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ÖZET 
miRNA’lar translasyon sonrası gen anlatımının düzenlenmesinde görev alan, yaklaşık 22 nükleotit uzunluğun-
daki kodlama yapmayan küçük RNA molekülleridir. Hedef mRNA’ya bağlanan miRNA’lar, translasyonun bas-
kılanmasına veya mRNA’nın degredasyonuna neden olurlar. Hücre çoğalması, farklılaşması ve sağ kalımında 
rol oynayan miRNA’ların çeşitli hastalıklar ile ilişkili mekanizmalarda da görev aldıkları bilinmektedir. Hasta-
lıklarla ilgili miRNA’ların belirlenmesinin çeşitli hastalıkların moleküler mekanizmasını anlama ve tedavi et-
mede daha güvenilir moleküler hedefler olabileceği düşünülmektedir. Bu derlemede, miRNA’ların biyogenezi, 
izolasyon yöntemleri ve hedef mRNA’ların belirlenmesi için kullanılan tekniklerle, miRNA’ların çeşitli hasta-
lıklardaki rollerine değinilmiştir. 
 
Anahtar Kelimeler: miRNA, Gen Anlatımı, Biyobelirteç. 

 

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. 
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GİRİŞ 

miRNA’lar; yaklaşık 22 nükleotit uzunluğunda, ko-

dlama yapmayan küçük RNA molekülleri olup, gen 

ifadesinin transkripsiyonel ve post-transkripsiyonel 

düzenlenmesinde görev alırlar (Chen ve ark., 2014). 

miRNA’lar hedef mesajcı RNA’lara (mRNA) bağla-

narak mRNA translasyonunu baskılar veya 

mRNA’ları degrade eder. Bu mekanizma ile hücre 

farklılaşması, çoğalması ve sağ kalımında rol 

oynamaktadırlar (Bartel, 2004).  

miRNA’lar ilk kez 1993 yılında Caenorhabditis ele-

gans’ta keşfedilmiştir (Lee, 1993). Bundan yaklaşık 7 

yıl sonra ilk memeli miRNA’sı (let-7) bulunmuştur 

(Reinhart, 2000). Bu iki önemli araştırma, birçok 

miRNA’nın ve diğer kodlanmayan RNA’ların tran-

skripsiyonunu ortaya çıkaran bir dizi genomik 

araştırmaya öncülük etmiştir (Lee, 1993; Pasquinelli,  

 

2000; Reinhart, 2000; Bartel, 2004; Esteller, 2011). İn-

san genomunda ise yaklaşık 2000 miRNA geni yer 

almaktadır (Chen ve ark., 2014).  

miRNA’lar gelişimsel zamanlama, embriyogenez, 

hücre farklılaşması, organogenez, metabolizma ve 

apoptozis gibi biyolojik süreçlerlerle birlikte, kanser 

dahil birçok hastalıkta önemli rol oynamaktadır 

(Pfeffer ve ark., 2004). Düzensiz miRNA ek-

spresyonunun birçok hastalık patogenezinde yer 

aldığı bildirilmektedir (O’Connell ve ark., 2010). 

miRNA’ların anlatım bozuklukları veya eksiklikleri 

çeşitli patofizyolojik bozukluklarla ilişkilidir (Chen 

ve ark., 2004; Zhao ve ark., 2006). miRNA'ların, hücre 

proliferasyonu, farklılaşma, apoptoz ve tümör 

oluşumu gibi çeşitli biyolojik süreçlerle ilişkili 

olduğunu gösteren birçok çalışma bulunmaktadır 
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(Ambros, 2004). miRNA’ların işlevlerinin belirlen-

mesi çeşitli hastalıkların, hücresel ve gelişimsel biy-

olojinin moleküler süreçlerinin daha iyi anlaşıl-

masını sağlamıştır (Coussens, 2002; Bartel, 2004; 

Roush ve Slack, 2008; Esteller, 2011; Iorio, 2012; Tili, 

2013; Gurha, 2016; Rupaimoole, 2016). Bu açıdan 

bakıldığında, miRNA aracılı gen anlatımı düzenlen-

mesi önemli bir mekanizma olarak kabul edilmekte-

dir (Filipowicz ve ark., 2008). 

miRNA Biyogenezi 

miRNA biyogenezi (Şekil 1.), iki aşamada 

gerçekleşen karmaşık bir süreç olup, çekirdekte 

RNA polimeraz II tarafından gerçekleştirilen tran-

skripsiyon ile başlamaktadır. İlk aşamada pri-

miRNA adı verilen, saç tokası yapısında ve olgun 

miRNA dizisini içeren uzun bir RNA oluşmaktadır 

(Winter ve ark., 2009). Saç tokası yapısı, Drosha 

(RNAaz III enzimi) ve kofaktörü DiGeorge kritik 

sendrom bölgesi 8 (DGCR8)’den (Pasha) oluşan 

mikroprosesör tarafından kesilir. Bu kesimin ardın-

dan, öncü miRNA (pre-miRNA) adı verilen 60-70 

nükleotid uzunluğunda RNA molekülü oluşturulur. 

Oluşan bu pre-miRNA nükleustan sitoplazmaya Ex-

portin-5 (XPO5) aracılığı ile taşınır (Yi ve ark., 2003). 

İkinci aşamada sitoplazmada bulunan pre-miRNA 

ribonükleaz enzimi olan Dicer tarafından 21-24 

nükleotid uzunluğunda dubleks miRNA’ya kesilir. 

miRNA’nın olgun dizisini oluşturmak üzere 

kesilecek olan iplik, miRNA indüklenmiş susturma 

kompleksini oluşturan (RNA- induces silencing 

complex; RISC) argonat proteinine yüklenir (Filip-

owicz ve ark., 2008; O’Connell ve ark., 2010).  

miRNA-mRNA bağlantısı, miRNA’ların sahip 

olduğu 6-8 nükleotit uzunluğundaki tohum dizisi 

aracılığı ile gerçekleşir ve miRNA’nın hedeflediği 

mRNA’nın 3’ kodlanmayan bölgesine (UTR) 

bağlanması ile transkripsiyon sonrası düzenleme 

gerçekleştirilir. Bu spesifik baz eşleşmesinin ardın-

dan, miRNA RISC’i indükler ve mRNA’nın yıkımına 

ya da translasyonun baskılanmasına neden olur 

(Lewis ve ark., 2005; Filipowicz ve ark., 2008). 

 

miRNA İzolasyonu  

miRNA’lar hücre, doku; serum, plazma ve gözyaşı 

gibi vücut sıvılarından izole edilebilmektedir (Weber 

ve ark., 2010). miRNA’lar ile yapılan ilk çalışmalarda 

sıklıkla TRIzol (Thermo Fisher Scientific) ile fenol-

kloroform ekstraksiyonu yöntemi kullanılmıştır. An-

cak bu yöntemde kontaminasyon ihtimali yüksektir. 

Ek olarak, düşük guanin-sitozin içeriğine sahip 

miRNA'ların, az miktarda hücreden fenol-kloroform 

ekstraksiyonu sırasında seçici olarak kaybolduğu ve 

bunun, uzun nükleik asitlerle karşılaştırıldığında 

küçük nükleik asitlerin çökeltilmesinin verim-

sizliğinden kaynaklandığı gösterilmiştir. miRNA 

izolasyonunda kolon temelli yöntemler kullanılması 

ile bu sorunlar engellenebilmektedir (Kim ve ark., 

2012). 

 

Şekil 1. miRNA Biyogenezi (Jafri ve ark., 2019) 

İlk kolon temelli yöntem, fenol-kloroform 

ekstraksiyonundan sulu fazın bir RNA adsorpsiyon 

kolonuna yüklenmesini, ardından miRNA'nın 

yıkanmasını ve elüsyonunu içermektedir (Şekil 2.A). 

mirVana (Thermo Fisher Scientific) ve miRNEasy 

(Qiagen) kitleri bu yöntem için yaygın olarak 

kullanılan 2 kittir. Direct-zol kitleri (Zymo Research) 

gibi kitler, faz ayırma adımını atlamaktadır. miRNA 

içeren fenol reaktifi doğrudan bir RNA adsorpsiyon 

kolonuna yüklenebilir; ardından yıkama ve miRNA 
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elüsyonu yapılabilir (Şekil 2.B) (Lu ve Rothenberg, 

2018).  

 

Şekil 2. miRNA ekstraksiyon yöntemleri. A. Fenol-kloroform temelli faz ayrımının ardından RNA pelletinin 

eldesi ve RNA’nın nükleazsız suda çözdürülmesi. B. Fenol-kloroform uygulamasının ardından elde edilen 

sıvı faz RNA bağlayıcı bir kolona aktarılabilir. Yıkama aşamalarından sonra RNA nükleazsız su ile elüe edilir. 

Alternatif olarak, bazı miRNA ekstraksiyon kitleri faz ayrımı aşamasını atlamaktadır. Fenol ile homojenize 

edilmiş örnekler direkt olarak RNA bağlayıcı kolona yüklenerek ardından yıkama ve RNA elüsyonu aşama-

ları gerçekleştirilir. Üretici tarafından fenol bazlı reaktif yerine özel bir lizis tamponu da sağlanabilmektedir 

(Lu ve Rothenberg, 2018) 

 

Kolon temelli yöntemlerde, RNA verimini ve 

kalitesini önemli ölçüde azaltacağından, kolonları 

fazla doldurmamaya dikkat edilmesi gerekmektedir. 

miRNA izolasyonu için tasarlanmış çoğu ticari kit, 

öncelikle miRNA’ları da içeren total RNA izo-

lasyonu için bir protokole ve ardından elde edilen bu 

total RNA’dan küçük boyuttaki RNA’ların ayrılması 

için alternatif bir protokole sahiptir (Lu ve Rothen-

berg, 2018).  

miRNA’ların vücut sıvılarından elde edilmesinde de 

bazı sorunlar yaşanmaktadır. Vücut sıvılarından 

elde edilen miRNA verimi hücre veya doku 

örneklerine göre çok daha düşüktür. Genellikle 

piyasada bulunan bazı kitlerin örnek başlangıç 

hacmi sınırını aşacak kadar büyük miktarlarda vücut 

sıvısı örneğine ihtiyaç duyulmaktadır (Moldovan ve 

ark., 2014). 

miRNA Anlatım Analizi ve Hedef Genlerin Belir-

lenmesi 

miRNA anlatımı hem doku örneklerinden hem de 

serum ya da plazma gibi hücre içermeyen biyolojik 

sıvılardan tespit edilebilir. miRNA’ların tespiti için 

kantitatif PCR (qPCR), in situ hibridizasyon, 

mikroçip ve RNA dizileme metotları kullanılmak-

tadır (Lu ve Rothenberg, 2018).  

miRNA’lar sadece 21-23 baz çifti uzunluğunda 

olduklarından; yaklaşık 20 baz çifti uzunluğunda 
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primerler gerektiren geleneksel PCR ile çoğaltıla-

bilmeleri için primer tasarlanması teknik olarak 

oldukça zordur. Bu sebeple ters transkriptaz 

sırasında miRNA’ların boyunun uzatılması gerek-

mektedir. Bu işlem miRNA’ya özgü stem-loop pri-

merler kullanılarak yapılabileceği gibi; miRNA’ya 

3’poli-A kuyruğu eklenmesinin ardından ters tran-

skripsiyon sırasında evrensel bir dizi ile etiketlenmiş 

poly-T primeri kullanılarak da yapılabilir. Daha 

sonra, her bir miRNA’ya özgü forward primer- prob 

ve evrensel diziye ait bir reverse primer kullanılarak 

qPCR uygulaması gerçekleştirilir (Eldh ve ark., 2012; 

Moldovan ve ark., 2014). 

miRNA’lar 5’ ucundaki 2-7 nükleotitlik tohum dizisi 

ile mRNA’nın 3’ kodlanmayan bölgesini (UTR) 

hedefleyerek transkripsiyon sonrası gen anlatımının 

baskılanmasına aracılık etmektedirler (Vishnoi ve 

Rani, 2017). In silico tabanlı hedef tahmin yöntemleri 

miRNA’nın tohum dizisine tamamlayıcılık, evrimsel 

olarak korunma gibi çeşitli faktörleri kullanmaktadır. 

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 tabanlı algoritmalar kullanılarak çok sayıda 

hedef tahmini oluşturulabilmektedir ancak bu algo-

ritmalarla oluşturulan hedeflerin yanlış olma ihti-

mali de bulunmaktadır (Witkos ve ark.,  2011). 

Yakın zamanda güncellenen miRTarBase (Chou ark., 

2016) ve starBase (Li ve ark., 2014), miRNA’lar ile ko-

dlama yapmayan uzun RNA’lar arasındaki 

bağlantılara ait verileri de içeren kapsamlı analizler 

yapmaya imkan vermektedir (Imig ve ark., 2015; 

Rupaimoole ve Slack, 2017). Bu veritabanlarını Tar-

getScan gibi tahmin araçlarıyla birleştirmek, araştır-

macıların miRNA'ların mRNA hedeflerini daha 

doğru bir şekilde tahmin etmelerine yardımcı olacak 

ve hastalıkla ilgili miRNA'ların ve mRNA'ların daha 

verimli bir şekilde tanımlanmasını sağlayacaktır 

(Rupaimoole ve Slack, 2017). Tablo 1.’de miRNA an-

alizi için kullanılan biyoinformatik araçlardan ba-

zıları gösterilmiştir.  

In silico olarak tahmin edilmiş hedef genlerin 

doğrulukları, genlere ait 3’ UTR bölgelerinin bir 

raportör vektörün 3’ UTR bölgesine klonlanması ve 

ardından miRNA’nın hedeflenip raportör genin ak-

tivitesinin ölçülmesi ile gösterilebilir. Başka bir 

yöntem olarak, bir miRNA antagonisti ile hücreye 

geçici olarak transfekte edilip hem doğrudan hem de 

dolaylı hedefleri belirlemek için tüm transkriptom 

analizi gerçekleştirilebilir (Di Martino ve ark., 2016; 

Hodzic ve ark., 2017).  

miRNA’ların Biyobelirteç Olarak Kullanılma 

Potansiyeli 

miRNA’ların keşfi ile birlikte çeşitli hastalıklardaki 

rolleri de araştırılmaya başlanmıştır. miRNA’ların 

anlatımındaki düzensizlikler hastalıkların seyrinde 

önemli rol oynadığından miRNA anlatım pro-

fillerinin belirlenmesi hastalıkların teşhisi için önem-

lidir (Vishnoi ve Rani, 2017).  

miRNA’ların retinal gelişimde ve retinanın normal 

işleyişe sahip olmasında önemli rolleri olduğu 

gösterilmiştir ve yapılan çalışmalar nöral retinada 

farklı seviyelerde anlatım yapan miRNA’ların 

varlığını doğrulamıştır (Andreeva ve Cooper, 2014). 

miR-183/96/182 kümesinin retina nöronlarında 

koruyucu görevi vardır. Bu miRNA kümesinin 

etkisiz hale getirildiği transgenik farelerde fotoer-

septörlerdeki sinaptik defektlere bağlı olarak ışığa 

karşı aşırı duyarlılık gözlenmiştir (Lumayag ve ark., 

2013).  

Merkezi sinir sistemi hastalıklarının nedeni de 

miRNA’ların değişen anlatım profillerine bağlana-

bilmektedir. Mezenkimal kök hücrelerin inme son-

rası nörolojik iyileşmeye katkıda bulunduğu 

bilinmektedir. Serebral iskemiden sonra astrositlere 

ve nöronlara miR-133b’nin taşınmasında görev alan 

eksozomların keşfinden sonra, miR-133b’nin felçten 

sonra nörit büyümesini uyararak iyileşmeye katkı 

sağladığı teorisi ortaya atılmıştır (Xin ve ark., 2012).  

miRNA’lar kardiyak dokunun gelişiminde önemli 

rol oynamaktadır (Romaine ve ark., 2015). Çeşitli 

miRNAlar ve özellikle miR-143, miyokardiyal hücre 

morfolojisini düzenlemektedir ve kalpteki 
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odacıkların işleyişi ve oluşumu için gereklidir. Vas-

küler düz kas hücrelerinin farklılaşması da miR-143 

ve miR-145 aracılığı ile düzenlenmektedir (Zhao ve 

ark., 2015). Son yıllarda miRNA anlatım profillerin-

deki düzensizliklerin çeşitli kardiyovasküler has-

talıklarla ilişkili olduğu bildirilmiştir. miR 143/145 

anlatımındaki azalmanın akut ve kronik vasküler 

strese neden olduğu rapor edilmiştir (Zhao ve ark., 

2015).  

miRNAlar meme kanseri için biyobelirteç olma 

potansiyeline sahiptir. Yapılan bir çalışmada 3 

miRNA’nın anlatımının (miR-29a, miR-181a, ve miR-

652), mamografi ile kombinasyon halinde doğru alt 

tipe özgü meme tümörünün teşhisini kolaylaştırma 

potansiyeline sahip olduğu gösterilmiştir (Zhu ve 

ark., 2014). miR-10b’nin aşırı anlatımı, meme kanseri 

modellerinde invazyon ve metastazı başlattığı ve 

primer meme karsinomlarındaki anlatımı klinik iler-

leme ile ilişkili olduğu gösterilmiştir (Gee ve ark., 

2008). miR-486’nın akciğer kanserinde potansiyel bir 

tümör baskılayıcısı olduğu bildirilmiştir (Peng ve 

ark., 2013). 

Sonuç 

miRNA’lar transkripsiyon sonrası gen anlatımını 

düzenleyerek ve hücre farklılaşması, çoğalması ve 

hayatta kalmasında önemli bir rol oynamaktadırlar 

(Chen ve ark., 2014). İlk miRNA 1993 yılında C. ele-

gans'ta keşfedilmiş ve kısa süre sonra hayvan, bitki 

ve bazı virüslerde de varlığı gösterilmiştir (Lee, 1993). 

miRNA’ların keşfi ile birlikte çeşitli hastalıklardaki 

rolleri de araştırılmaya başlanmıştır. miRNA an-

latımı hem doku örneklerinden hem de serum ya da 

plazma gibi hücre içermeyen biyolojik sıvılardan 

tespit edilebilir (Lu ve Rothenberg, 2018). 

miRNA’ların anlatımındaki düzensizlikler has-

talıkların seyrinde önemli rol oynadığından miRNA 

anlatım profillerinin belirlenmesi hastalıkların 

teşhisi için önemlidir (Vishnoi ve Rani, 2017). 

miRNA terapötiklerini içeren önemli sayıda prek-

linik çalışma yapılmış olmasına karşın şimdiye ka-

dar çok az sayıda miRNA terapötikleri klinik 

geliştirmeye taşınmıştır. miRNA tabanlı terapöti-

klerin geliştirilmesinde en büyük zorluklardan biri 

her hastalık türü için en iyi miRNA adayını ve 

miRNA hedeflerini belirlemektir. Diğer bir zorluk da 

terapötik adaya daha yüksek stabilite kazandıran, 

dokuya özgü hedeflemeyi sağlayan ve potansiyel 

toksisiteleri ve hedef dışı etkileri önleyen miRNA 

dağıtım araçlarının tasarımıdır (Rupaimoole ve ark., 

2011; Cheng ve Slack, 2012; Li ve Rana, 2014).  

Hem hastalıkla ilgili proteinlerle hem de bunlarla 

bağlantılı miRNA’lar ile çalışmak, çeşitli has-

talıkların moleküler mekanizmasını anlama ve te-

davi etmede daha güvenilir moleküler hedefler 

sağlayabilecektir. 
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