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

Ozet: Gen ekspresyonunun post-transkripsiyonel diizenleyicisi olarak bilinen miRNA'lar ékaryotik canlilarda gesitli
fizyolojik ve patolojik stireglerde rol oynamaktadir. miRNA'larin rollerinin ortaya konulmasi ile birlikte miRNA’lar Gizerine
yapilan ¢aligmalarin sayisi da giin gectikce artmaktadir. Yapilan ¢alismalar ile birlikte miRNA'larin battn hucre ve doku
tiplerinde eksprese oldugu ortaya konmustur. miRNA ekspresyon profilinin ortaya konmasi igin gesitli ydontemler oneril-
mesine ragmen, yuksek duyarliligi ve 6zgllligu nedeniyle RT-gPCR altin standart olarak kabul edilmektedir. Bu derle-
mede; RT-gPCR ile miRNA ekspresyon profillemesi siirecindeki adimlar detayh olarak 6zetlenmis ve konu ile ilgili lite-
ratlr bilgisine yer verilmistir.

Anahtar kelimeler: Ekspresyon, miRNA, normalizasyon , RT-gPCR

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-gPCR 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.
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Girig

miRNA'lar; mesajci RNA (messenger RNA; mRNA)
transkriptlerine baglanarak dogrudan gen ekspresyo-
nunu dizenleyen 17-25 nikleotid (nucleotide; nt)
uzunlugunda, kigik, kodlama yapmayan RNA mole-
killeridir (Guo ve Chen, 2014). miRNA’lar; hem gen
ekspresyonunun posttrankripsiyonel asamada dizen-
lenmesi ile ilgili genlerin ekspresyonunun baskilan-
masinda veya tamamen ortadan kaldirmasinda, hem
de hucreler arasi etkilesimde mRNA’lar gibi gorev
almaktadir. Bu fonksiyonel rolleri ile birlikte miRNA’lar
hiucresel gen ekspresyonunun %60’'indan fazlasinin
kontroliinden sorumludur (Kozomara ve ark., 2019).
Yapilan calismalar ile birlikte farkli genomik organi-
zasyona sahip organizmalarda 2019 yilinda miRbase
veri tabaninda 38.589 miRNA lokusu ve 48.860 olgun
miRNA belirlenmistir (Kozomara ve ark., 2019; Sidek-
li ve Korkmaz Agaoglu, 2019). Tanimlanan miRNA’la-
rin bir kisminin dokuya spesifik olarak hiicre iginde,
biyuk bir kisminin ise hiicre disi ortamda bulundugu
ortaya konmustur (Mendell ve Olson, 2012; Weber ve
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ark., 2010). Hucre ici miRNA'larin stres, hastalik ve
cevresel uyaricilara yanit olarak kritik aracilar olduk-
lari ve cesitli disg faktdrlerden kolayca etkilendikleri
bildiriimektedir (Mendell ve Olson, 2012). Hucre disi
miRNA'larin ise kan, idrar, beyin omurilik sivisi, tiku-
rik, semen ve anne siitl gibi gesitli biyolojik sivilarda
ekspresyonlarinin oldukga stabil oldugu saptanmistir.
Ayrica hucre disi miRNA’larin kararh bir formda bulu-
narak, endojen RNAaz'lardan kendilerini koruduklari
icin hicresel iletisimde rol oynadiklari rapor edilmistir
(Weber ve ark., 2010). Yapilan ¢alismalar; hiicre disi
miRNA'larin, yiksek veya disik pH seviyelerinde,
uzun sureli depolama ve birden fazla donma-¢ézme
islemleri gibi sert kosullara maruz kalmalari durumun-
da dahi ekspresyon seviyelerinin degismeden kaldigi-
ni bildirmektedir (Bravo ve ark., 2007; Mraz ve ark.,
2009). Ayrica; hiicre digi miRNA'larin ekzozom gibi
mikrovezikillerin yanisira Argonate 2 (Argounate2;
AGO2) ribonukleoprotein kompleksi ile RNaz aktivite-
sinden kendilerini koruduklari ve dolagim sistemine
gecebildikleri bildiriimektedir (Arroyo ve ark., 2011).
Dolasimda bulunan miRNA’larin ise; diger hicre/
doku tiplerine parakrin veya telekrin yol ile gecerek,
hedefledikleri gen bolgelerini diizenledikleri belirlen-
mistir (Cheng ve ark., 2013; Mendell ve Olson, 2012).
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miRNA’larin hiicreye/doku tiplerine olan 6zgulligun-
den dolay! cesitli hastaliklarin patogenezisinde bi-
yobelirte¢ olarak kullanilabilecedi bildirilmis, bu ne-
denle de buna ydnelik ¢calismalara olan ilgi ve merak
artmistir (Benes ve Castoldi, 2010). Ancak; miR-
NA’larin GC icerigine gore heterojen bir yapiya sahip
olmalari, olgun miRNA’nin kisa olmasi (~22 nt), miR-
NA'larin ortak bir diziye sahip olmamasi ve ayni aile
icerisindeki miRNA'larin tek bir nikleotidin (6rnegin;
Let-7 ailesi) degisimi ile farkh yapisal 6zellige birtine-
bilmelerinden dolay! ekspresyon analizlerinin yapil-
masinda bazi zorluklar ortaya ¢ikmaktadir (Benes ve
Castoldi, 2010; Guo ve Chen, 2014; Nolan ve ark.,
2013). Bu yapisal zorluklara ragmen mikroarray, nort-
hern blot, yeni nesil sekanslama ve RT-qPCR ile
miRNA ekspresyon profilleri basarili bir sekilde analiz
edilmektedir (Bollati ve Dioni, 2019; Dellett ve Simp-
son, 2016). Bu yontemlerin gesitli avantajlar ve deza-
vantajlari bulunmasina kargin, gen ekspresyon calis-
malarinda RT-gPCR yiiksek duyarlihgi ve 6zgulligi
nedeniyle altin standart olarak kabul edilmektedir
(Dellett ve Simpson, 2016). RT-gPCR analizi ile dog-
ru ve guvenilir sonuglarin elde edilebilmesi, ayri ayr
optimizasyon gerektiren bir dizi kritik adima baghdir
(Bollati ve Dioni, 2019). Bu adimlar; RNA izolasyonu
ve kalite kontroll, ters transkripsiyon/komplementer
DNA (complementary DNA; cDNA) sentezi, primer
tasarimi ve RT-gPCR ile normalizasyon ve istatistik-
sel analizlerdir (Sekil 1).
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Sekil 2. RT-gPCR uygulamasi ile miRNA ekspresyon
analizindeki gerekli adimlar

miRNA ekspresyon profilinin ortaya konmasi igin; RT

-qPCR adimlarinin dikkatli bir sekilde gézden gegiril-
mesi gerekmektedir (Dellet ve Simpson, 2016). RT-

49

Erciyes Univ Vet Fak Derg 2020; 18(1): 48-56

gPCR uygulamasi ile miRNA ekspresyon analizi igin
gerekli adimlar Sekil 2'de verilmisgtir.

Bu derlemede; RT-gPCR uygulamasi ile miRNA
ekspresyon profillemesi sirecindeki adimlar detayh
olarak Ozetlenmis ve konu ile ilgili literatir bilgisine
yer verilmigtir.

RNA izolasyonu ve Kalite Kontrolii

miRNA izolasyonu igin Onerilen gesitli yaklasim me-
totlari bulunmaktadir. Bu yaklasim metotlari genel
olarak kiigiik RNA molekdilleri (small RNA; sRNA)nin
zenginlestirmesi icin eklenen bazi kritik adimlar disin-
da total RNA izolasyonu ic¢in kullanilan metotlara ol-
dukca benzemektedir. Ortaya konan bu miRNA izo-
lasyon metotlari temelde dort ana izolasyon ydntemi
altinda siniflandinimaktadir (Bollati ve Dioni, 2019).
Bunlar; organik bazli, filtre tabanh, manyetik parcacik
bazli ve hibrit bazli izolasyon yontemleridir.

Organik bazli izolasyon yéntemi

Organik bazli izolasyon yontemi; total RNA izolasyo-
nu i¢in yaygin olarak tercih edilen bir yontemdir. Bu
yontem; numune matriksinin fenol igeren bir ¢ozelti
icinde homojenlestiriimesi temeline dayanmaktadir.
Yapilan ¢alismalar ile birlikte organik bazli ydéntemle-
rin kullanimi ile maksimum verim saglanabildidi orta-
ya konmustur (Bravo ve ark., 2007; Mraz ve ark.,
2009).

Filtre tabanli izolasyon yéntemleri

Filtre tabanlh “spin basket” izolasyon ydnteminde;
kiiclk bir plastik tipiin dibinde bulunan membran
veya membranlar (genellikle cam lifi, silis tlirevi veya
iyon degistirme membrani) kullaniimaktadir. Filtre
bazli yéntemler oldukga kolay uygulanmasina rag-
men organik bazli yéntemlerden daha pahali yontem-
lerdir. Ancak, bu izolasyon yéntemlerinin yuksek ve-
rim beklenen calismalar i¢in uygun oldugu bildiriimek-
tedir (Blondal ve ark., 2013; Bollati ve Dioni, 2019).

Manyetik parcacik bazli izolasyon yéntemleri

Manyetik parcacik bazli izolasyon yontemleri, para-
manyetik bir ¢cekirdege ve RNA'ya baglanmak Uzere
modifiye edilmis 0.5-1 ym ¢apindaki kiigik pargacik-
larin kullanimi prensibine dayanmaktadir. Bu izolas-
yon yonteminde; numuneler RNaz inhibitorlerini ice-
ren bir ¢ozeltide pargalanmakta ve klglk pargaciklar
RNA molekilleriyle etkilesime girmektedir (Bollati ve
Dioni, 2019).

Hibrit bazli izolasyon yéntemleri

Organik bazli izolasyon metodu ile "spin basket" me-
todunun birlesimi olan bu yéntem kugik RNA (<200
nikleotitler) molekdillerinin zenginlestiriimesi ve/veya
blylk RNA (>200 nikleotitler) bilegeninin ¢okeltiime-
si prensibine dayanmaktadir (Mraz ve ark., 2009).
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Yapilan galismalar; organik bazli izolasyon metodu
icerisinde yer alan guanidinyum tiyosiyanat (Trizol /
TRI-Reaktifi) gibi konsantre kaotropik tuzlar ile az
miktardaki bir drnekten fazla sayida ve kalitede miR-
NA elde edilebildigini gdstermektedir (Bravo ve ark.,
2007; Nolan ve ark., 2006). Trizol/TRI-Reaktifi ile
miRNA izolasyonu temel olarak total RNA izolasyonu
ile benzer asamalari igermektedir. Ancak bu yéntem
ile yapilan miRNA izolasyon metodunda total RNA
izolasyon protokoliine ek olarak ¢oktirme ve sRNA
molekdllerinin zenginlestiriimesi asamasi da eklen-
mektedir (Mraz ve ark., 2009). Trizol yontemi ile bir-
likte ticari olarak satilan cesitli total RNA izolasyon
kitleri bulunmaktadir (Nolan ve ark., 2013). Ancak
200 nt'den kigik RNA’larin etkin bir sekilde geri ka-
zanimindaki zorluklardan dolayi total RNA izolasyonu
igin ticari olarak satilan filtre tabanli izolasyon kitleri
miRNA izolasyonu igin uygun degildir (Mraz ve ark.,
2009). miRNA gibi 200nt'den kiglik sRNA’larin dog-
rudan izolasyonu igin 6zellestiriimis cesitli kitler bu-
lunmaktadir (Bollati ve Dioni, 2019; Nolan ve ark.,
2013). miRNA izolasyonu igin bu ticari kitlerin kullani-
mi zaman ve is gucl yoninden arastiriciya énemli
avantaj kazandirmasina ragmen guanidinyum tiyosi-
yanat gibi organik bazli miRNA izolasyon metotlari ile
daha kaliteli RNA elde edilebildigi (Mraz ve ark.,
2009) ve ayrica bu reaktiflerin kullaniminin numune-
lerde genomik DNA kirlili§ini engelledigi ortaya konul-
mustur (Dellet ve Simpson, 2016). Ancak; Guo ve
Chen. (2014) miRVana ve Trizol ile yapmis olduklari
total RNA izolasyon metodunda; miRVana ile daha
kaliteli olgun ve 6nct miRNA elde edildigini saptamis-
lardir.

miRNA izolasyonu icin hangi yontemin kullanilacagi
calisma bltcesine ve arastiricinin galismadan bek-
lentisine bagl olarak degismektedir. Ayrica tercih
edilen metot veya metotlar ile elde edilen RNA'larin
verimlerinin beklenenden disiik oldugu durumlarda
izopropanol alkol veya etanol ile 1 gece boyunca -20°
C’de ¢oktirme basamaginin uygulanmasi 6nerilmek-
tedir (Mraz ve ark., 2009). Elde edilen total RNA mo-
lekullerinin, bir sonraki adim igin yiksek konsantras-
yonlarda (>100 ng / mL) saklanmasi, ayrica kalite ve
kantite kontrollerinin de yapilmasi &6nerilmektedir
(Bollati ve Dioni, 2019).

Elde edilen total RNA'nin kalitesinin ve miktarinin
degerlendiriimesi; miRNA ekspresyon analizlerinin
tekrarlanabilirligi ve dogrulugu icin olduk¢a énemlidir
(Nolan ve ark., 2013). Bunun i¢in Nano-Drop ve diger
spektrofotometre cihazlari kullanilarak 260 ve 280nm
(A260/A280 nm) ve 260 ve 230nm (A260/A230 nm)
absorbans degerlerinde total RNA molekiillerinin kali-
te 6lgimleri yapilabilmektedir. Ayrica Bioanalyzer gibi
otomatik kilcal elektroforez cihazlari kullanilarak top-
lam RNA butinliginun verimi ve kalitesi degerlendi-
rilebilmektedir (Becker ve ark., 2010). RNA kalite
Olgumlerindeki A260/A280 dalga boylarindaki oran,
RNA safligi hakkinda bilgi vermektedir. Bu dogrultu-
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da; RNA icin A260/A280 absorbans degerinin 1.9-2.1
oranina sahip olmasi Onerilmektedir (Bollati ve Dioni,
2019).

Otomatik kilcal elektroforez temeline dayanan Bioa-
nalyzer gibi cihazlar sRNA (15-40 nt) molekdllerinin
analizlerinde tercih edilen bir diger yontemdir. Ancak
bu cihaz kullanilarak miRNA’larin kalite ve kantite
Olcimundn yapilabilmesi igin 6zel sSRNA ¢ipinin bu-
lunmasi gerekmektedir (Becker ve ark., 2010). Ayrica
bu cihazlarda RNA butinliginin dodru yorumlanma-
si ve anlasilabilmesi icin RNA butinlik degeri (RNA
integrity number; RIN) ortaya konmustur. RIN yazilim
algoritmasi, 1'den 10'a kadar olan bir numaralandir-
ma sistemi ile total RNA'nin siniflandiriimasini sagla-
maktadir. Bu anlamda; 1 en fazla degredasyona ug-
ramig,10 ise en kaliteli olan RNA’dir. Calisma igin
tercih edilen en uygun RIN degerinin 6 ile 8 arasinda
oldugu bildiriimektedir (Nolan ve ark., 2006).

Ters Transkripsiyon/cDNA Sentezi

RT-gPCR ile gen ekspresyon galismalarinda ilk asa-
ma; elde edilen RNA’larin tasarlanan primerler yardi-
mi ile cDNA’'ya doénlstlrtlmesidir. Ancak; miRNA’la-
rin dizi uzunlugunun tipik bir DNA primeri ile hemen
hemen benzer olmasindan dolayr miRNA’larin ters
transkripsiyon basamagi klasik yéntemlerden farkhdir
(Bollati ve Dioni, 2019; Nolan ve ark., 2013). Bu dog-
rultuda bu adim igin “evrensel’ve “spesifik” RT prime-
rinin kullanimina dayanan iki farkh yaklagsim metodu
bulunmaktadir (Huang ve ark., 2015; Nolan ve ark.,
2013; Benes ve Castoldi, 2010). ik yaklasim olan
evrensel RT primerinin kullanimina dayanan metod;
miRNA’nin  3'ucuna bir poli(A) polimeraz (poly(A)
polymerase; PAP) kuyrugunun eklenmesi ve ardin-
dan oligo (dT) primerinin poliA kuyruguna hibridize
olmasi temeline dayanmaktadir. PoliA-oligo (dT) me-
todu genellikle SYBR® green bazli analizlerde tercih
edilmektedir (Nolan ve ark., 2013). Spesifik RT pri-
merinin kullanimina dayanan diger 6énemli yaklasim
metodunda ise; 3' ucuna miRNA ya spesifik tamamla-
yici, 5' ucuna “dogrusal (Lineer)” primer (Benes ve
Castoldi, 2010), “pincer” problari (Huang ve ark.,
2015) ve “kok halka (stem-loop)” RT primerleri
(TagMan) (Nolan ve ark., 2013) gibi primerler kullanil-
maktadir. qPCR ¢alismalarinda yaygin olarak tercih
edilen spesifik RT primerleri hedef miRNA'nin 3'ucu-
na spesifik olarak tasarlanmaktadirlar. Bu oligonukle-
otidler genel olarak TagMan yodntemine dayanan
gPCR analizlerinde kullaniimaktadir. Ayrica bu oligo-
nikleotidlerin olgun MiRNA'nin tani 6zgulligina art-
tirdigi bildiriimektedir (Dellet ve Simpson, 2016; No-
lan ve ark., 2013). Ancak tasarlanan primer ve/veya
problarin hedeflenen miRNA'ya 6zgi olmasindan
dolayi reaksiyon yalnizca spesifik primere sahip olan
miRNA’larin cDNA’ya dénlstirilmesine izin vermek-
tedir (Dellet ve Simpson, 2016).

Bu vyaklasim metotlari disinda; Castoldi ve ark.
(2011) tarafindan miQPCR adi verilen yeni bir metot
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ortaya konmustur. miQPCR metodu; olgun miR-
NA'nin 3' hidroksil grubuna, T4 RNA ligaz 1 (tek iplikli
RNA ligaz) aracilidi ile 26 nt uzunlugunda ki bir RNA/
DNA adaptori (miLINKER)Ynin baglanmasi temeline
dayanmaktadir. Olgun miRNA dizisinin uzatilmasiyla
birlikte mILINKER’In 3' ucundan 6zgullugu ve duyarli-
g1 yuksek cDNA sentezi gerceklestiriimektedir
(Benes ve Castoldi, 2010).

Evrensel ve spesifik RT metotlari disinda Jin ve ark.
(2016) tarafindan miQPCR’a goére daha hizli ve yuk-
sek kalitede cDNA eldesini sadlayan ve RT reaksiyo-
nu gerektirmeyen diger bir prob ligasyon yontemi
(SplintR® Ligaz) ortaya konmustur. iki asamadan
olusan bu yéntemde hedef miRNA’ya hibridize olan 4
-6 nt’lik iki DNA probu kullaniimaktadir. Bu DNA prob-
larinin yuksek sicaklikta hibridizasyon 6zelliginin artti-
g1 ve genis capli miRNA analizlerinde kullaniminin
uygun oldugu bildiriimektedir (Jin ve ark., 2016).

Primer Tasarimi ve RT-qPCR

RT-gPCR analizlerinin 6zgilligu ve duyarhihgi uygun
primer tasarimina baghdir (Nolan ve ark., 2006). Pri-
merin hedef diziye olan 6zginliklerinin arttiriimasi,
analiz slirecinde sekonder yapilarin olusumunu azalt-
maktadir (Dellet ve Simpson, 2016). Bu nedenle;
hedeflenen miRNA oligonukleotit dizileri ve bu dizile-
rin dogruluu miRBase veritabaninindan (Kozomara
ve ark., 2019) belirlenebilmektedir. miRBase disinda;
TargetScan (Agarwal ve ark., 2015) veya miRTarBse
(Chou ve ark., 2018) gibi veri tabanlari da kullanilabil-
mektedir.

miRNA’'ya spesifik primerlerin tasarimi hedef sekan-
sin GC igerigi, cDNA sentezi ve amplikon tespiti igin
kullanilan yonteme bagli olarak degismektedir (Benes
ve Castoldi, 2010). Aday primerler ile iligkili olarak
sekonder yapllarin ve primer dimerlerinin olusumunu
en aza indirgemek icin nikleotitlerin ve optimum pri-
mer ciftlerinin boylari kisaltilabilmekte veya uzatilabil-
mektedir (Dellet ve Simpson, 2016). Hedef miRNA'ya
spesifik primerler sSRNAPrimerDB (Xie ve ark., 2019)
veya miRprimer (Kang ve ark., 2018) gibi ¢esitli algo-
ritma programlari kullanilarak tasarlanabilmektedir.

RT-gPCR analizlerinde cesitli algoritma programlari
ile dizayn edilen primerler ile hedef diziler arasinda
ongorilen erime sicakhidinin (melting Temperature;
Tm) fazla oldugu durumlarda gesitli hassasiyet sorun-
lari ile karsilasilabilmektedir (Benes ve Castoldi,
2010). Hassasiyet sorununun ortadan kaldiriimasinda
sentetik kilitli nukleik asit analogu (locked nucleic
acid; LNA) gibi problarin kullanimi 6nerilmektedir
(Nolan ve ark., 2013). Prob bazli analizlerde kullani-
mi tercih edilen LNA problari; oligonukleotitlerin hibri-
dizasyon 0Ozelligini ve primerlerin Tm’lerini 2-8 °C'ye
kadar arttiran kimyasal olarak modifiye edilmis RNA
nikleotitleridir (Dellet ve Simpson, 2016). LNA nikle-
otidin riboz halkasi, hedef dizinin 2'-oksijen ve 4'-
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karbon atomlarina baglanan bir kopri ile modifiye
edilmektedir. Bu kopri; 3'-endo konformasyondaki
riboz halkasi ile kilit yapi olusturur (Nolan ve ark.,
2013). Ticari olarak satilan ve PCR reaksiyonuna
spesifik olan bu LNA problari miRNA’lar arasinda
ayrimin yapilmasinda oldukga etkili bir yontemdir.
Ancak; LNA nUkleotitlerinin DNA nikleotitlerinden
daha pahali olmasi bu problarin miRNA ekspresyon
¢alismalarinda kullanimini sinirlandirmaktadir (Benes
ve Castoldi, 2010; Nolan ve ark., 2013).

RT-qPCR; gercek zamanli olarak floresan isima ile
birlikte hedef molekilin saptanmasi temeline dayan-
maktadir (Nolan ve ark., 2006). gPCR analizi g¢esitli
floresan 1sima teknikleri (SYBR green®, EvaGreen®
TagMan prob, molekiler boncuk gibi) ile gerceklestiri-
lebilmektedir. Ancak, bu teknikler arasindan miRNA
analizi icin SYBR green® (Nolan ve ark., 2006),
EvaGreen® (Nolan ve ark., 2013) ve TagMan prob
(Nolan ve ark., 2006) temelli teknolojilerin kullanimi
Onerilmektedir.

SYBR green® ve Evagreen® floresan boyalar; gift
zincirli DNA (double stranded; dsDNA)’ya baglanarak
floresan 1sima meydana getiren ucuz ve kullanimi
kolay gPCR analiz yontemleridir. Ancak bu boyalar
amplifikasyon Urlinleri disinda primer dimerleri gibi
sekonder yapilarada baglanabilmektedir (Nolan ve
ark., 2006). Bu nedenle; bu ydntemlerde mutlaka
erime egrisi (melting curve) analizinin yapilmasi
Oneriimektedir (Benes ve Castoldi, 2010). Amplifi-
kasyon urinlerinin tespitinde kullanilan bir diger yont-
em; TagMan prob olarak bilinen hidroliz problarinin
kullanimidir (Nolan ve ark., 2013). TagMan problar
PCR amplifikasyonu ile ¢ogaltilan PCR {rinlerine
baglanma miktarina gére orantili bir floresan madde
artist  meydana getirmektedir. TagMan prob
teknolojisinde de primer-dimerler veya diger spesifik
olmayan amplifikasyon driinler meydana gele-
bilmektedir. Ancak SYBR® green metodunun aksine
yalnizca spesifik hedeflere baglandidi icin miRNA
ekspresyon analizlerinde bu yéntemin kullanimi daha
yaygindir (Benes ve Castoldi, 2010).

Androvic ve ark. (2017) miRNA ekspresyon analizin-
de kullaniimak lzere “two-tailed RT-gPCR” adi veri-
len yeni bir ydontem gelistirmiglerdir. Ayrica; bu yonte-
min hedeflenen miRNA'lari yiksek 6zgullikte ayirt
edilebildigini ve miRNA ekspresyon analizlerinde
yaygin olarak kullanilan TagMan prob temelli RT-
gPCR g¢alisma sonuglari ile benzer oldugunu bildir-
mislerdir.

RT-gPCR kullanarak miRNA ekspresyon profil anali-
zinin dog@rulugu buyuk dlgide PCR etkinligine bagli-
dir. RT-gPCR analizinin etkinlik analizi; genellikle
farkli konsantrasyonlarda hazirlanmis bir dizi dilisyon
serisi ile ortaya konmaktadir (Dellet ve Simpson,
2016). Seyreltme serileri ile elde edilen egik déngu
(cycle threshold; Ct) de@erinin logaritmik artis miktar-
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larina gére standart egri ve egrinin egiminin hesap-
lanmasi ile de PCR etkinlik degeri hesaplanabilmek-
tedir (Becker ve ark., 2010). Ayrica standart bir egri
olusturmadan LinRegPCR veya FPK-PCR gibi yazi-
Iim programlari kullanilarak PCR etkinlik degerleri
saptanabilmektedir (Tellinghuisen ve Spiess, 2016).
PCR analizinin kabul edilebilir etkinlik degeri; optimi-
zasyon islemine baglamadan 6nce arastirici tarafin-
dan tanimlanmalidir. PCR etkinlik degerinin genel
olarak %90’dan fazla olmasi 6nerilmektedir. Bununla
birlikte; PCR etkinlik degeri; numunelerdeki PCR inhi-
bitorlerinin varligina, primer prob tasarimina ve arag-
tiriciya bagl teknik nedenler ile degisebilmektedir
(Dellet ve Simpson, 2016; Nolan ve ark., 2013).

Normalizasyon ve Istatistik Analizler

RT-gPCR verilerinin analiz edilmesi i¢in yaygin olarak
mutlak ve goéreceli 6lcim ydntemleri kullaniimaktadir
(Schwarzenbach ve ark., 2015). Mutlak 6lgim; genel
olarak RT-gPCR analizlerinde ortaya ¢ikan sinyallerin
standart bir egriyle iligkilendiriimesi prensibine dayan-
maktadir (Livak ve Schmittgen, 2001). Bu normali-
zasyon yonteminin miRNA miktarlarinin tam olarak
ortaya konmasi icin yeterli olmadigi bildiriimektedir
(Schwarzenbach ve ark., 2015). Géreceli miktar 6lgi-
miinde ise; hedef transkriptin qPCR analizi sonucu
elde edilen verilerin referans genler ile karsilastiriima-
si temeline dayanmaktadir. Bu dogrultuda; miRNA
ekspresyon analizlerinin dogru yorumlanabilmesi igin
gesitli normalizasyon stratejileri ortaya konmustur
(Bollati ve Dioni, 2019; Schwarzenbach ve ark.,
2015). RT-gPCR verilerinin normalizasyonunda en
yaygin kullanilan yaklagimlar; analiz edilen butin
miRNA kimesinin global ortalamasinin alinmasi,
ekzojen sentetik oligonikleotid veya endojen miR-
NA’larin  kullaniimasidir  (Faraldi ve ark., 2019;
Schwarzenbach ve ark., 2015).

miRNA ekspresyon verilerinin global Ct degerlerinin
global ortalama (aritmetik ve geometrik ortala-
ma)’'sinin alinmasi yaygin olarak bliylk 6lgekli miR-
NA ekspresyon c¢alismalarinda veri normalizasyonu
icin kullaniimaktadir (Bollati ve Dioni, 2019). Bu yak-
lasim metodunda belirli bir referans gen segmek yeri-
ne, eksprese olan butlin genlerin global ortalamasi
bir normalizasyon faktérii olarak kullaniimaktadir.
Elde edilen normalizasyon faktériinin miRNA eksp-
resyon sonuglarinin yorumlanmasindaki sorunlari
ortadan kaldirdigi dustnulmektedir (Faraldi ve ark.,
2019).

Veri normalizasyonu igin kullanilan ekzojen oligoniik-
leotitler (O6rnedin; 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 bagli varyasyonlarin azaltilma-
sI igin yaygin olarak tercih edilen stratejilerden biridir
(Faraldi ve ark., 2019). Ekzojen miRNA'lar; 6rnek
sette bulunan miRNA miktarindaki farkhliklari 6nle-
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mek ve ters transkripsiyon asamasinin reaksiyon
verimini arttirmak igin genellikle ters transkripsiyon
asamasindan hemen 6nce Ornek sete eklenmektedir.
Ticari olarak satilan bu sentetik kontrol Grlnleri (spike
-in) miRNA ekspresyon sonuglarini daha guvenilir bir
hale getirmesine ragmen mikrovezikil igerisinde tasi-
nan miRNA’larin ve gen ekspresyon analizlerinde
canliya ait faktérlere bagh miRNA ekspresyon seviye-
sindeki degisiklerin normalize edilmesinde guvenilir
degildir. Bu nedenle endojen miRNA’lar ile birlikte
kullanimlari 6nerilmektedir (Bollati ve Dioni, 2019;
Schwarzenbach ve ark., 2015).

Normalizasyon igin kullanilan bir diger 6nemli strateji
ise; endojen miRNA’lardir. Genel olarak endojen
miRNA’lar; drnek setteki blyik olglide ekspresyonu
degismeyen kugik nukleolar RNA (small niicleolar
RNA; snoRNA)lar arasindan segilmektedir (Benes
veCastoldi, 2010; Nolan ve ark., 2013). snoRNA
(6rnegin; RNU6, RNU6B, RNU44 ve RNU48)lar hiic-
re ve dokularda surekli eksprese olmalarina ragmen;
bazi hastalik kosullarinda ekspresyon seviyelerinde
degisikliklerin meydana gelebilecedi bildiriimektedir
(Schwarzenbach ve ark., 2015). Buna ragmen; endo-
jen miRNA’lar hedef genler ile ayni degiskenlerden
etkilendikleri icin en uygun referans genler olarak
disunulmektedir. Bu nedenle; bu normalizasyon yén-
teminde hedef miRNA'larin PCR amplikasyon Urinleri
ile iligkili Ct degerleri, endojen referans gen olarak
secilen miRNA'larin Ct degerleri ile karsilastirimakta-
dir (Schwarzenbach ve ark., 2015). Yapilan ¢alisma-
larda normalizasyon igin referans gen olarak kullana-
bilecek olan snoRNA'larin segiminde NormFinder
(Andersen ve ark., 2004) ve GeNorm (Vandesompele
ve ark., 2002) gibi yazilim algoritmalarinin kullanilabi-
lecegi bildirilmektedir.

RT-gPCR analizlerinin tamamlanmasi ile birlikte her
bir miRNA'nin miktarinin karsilastinimasinda AACT
(222°Ty metodu yaygin olarak tercih edilmektedir
(Livak ve Schmittgen, 2001). Bu istatistiksel model ile
analiz sonuglarinin ortaya konmasi icin mirBridge
(Tsang ve ark., 2010) veya miFRame (Backes ve
ark., 2015) gibi programlar kullanilabilmektedir. Bu
yaziim programlari diginda cesitli istatistiksel veya
biyoinformatik analizierde miRNA’nin GC igeriginin
tahmini, dizi uzunlugunun ve hedef gen analizinin
belirlenmesi icin OligoSCAN, Matlab ve Pajek gibi
yazilim programlari da yaygin olarak tercih edilmek-
tedir (Chakraborty ve ark., 2015).

MikroRNA Ekspresyon Analizine Etki Eden Et-
menler

Kantitatif miRNA ekspresyon analizlerinin sonuglari
cesitli degiskenlerden buyiuk dlglide etkilenmektedir
(Bollati ve Dioni, 2019). Bu degiskenler; yas ve bes-
lenme gibi canliya ait olan faktorler ile teknik nedenle-
re bagli numunenin alinma zamani, kontaminasyon,
ornek tipi, tasima, isleme ve depolama gibi gesitli dis
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faktorlerdir (Bollati ve Dioni, 2019; Mraz ve ark.,
2009). Grasedieck ve ark. (2012) yapmis olduklari bir
c¢alismada; qPCR analizlerinde dondurma ve ¢ézme
islemlerinin miRNA ekspresyon analizlerini dogrudan
etkiledigini, bu nedenle de bu islemlerin bazal seviye-
ye digsurilmesi gerektigini bildirmiglerdir. Ayrica; hiic-
re digi miRNA’larin ekspresyon analizlerinde numune
matrisi olarak tam kan kullanilmasi amaglanan c¢alis-
malarda kullanilacak olan tiplerin EDTA (Nolan ve
ark., 2013), heparin veya sitrat gibi antikoagtilan iger-
mesi gerektigi bildiriimektedir (Bollati ve Dioni, 2019).

miRNA ekspresyon analizinde elde edilen veriler,
izolasyon yonteminden ve izolasyon sonrasi depola-
ma kosullarindan 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’larin olduk¢a kararsiz bir yapida olduklarini
ortaya koymuslardir. Ayrica elde edilen miRNA’larin
farkh depolama kosullarina bagdh olarak kaliteli
cDNA’nin elde edilemedigini bildirmiglerdir. Mraz ve
ark. (2009) ise; miRNA'larin farkli kosullar altindaki
stabilitelerinin degerlendiriimesi Uzerine yapmis ol-
duklan bir calismada; -80°C'de 14 gun, -80°C’de 10
ay boyunca saklanan ve taze olarak elde edilen 29
adet miRNA numunesinin ekspresyon seviyelerindeki
degisimi incelemiglerdir. Elde edilen veriler sonucun-
da; miRNA'larin uygun kosullar altinda saklama igle-
mi uygulandiginda dondurma suresinin miRNA stabi-
litesini etkileyen énemli bir faktér olmadigini bildirmis-
lerdir. Ayrica; izole edilen miRNA'lardan elde edilen
cDNA'larin 11 gin boyunca RNAaz icermeyen solus-
yon igerisinde -20°C'de depolandiklarinda bile miRNA
ekspresyonunun stabil oldugunu ortaya koymuslardir.
Benzer sekilde; Grasedieck ve ark. (2012) miRNA'la-
rin -80°C ve -20°C'de uzun siire depolanmalari ile
birlikte miRNA ekspresyon stabilitesini incelemigler-
dir. Elde etmis olduklari sonuglara gére; serumlarin 2-
4 yil boyunca -20°C'de saklanmalarinin toplam miR-
NA ekspresyonu Ulizerinde 6nemli bir etkiye sahip
olmadigi, ancak 6 yildan daha uzun siireli depolama
sonrasinda miRNA ekspresyon seviyelerinde dnemli
bir distsun meydana geldigini bildirmiglerdir. Ayrica;
-80°C’de uzun sureli dondurmaya bagli olarak surekli
dondurma ve ¢6zdirme iglemlerinin miRNA miktari-
nin azalmasina neden oldugunu gostermiglerdir
(Grasedieck ve ark., 2012).

Formaline sabitlenmis parafine gdémilli dokulardan
(Formalin-Fixed Paraffin-Embedded; FFPE) da kalite-
li miRNA elde edilebilecegdi ortaya konulmustur. Szaf-
ranska ve ark. (2008) dondurulmus ve FFPE numu-
nelerinde miRNA ekspresyon profilini incelemislerdir.
Her iki numune tipinde de miRNA ekspresyon seviye-
sinin benzer oldugu saptanmistir. Ancak; FFPE nu-
munelerinde tespit edilen miRNA miktarinda %5 ile %
8,6 arasinda bir kayip oldugunu bildirmiglerdir. Ayri-
ca;10 yil boyunca saklanan FFPE numunelerinde
miRNA ekspresyonunun saptanabildigi ve miRNA’la-
rin mRNA’lara gbére daha az degredasyona ugradigi
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saptanmistir (Szafranska ve ark., 2008).

Ekspresyon galismalarinda; kontaminasyon ve kulla-
nilan drnek tipi analiz sonuglarini etkileyen diger et-
menlerdendir. Ornegin; Cheng ve ark. (2013) plazma
numunesinde trombosit kontaminasyonundan dolayi
dolagimdaki miRNA seviyelerinin degistigini ortaya
koymuslardir. Ayrica; hiicre disi miRNA ekspresyon
analizlerinde kanin plazma kismi yerine serumunun
miRNA ekspresyon analizlerinde kullaniimasi 6neril-
mektedir. Kirschner ve ark. (2013) hemolizin miRNA
ekspresyon seviyesine olan etkisini incelemigler ve
siklikla normalizasyon igin kullanilan bir miRNA olan
endojen miR-16 konsantrasyonunun, kirmizi kan
hiicrelerinde mevcut olan en bol miRNA'lardan biri
oldugunu bildirmislerdir. Hemolize edilen plazma ve-
ya serum numunelerinde miR-16 konsantrasyonu
daha yuksek ve degisken olmasindan dolayr miR-
16'nin hemolize edilen numunelerde normalizasyon
igin kullanilmamasi gerektigini bildirmiglerdir.

miRNA ekspresyonunun canliya bagli beslenme,
kondiisyon, cinsiyet ve yas gibi faktérlerden de etki-
lendigi ortaya konulmustur (Blondal ve ark., 2013).
Ornegin; miRBase veri tabaninda serum ve plazma
orneklerinde 1000’den fazla miRNA’'nin ekspresyonu-
nun stabil oldugu belirlenmistir. Ancak; Blondal ve
ark. (2013) incelemis olduklari serum ve plazma nu-
munelerinde 1000'den fazla miRNA’nin iginden yal-
nizca 114 adet miRNA'nin ekspresyonunun stabil
oldugunu saptamiglardir. Elde edilen sonuglar ile
veritabani arasindaki farkin canliya bagh faktérlerden
kaynaklandigini bildirmiglerdir.

Veteriner Bilimleri Alaninda miRNA’lar

miRNA’larin, kesfedilmesi ile birlikte insan da dahil
olmak Uzere cesitli hayvan turlerinde sRNA molekul-
lerinin hicre proliferasyonu, farklilagsmasi ve apopto-
zisi gibi birgok biyolojik sirece aracilik ettigi ortaya
konmustur (Mendell ve Olson, 2012; Su ve ark.,
2010). miRNA'lar ile iligkili bu hizli gelisim ve ilerle-
meler sonucunda, miRNA’larin ifade diizeylerinde
meydana gelebilecek degisikliklerin cesitli fizyolojik
ve patolojik kosullarla iligkili tani kriteri olarak kullani-
labilecekleri (Singh ve ark., 2019) ve hastalik patoge-
nezisinde de (Stenfeldt ve ark., 2017) rol oynayabile-
cekleri belirlenmigtir. Ornegin; insanlarda malign akci-
ger kanserinin ve kronik pankreatitis ile pankreas
kanseri hastaliklari arasindaki farkliliklarin saptanma-
sinda non-invaziv miRNA tani testleri gelistirilmistir
(Singh ve ark., 2019). miRNA'larin tani kriteri olarak
kullanilabilecegine dair insanlarda bildirilen gelisme-
ler dogrultusunda; miRNA’larin veteriner bilimleri ala-
ninda da belirteg olarak kullanilabilecekleri ileri stril-
mistir. Ornegin; Stenfeldt ve ark. (2017) sigirlarda
onemli ekonomik kayiplara neden olan Sap hastali-
ginda eksprese olan miRNA’lari ortaya koymak igin
yapmis olduklarn bir galismada miR-1281’in hastaligin
akut ve kronik safhasinda azaldigini buna karsin bta-
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miR-17-5p (akut safhada) ve bta-miR-31 (kronik saf-
hada) ekspresyon seviyelerinin arttigini saptamislar-
dir. Zheng ve ark. (2018) sigirlarda miR-185'in reten-
sio sekundinaryum hastaliginda eksprese oldugunu
ve hastaligin patogenezisinde rol oynayabilecegini
ileri sirmuslerdir. Kopeklerde yapilan bir ¢calismada
ise insanlarda tumor ile iligkili miRNA dizisine ait
problarin %90’ninin képeklerde B ve T hiicre kdkenli
timorlerin  tanisinda kullanilabilecegi  belirlenmigtir
(Uhl ve ark., 2011). Fleischhacker ve ark. (2013) ise
miR-122 ve miR-193b’nin diyabetik kedilerde biyobe-
lirtec olarak kullanilabilecegini ortaya koymuslardir.
Dolasimda bulunan miRNA’larin gesitli helmint enfek-
siyonlari ile de iligkili olabilecegdi belirlenmistir. Guo ve
Zheng, (2017) Eshinococcus Multilocularis ile enfekte
olmus farelerin dolagiminda parazit hastaldi ile iligkili
emu-miR-10 ve emu-miR-277’yi tanimlamislardir.

miRNA’larin tani amacli kullanimlarinin yani sira
terapétik amacl da kullanilabilecekleri 6n goérilmek-
tedir. Ornegin; timér baskilayici miRNA'larin eksp-
resyon seviyelerinin azalmasi onkogenin ekspresyo-
nunun artmasina ve kanser olusumuna neden olmak-
tadir. Bu durumun tersi ise; “onkomiR” olarak bilinen
bazi miRNA’larin kanser gelisimini arttirdid1 saptan-
mistir. Bu nedenle miRNA’larin etki sekli degistirilerek
kanserlerin gelisim surecinin yavaslatilabilecegi ileri
surtlmektedir (Singh ve ark., 2019).

miRNA’larin hastalik patogenezisindeki rolleri ve tera-
potik yaklagsim amaglh kullanimlarini ortaya koyan bu
umut verici gelismelerin diginda reproduktif stire¢ gibi
onemli biyolojik fonksiyonlarin yiritilmesinde de
etkin bir role sahip olduklar bilinmektedir. Ornegin;
Donadeux ve ark. (2013) miR-21, miR-23a, miR-145,
miR-503, miR-224, miR-383, miR-378, miR-132 ve
miR-212’nin kisraklarda ovulasyon siirecini kontrol
ettiklerini belirlemislerdir. Gebelik siirecinde ise miR-
92, miR-17 ve miR-27’nin anjjiogenezisi dizenledigi
ortaya konmustur. Ayrica Li ve ark. (2012) laktasyon
doéneminde de miRNA ekspresyon seviyesinde farkli-
liklara rastlamiglardir. Laktasyon déneminde bulunan
ineklerde yapmis olduklari bir ¢calismada emzirmeye
bagli olarak 56 adet miRNA’nin ekspresyon seviyesi-
nin degistigini bildirmiglerdir.

Sonug

miRNA’lar Gzerine yapilan ¢alismalarin sayisinin
artmasi ile birlikte hlcresel gen ekspresyonunun
blylk bir kisminin miRNA’lar tarafindan kontrol edil-
digi ortaya konmustur. Ancak; hiicre ve/veya dokuya
spesifik miRNA’larin hedefledikleri gen boélgeleri ve
etki mekanizmalari henliz tam olarak agiga cikarila-
mamistir. miRNA’larin hedefledikleri gen bdlgeleri ve
etki mekanizmalarinin belirlenmesi ile gesitli fizyolojik
ve patolojik slireglerin molekiiler alt yapisi anlasila-
cak boylece farkh tani ve tedavilerin gelistirimesinde
etkili olabilecektir. Bu nedenle; miRNA'larin potansi-
yel rolliniin tam olarak anlasilabilmesi igin, kullanimi
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kolay ve farkh tani laboratuvarlar arasinda tekrarla-
nabilirligi mimkun olan ylksek duzeyde standartlagti-
rilimis metodolojiler gelistirilmeli ve tercih edilmelidir.
Teknolojide gérilen gelismelere paralel olarak; aday
miRNA’larin, hedefledikleri gen bdlgeleri ile etki me-
kanizmalari ve ekspresyon profillerinin; mikroarray,
yeni nesil sekanslama, northern blot ile qPCR gibi
cesitli yontemlerle belilenmesi mimkin olmaktadir.
Bu yontemler igerisinde; RT-gPCR molekiler analiz-
lere yuksek duyarliligi ve 6zgullidi nedeniyle 6ne
cikmaktadir.
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