nın miktarının karşılaştırılmasında ΔΔCT 
(2-ΔΔCT) metodu yaygın olarak tercih edilmektedir 
(Livak ve Schmittgen, 2001). Bu istatistiksel model ile 
analiz sonuçlarının ortaya konması için mirBridge 
(Tsang ve ark., 2010) veya miFRame (Backes ve 
ark., 2015) gibi programlar kullanılabilmektedir. Bu 
yazılım programları dışında çeşitli istatistiksel veya 
biyoinformatik analizlerde miRNA’nın GC içeriğinin 
tahmini, dizi uzunluğunun ve hedef gen analizinin 
belirlenmesi için OligoSCAN, Matlab ve Pajek gibi 
yazılım programları da yaygın olarak tercih edilmek-
tedir (Chakraborty ve ark., 2015). 

MikroRNA Ekspresyon Analizine Etki Eden Et-
menler 

Kantitatif miRNA ekspresyon analizlerinin sonuçları 
çeşitli değişkenlerden büyük ölçüde etkilenmektedir 
(Bollati ve Dioni, 2019). Bu değişkenler; yaş ve bes-
lenme gibi canlıya ait olan faktörler ile teknik nedenle-
re bağlı numunenin alınma zamanı, kontaminasyon, 
örnek tipi, taşıma, işleme ve depolama gibi çeşitli dış 
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faktörlerdir (Bollati ve Dioni, 2019; Mraz ve ark., 
2009). Grasedieck ve ark. (2012) yapmış oldukları bir 
çalışmada; qPCR analizlerinde dondurma ve çözme 
işlemlerinin miRNA ekspresyon analizlerini doğrudan 
etkilediğini, bu nedenle de bu işlemlerin bazal seviye-
ye düşürülmesi gerektiğini bildirmişlerdir. Ayrıca; hüc-
re dışı miRNA’ların ekspresyon analizlerinde numune 
matrisi olarak tam kan kullanılması amaçlanan çalış-
malarda kullanılacak olan tüplerin EDTA (Nolan ve 
ark., 2013), heparin veya sitrat gibi antikoagülan içer-
mesi gerektiği bildirilmektedir (Bollati ve Dioni, 2019).  

miRNA ekspresyon analizinde elde edilen veriler, 
izolasyon yönteminden ve izolasyon sonrası depola-
ma koşullarından da etkilenmektedir (Mraz ve ark., 
2009). Bravo ve ark. (2007) Trizol veya mirVana izo-
lasyon kiti ile elde edilen ve -80 °C'de depolanan 
miRNA’ların oldukça kararsız bir yapıda olduklarını 
ortaya koymuşlardır. Ayrıca elde edilen miRNA’ların 
farklı depolama koşullarına bağlı olarak kaliteli 
cDNA’nın elde edilemediğini bildirmişlerdir. Mraz ve 
ark. (2009) ise; miRNA'ların farklı koşullar altındaki 
stabilitelerinin değerlendirilmesi üzerine yapmış ol-
dukları bir çalışmada; -80°C'de 14 gün, -80°C’de 10 
ay boyunca saklanan ve taze olarak elde edilen 29 
adet miRNA numunesinin ekspresyon seviyelerindeki 
değişimi incelemişlerdir. Elde edilen veriler sonucun-
da; miRNA'ların uygun koşullar altında saklama işle-
mi uygulandığında dondurma süresinin miRNA stabi-
litesini etkileyen önemli bir faktör olmadığını bildirmiş-
lerdir. Ayrıca; izole edilen miRNA’lardan elde edilen 
cDNA'ların 11 gün boyunca RNAaz içermeyen solüs-
yon içerisinde -20°C'de depolandıklarında bile miRNA 
ekspresyonunun stabil olduğunu ortaya koymuşlardır. 
Benzer şekilde; Grasedieck ve ark. (2012) miRNA’la-
rın -80°C ve -20°C'de uzun süre depolanmaları ile 
birlikte miRNA ekspresyon stabilitesini incelemişler-
dir. Elde etmiş oldukları sonuçlara göre; serumların 2-
4 yıl boyunca -20°C'de saklanmalarının toplam miR-
NA ekspresyonu üzerinde önemli bir etkiye sahip 
olmadığı, ancak 6 yıldan daha uzun süreli depolama 
sonrasında miRNA ekspresyon seviyelerinde önemli 
bir düşüşün meydana geldiğini bildirmişlerdir. Ayrıca; 
-80°C’de uzun süreli dondurmaya bağlı olarak sürekli 
dondurma ve çözdürme işlemlerinin miRNA miktarı-
nın azalmasına neden olduğunu göstermişlerdir 
(Grasedieck ve ark., 2012). 

Formaline sabitlenmiş parafine gömülü dokulardan 
(Formalin-Fixed Paraffin-Embedded; FFPE) da kalite-
li miRNA elde edilebileceği ortaya konulmuştur. Szaf-
ranska ve ark. (2008) dondurulmuş ve FFPE numu-
nelerinde miRNA ekspresyon profilini incelemişlerdir. 
Her iki numune tipinde de miRNA ekspresyon seviye-
sinin benzer olduğu saptanmıştır. Ancak; FFPE nu-
munelerinde tespit edilen miRNA miktarında %5 ile %
8,6 arasında bir kayıp olduğunu bildirmişlerdir. Ayrı-
ca;10 yıl boyunca saklanan FFPE numunelerinde 
miRNA ekspresyonunun saptanabildiği ve miRNA’la-
rın mRNA’lara göre daha az degredasyona uğradığı 

saptanmıştır (Szafranska ve ark., 2008). 

Ekspresyon çalışmalarında; kontaminasyon ve kulla-
nılan örnek tipi analiz sonuçlarını etkileyen diğer et-
menlerdendir. Örneğin; Cheng ve ark. (2013) plazma 
numunesinde trombosit kontaminasyonundan dolayı 
dolaşımdaki miRNA seviyelerinin değiştiğini ortaya 
koymuşlardır. Ayrıca; hücre dışı miRNA ekspresyon 
analizlerinde kanın plazma kısmı yerine serumunun 
miRNA ekspresyon analizlerinde kullanılması öneril-
mektedir. Kirschner ve ark. (2013) hemolizin miRNA 
ekspresyon seviyesine olan etkisini incelemişler ve 
sıklıkla normalizasyon için kullanılan bir miRNA olan 
endojen miR-16 konsantrasyonunun, kırmızı kan 
hücrelerinde mevcut olan en bol miRNA'lardan biri 
olduğunu bildirmişlerdir. Hemolize edilen plazma ve-
ya serum numunelerinde miR-16 konsantrasyonu 
daha yüksek ve değişken olmasından dolayı miR-
16’nın hemolize edilen numunelerde normalizasyon 
için kullanılmaması gerektiğini bildirmişlerdir. 

miRNA ekspresyonunun canlıya bağlı beslenme, 
kondüsyon, cinsiyet ve yaş gibi faktörlerden de etki-
lendiği ortaya konulmuştur (Blondal ve ark., 2013). 
Örneğin; miRBase veri tabanında serum ve plazma 
örneklerinde 1000’den fazla miRNA’nın ekspresyonu-
nun stabil olduğu belirlenmiştir. Ancak; Blondal ve 
ark. (2013) incelemiş oldukları serum ve plazma nu-
munelerinde 1000’den fazla miRNA’nın içinden yal-
nızca 114 adet miRNA’nın ekspresyonunun stabil 
olduğunu saptamışlardır. Elde edilen sonuçlar ile 
veritabanı arasındaki farkın canlıya bağlı faktörlerden 
kaynaklandığını bildirmişlerdir.  

Veteriner Bilimleri Alanında miRNA’lar 

miRNA’ların, keşfedilmesi ile birlikte insan da dahil 
olmak üzere çeşitli hayvan türlerinde sRNA molekül-
lerinin hücre proliferasyonu, farklılaşması ve apopto-
zisi gibi birçok biyolojik sürece aracılık ettiği ortaya 
konmuştur (Mendell ve Olson, 2012; Su ve ark., 
2010). miRNA’lar ile ilişkili bu hızlı gelişim ve ilerle-
meler sonucunda, miRNA’ların ifade düzeylerinde 
meydana gelebilecek değişikliklerin çeşitli fizyolojik 
ve patolojik koşullarla ilişkili tanı kriteri olarak kullanı-
labilecekleri (Singh ve ark., 2019) ve hastalık patoge-
nezisinde de (Stenfeldt ve ark., 2017) rol oynayabile-
cekleri belirlenmiştir. Örneğin; insanlarda malign akci-
ğer kanserinin ve kronik pankreatitis ile pankreas 
kanseri hastalıkları arasındaki farklılıkların saptanma-
sında non-invaziv miRNA tanı testleri geliştirilmiştir 
(Singh ve ark., 2019). miRNA’ların tanı kriteri olarak 
kullanılabileceğine dair insanlarda bildirilen gelişme-
ler doğrultusunda; miRNA’ların veteriner bilimleri ala-
nında da belirteç olarak kullanılabilecekleri ileri sürül-
müştür. Örneğin; Stenfeldt ve ark. (2017) sığırlarda 
önemli ekonomik kayıplara neden olan Şap hastalı-
ğında eksprese olan miRNA’ları ortaya koymak için 
yapmış oldukları bir çalışmada miR-1281’in hastalığın 
akut ve kronik safhasında azaldığını buna karşın bta-
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miR-17-5p (akut safhada) ve bta-miR-31 (kronik saf-
hada) ekspresyon seviyelerinin arttığını saptamışlar-
dır. Zheng ve ark. (2018) sığırlarda miR-185’in reten-
sio sekundinaryum hastalığında eksprese olduğunu 
ve hastalığın patogenezisinde rol oynayabileceğini 
ileri sürmüşlerdir. Köpeklerde yapılan bir çalışmada 
ise insanlarda tümör ile ilişkili miRNA dizisine ait 
probların %90’nının köpeklerde B ve T hücre kökenli 
tümörlerin tanısında kullanılabileceği belirlenmiştir 
(Uhl ve ark., 2011). Fleischhacker ve ark. (2013) ise 
miR-122 ve miR-193b’nin diyabetik kedilerde biyobe-
lirteç olarak kullanılabileceğini ortaya koymuşlardır. 
Dolaşımda bulunan miRNA’ların çeşitli helmint enfek-
siyonları ile de ilişkili olabileceği belirlenmiştir. Guo ve 
Zheng, (2017) Eshinococcus Multilocularis ile enfekte 
olmuş farelerin dolaşımında parazit hastalığı ile ilişkili 
emu-miR-10 ve emu-miR-277’yi tanımlamışlardır.  

 miRNA’ların tanı amaçlı kullanımlarının yanı sıra 
terapötik amaçlı da kullanılabilecekleri ön görülmek-
tedir. Örneğin; tümör baskılayıcı miRNA’ların eksp-
resyon seviyelerinin azalması onkogenin ekspresyo-
nunun artmasına ve kanser oluşumuna neden olmak-
tadır. Bu durumun tersi ise; “onkomiR” olarak bilinen 
bazı miRNA’ların kanser gelişimini arttırdığı saptan-
mıştır. Bu nedenle miRNA’ların etki şekli değiştirilerek 
kanserlerin gelişim sürecinin yavaşlatılabileceği ileri 
sürülmektedir (Singh ve ark., 2019).  

miRNA’ların hastalık patogenezisindeki rolleri ve tera-
pötik yaklaşım amaçlı kullanımlarını ortaya koyan bu 
umut verici gelişmelerin dışında reprodüktif süreç gibi 
önemli biyolojik fonksiyonların yürütülmesinde de 
etkin bir role sahip oldukları bilinmektedir. Örneğin; 
Donadeux ve ark. (2013) miR-21, miR-23a, miR-145, 
miR-503, miR-224, miR-383, miR-378, miR-132 ve 
miR-212’nin kısraklarda ovulasyon sürecini kontrol 
ettiklerini belirlemişlerdir. Gebelik sürecinde ise miR-
92, miR-17 ve miR-27’nin anjjiogenezisi düzenlediği 
ortaya konmuştur. Ayrıca Li ve ark. (2012) laktasyon 
döneminde de miRNA ekspresyon seviyesinde farklı-
lıklara rastlamışlardır. Laktasyon döneminde bulunan 
ineklerde yapmış oldukları bir çalışmada emzirmeye 
bağlı olarak 56 adet miRNA’nın ekspresyon seviyesi-
nin değiştiğini bildirmişlerdir. 

Sonuç  

miRNA’lar üzerine yapılan çalışmaların sayısının 
artması ile birlikte hücresel gen ekspresyonunun 
büyük bir kısmının miRNA’lar tarafından kontrol edil-
diği ortaya konmuştur. Ancak; hücre ve/veya dokuya 
spesifik miRNA’ların hedefledikleri gen bölgeleri ve 
etki mekanizmaları henüz tam olarak açığa çıkarıla-
mamıştır. miRNA’ların hedefledikleri gen bölgeleri ve 
etki mekanizmalarının belirlenmesi ile çeşitli fizyolojik 
ve patolojik süreçlerin moleküler alt yapısı anlaşıla-
cak böylece farklı tanı ve tedavilerin geliştirilmesinde 
etkili olabilecektir. Bu nedenle; miRNA'ların potansi-
yel rolünün tam olarak anlaşılabilmesi için, kullanımı 

kolay ve farklı tanı laboratuvarları arasında tekrarla-
nabilirliği mümkün olan yüksek düzeyde standartlaştı-
rılmış metodolojiler geliştirilmeli ve tercih edilmelidir. 
Teknolojide görülen gelişmelere paralel olarak; aday 
miRNA’ların, hedefledikleri gen bölgeleri ile etki me-
kanizmaları ve ekspresyon profillerinin; mikroarray, 
yeni nesil sekanslama, northern blot ile qPCR gibi 
çeşitli yöntemlerle belirlenmesi mümkün olmaktadır. 
Bu yöntemler içerisinde; RT-qPCR moleküler analiz-
lere yüksek duyarlılığı ve özgüllüğü nedeniyle öne 
çıkmaktadır. 
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