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MikroRNA’lar ve Atlarda MikroRNA’lar ile Tlgili Yapilan Cahsmalar
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Ozet: MikroRNA’lar (miRNA)18-25 niikleotit (nt) uzunlugunda genom iizerinde protein kodlayan intron veya ekzon
bolgelerindeki RNA genlerinden transkripsiyonu saglanan, fakat proteine translasyonu gergeklesmeyen, fonksiyonel
RNA molekiilleridir. Tiim canlilarda gesitli fiziksel ve patolojik kondisyonlarda post—transkripsiyonel gen diizenleyici
olarak miRNA’larin rolii evcil hayvanlar da dahil birgok organizmanin incelenmesiyle aydinlanmaktadir. miRNA’larin
gen ekspresyonunda, fenotipik degiskenligin sekillenmesinde ve hastalik gelisminde regiilator olarak 6énemli rollerinin
oldugu tespit edilmistir. Yapilan ¢aligmalarin 15181 altinda miRNA’larin 6nemi son zamanlarda Veteriner Hekimlikte de
fark edilmistir. Tagima ve eglence i¢in kullanilan, ayn1 zamanda ekonomik degere sahip evcil at (Equus caballus), insan
uygarlhigmin ¢ok 6nemli bir pargast olmustur. Tibbi agidan at ile insan arasinda alerji ve osteoartrit gibi 90’dan fazla
kalitsal hastalik ortaktir. Biyomekanik ve egzersiz fizyolojisi ¢alismalarinda en iyi model organizma attir. insanlik tarihi
icin at bu kadar dnemli bir organizma olmasina ragmen, atlarda miRNA’lar ve miRNA’larin klinik kondiisyonlar {izerine
etkisi hakkindaki ¢aligmalar oldukg¢a azdir. Bu derleme miRNA’lar ve atlarda miRNA’lar ile ilgili yapilan caligmalar
hakkinda bilgi vermek amaciyla hazirlanmistir.
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MicroRNA'’s and Studies Performed on Horses Concerning MicroRNA’s

Abstract: MicroRNA’s (miRNAs) are the functional RNA molecules consisting of about 18- 25 nucleotides (nt), tran-
scribed but not translated to proteins through genes those are at the protein coding introns or exons on the genom. The
role of miRNAs as a post-transcriptional regulator in all organisms on various physical and pathological conditions as
enlightening through examining the organisms including domestic animals. miRNA’s have been found to play critical
roles on gene expression, occurance of phenotypic variations and as regulators on disease development. In scope of the
studies performed recently, the importance of miRNA’s were realized on Veterinary Medicine Equus caballus (domestic
horse) has been a very important part of the human civilization since it is used for transportation and fun in addition
to its economic value. Medically, over 90 hereditary diseases such as allergies and osteoarthritis are common between
horse and human. The best model organism for studying biomechanics and exercise physiology are the horses. In spite
of being such and important organism for the human history, studies related to miRNA’s at horses on effect of miRNA’s
on clinical conditions of horses are very few. This review is prepeared in order to give information about miRNA’s and
limited in horses miRNA studies performed on horses
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Giris

Memeli genomunun sadece %3’ liikk kismi protein
kodlayan mRNA’lar1 ifade etmektedir. Geri kalan
% 97’ lik kisim ise uzun ve kisa protein kodlama-
yan RNA’ lardan olugmaktadir [6]. Proteine ¢evri-
lemeyen RNA’lara kodlamayan RNA (ncRNA) adi
verilmektedir [3,10]. Evrimsel agidan korunmus
dizilere sahip ncRNA’lar biyolojik reaksiyonlarin
katalizlenmesinden, hiicresel savunmaya, gelisim-
sel siireglerden hiicresel cevaba kadar pek ¢ok go-
reve sahiptirler [26]. ncRNA’larin diger islevleri
arasinda transkripsiyonel ve post transkripsiyonel

gen susturumu ve kromozomlarin yeniden model-
lenmesi de yer almaktadir. Cok sayida tipi bulunan
ncRNA’lar, yasam icin gerekli ve diizenleyici ncR-
NA’lar olarak iki ana sinifa ayrilmaktadir. Yasam
icin gerekli ncRNA’lar canlilarin biitiin dokularinda
bulunarak ¢ok sayida islevleri yerine getirirken, gen
ifadesinin diizenlenmesinde islevleri olan diizenle-
yici ncRNA’lar ise nt sayilarina gére uzun ncRNA
(>200 nt) ve kisa ncRNA (<200 nt) olarak iki alt
sinifa ayrilmaktadir [21]. X kromozomunun inak-
tivasyonundan sorumlu Xist ve Tsix RNA, embri-
yonik pluripotent hiicrelerinin iireme hiicrelerine
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farklilasmasinda ve transkripsiyonunda islev goéren
Long intergenic non-coding RNA (LincRNA) ve
mRNA’nin post transkripsiyonel diizenleyicisi olan
circular RNA (circRNA)’lar uzun ncRNA sinifina,
mRNA’nin transkripsiyonel diizenleyicisi olarak
islev yapan short interfering RNA (siRNA), mik-
roRNA (miRNA) ve esey hiicrelerinde transpozon
ve retroelementlerin baskilanmasindan sorumlu
olan P-element induced wimpy testis RNA (piwiR-
NA)’lar ise kisa ncRNA smifina girmektedirler
[21,39].

miRNA’larin Genomik Organizasyonu

miRNA’larin kromozomal yerlesimleri kendilerinin
anlatimmi ve islevlerini etkilemektedir. Bu neden-
le miRNA genomik organizasyonunun bilinmesi
onemlidir [27]. miRNAlarmn yaklagik yarist kiime
yerlesimi gosterir. Kiime seklinde olan miRNA’lar
operon benzeri bir yapiya sahip olup, polisistro-
nik (Birden fazla proteinin genetik koduna sahip)
olarak transkripsiyona ugrar [33,34]. Kiimelenmis
miRNA’larin 6nemli bir 6zelligi de tiirler arasinda
korunmus olmasi, homolog miRNA’larin tiim tiir-
lerde gozlenmesidir [28]. miRNA’lar genler arasi/
gen i¢i ve intronik/ekzonik yerlesime gore gruplan-
dirtlmaktadir [14,40].

miRNA Biyogenezi

miRNA’lar islevlerini ¢cogunlukla mRNA’nin 3’ ter-
clime edilmeyen bdlgesine (3° UTR) baglanarak,
daha azinlikta 5’-UTR, ORF (open reading frame)
ya da promotor bolgelerine baglanarak yapmakta-
dirlar [13,31,32]. DNA’dan ilk olarak ¢ogunlukla
RNA polimeraz Il veya azinlikta RNA polimeraz
IIT enzimleri tarafindan >1000 nt uzunlugunda ol-
gun miRNA’nin 6nciil transkripti olan birincil-miR-
NA (pri-miRNA) sentezlenir [8,34]. Karakteristik
mRNA gibi pri-miRNA’larin 5° ucunda 7 metilgu-
anozin bashigi ve 3’ ucunda poli A kuyrugu bulun-
maktadir [36,38,42]. Tek zincirden olusan pri-miR-
NA’lar kendi tizerinde kivrilarak sag tokasi yapisini
olustururlar. Cekirdek RNAaz III endoniikleaz aile-
sinden olan Drosha enzimi, alt iinitesi ile birleserek
pri-miRNA’y1 keser ve kesilen miRNA’lar 70-100
nt uzunlugunda olup 6ncli miRNA’ya (pre-miRNA)
doniigtirler [13,19]. pre-miRNA niiklear transport
reseptdr (Exportin 5) ile ¢ekirdekten sitoplazmaya
gecerek sitoplazmada RNAaz III ailesinden Dicer

enzimi, alt iinitesi ile birlesir ve pri-miRNA’nin sa¢
tokas1 yapisini keser. Dicer enzimi tarafindan ke-
silen RNA’lar 3’ uc¢larinda 2 nt’lik ¢ikint1 kalacak
bicimde 18-25 nt uzunlugunda kisa ¢ift iplikli olgun
miRNA’lara doniistirler [ 14]. Cift iplikli miRNA’la-
rin bir ipligi Argonuate-2 (Ago-2) bagli RISC enzim
kompleksine baglanarak hedef mRNA’nin 3’UTR,
5’UTR, OREF bolgelerine ya da promotor bolgele-
rine baglanarak ya da mRNA’y1 pargalayarak trans-
lasyonu engeller [21,23]. miRNA’larin tipik yolak-
larinin disinda atipik yolaklar da tanimlanmis ve bu
yolaklarin ortaya ¢ikis nedeni heniiz belirleneme-
mistir. Bu yolaklar Drosha- bagimsiz yolaklar ve
Dicer bagimsiz yolaklar olmak iizere ikiye ayrilirlar
[15,22,30,43]. Atipik miRNA yolaklarint secen bu
RNA’lar kirpilma yapmaksizin heniiz belirleneme-
yen bir mekanizma ile kisa pre-miRNA benzeri sag
tokasi yapist olustururlar ve dogrudan Dicer enzi-
mi ile kesime ugramaktadirlar. Ayrica tRNA ben-
zeri yapilar, pre-tRNA ve endo-siRNA yapilar da
Drosha enzimine gerek duymadan olgun miRNA’y1
olusturmaktadirlar [13,18,20,24].

Atlarda Belirlenen miRNA’lar

miRNA’larin gen ekspresyonunda, fenotipik de-
giskenlik sekillenmesinde ve hastalik gelismesin-
de regiilator olarak dnemli rollerinin oldugu tespit
edilmistir [7,9,11]. Atlarda miRNA’lar ile ilgili ilk
calisma Zhou ve ark. (2009) tarafindan yapilmistir.
Bu ¢alismada; 354 olgun at miRNA’lar1 belirlemek
ve tanimlamak i¢in in silico (RNA veri tabanlari)
analitik yontem kullanilmistir. At sperminde 82 adet
yeni miRNA’nin varligi tespit edilmistir ve sperm
fonksiyonlari, fertilite ve iiremenin diizenlenme-
sinde miRNA’larin roliiniin oldugu diigiinilmistiir
[44,45].

Barrrey ve ark. (2010) tarafindan direkt klon-
lama teknolojisi kullanilarak saglikli ve miyopatik
atlarda kas dokusunda miRNA’larin ifade profili
belirlenmistir [5]. Kalitsal kas hastaligi olan atlarin
kan 6rneklerinde kas-spesifik miRNA’larin varligi-
m tespit edilmis ve atlarda kas patoloji tanis1 igin
minimal invazif metodoloji ile yeni miRNA’larin
gelistirilmesine olanak saglanmistir [5,9].

Kim ve ark. (2014) Yeni Nesil Sekans (YNS)
teknolojisi kullanarak iskelet kaslari, kolon ve ka-
raciger dahil normal at dokularindan elde ettikleri
ornekler ile yaptiklart caligmada; 292 adet bilinen
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ve 329 adet yeni miRNA identifiye etmislerdir.
Sekiz safkan attan aldiklar1 iskelet kasinda, karaci-
gerde ve kolonda yiiksek verimlilikte miRNA’larin
21838589 ile 11973300 aras1 degigen sayilarda kisa
okuma sekanslarmin sonucu ile elde edilen % 100
yliksek kalitede cDNA kiitiiphanesini olusturmus-
lardir. Kim ve ark. (2014) tarafindan atlarda kas,
kolon ve karaciger dokularinda bulunan miRNA’
larin uzunluklar ve dagilimlar1 belirlenmis ve bu
miRNA’larm yaklasik % 83’ niin sekanslar1 20-24
nt araliginda yogunlastig1 bulunmustur. Ayrica elde
edilen miRNA’larda en sik rastlanan uzunlugun tim
dokularda 23 nt oldugu tespit edilmistir [29].

Atlarda miRNA’larin dokulara gore profili

Organ veya dokular icin miRNA’nin ekpresyon pro-
fili gbz Oniine alindiginda organ spesifik miRNA’la-
rin alt kiimelerini kesfetmek klinik olarak hastaliklar
acisindan onemlidir. Atlarda, karaciger, iskelet kasi
ve kalin bagirsak dahil olmak iizere baslica organ-
larda miRNA’larin karakterizasyonunun yapilmasi
onemli at hastaliklar1 ile yakindan iliskilidir. Kim
ve ark. (2014) tarafindan at dokularinda bilinen
miRNA’lar1 analiz edilmis ve alt kiimeler seklinde
dokuya 6zel miRNA’lar (kas dokusunda 36, kolon
orneklerinde 99 ve karacigerde 31) tespit edilmistir.
Ikincil yapilarda, Dicer boliinme mevkilerinin ve
bilinmeyen miRNA’larin minumum serbest ener-
jileri de belirlenmistir. Bu analizler ile atlarda 329
adet bilinmeyen miRNA sekansi yeni aday miRNA
olarak belirlenmistir. Atlarda miRNA’lar dokuya
ozel bir bigimde eksprese edilip; kas orneklerinde
31, kolon 6rneklerinde 123 ve karaciger drneklerin-
de 45 yeni miRNA tespit edilmistir. Kolona 6zgii
miRNA’larin kolonun diizenleyici sisteminde daha
karmagik rolleri oldugu ortaya koyulmustur [17,29].

Atlarda miRNA’larin Kromozomal Dagilimi

Atlarda toplam 292 bilinen miRNA, 29. ve 31. kro-
mozomlar hari¢ diger kromozomlar arasinda hari-
talanmistir [35]. Yaklasik 160 adet miRNA’nin 3
kb biiytkliigiindeki bir bolgede bir arada lokalize
oldugu tespit edilmistir. At genomunda miRNA’la-
r1 kodlayan genler 51. farkli kiime halinde bireysel
kromozomlar {izerinde degisik bolgelerde lokalize
olmustur. Ornegin, 24. Kromozomda 4 miRNA kii-
mesinde 40 miRNA geni bulunurken 6, 12, 14, 16,
18 ve 20. kromozomlarda sadece 2 miRNA geni bu-
lunmaktadir.

At miRNA’larinda Niikleotid Dagilim Egilimleri

miRNA’nin 5> u¢ dizilerinin karakterizasyonu
Onemlidir ¢iinkli miRNA’nin ¢ekirdek sekanst miR-
NA ‘nin hedef mRNA’ya baglanmasinda kritiktir [1,
14]. Okaryotlarda miRNA’larin niikleotid sekans
analizi 5’ pozisyonu agik bir sekilde “U” ve “A”
icin egilimlidir [16]. Kim ve ark. (2014) at geno-
munda dokuya 6zel miRNA’larin 5” ucunda en sik
niikleotidin “U” oldugunu ve ardindan A’in geldigi-
ni ortaya koymustur ve bu bulgular diger organiz-
malar ile yapilan ¢calismalardan elde edilen sonuglar
ile tutarlidir [2]. Atlarda tiim doku miRNA’larinin
iclincii ve altinci pozisyonlarda “C+G” yiizdeleri-
nin yiiksek oldugu belirlenmistir. miRNA ¢ekirdek
dizisindeki 6. pozisyondaki “C+G” icerigi miRNA
icin fonksiyon diizenleyici ve uyarici etkisi vardir.
Kolondaki miRNA’lar farkli organlara gdre biitiin
miRNA c¢ekirdek niikleotidlerinde daha yiiksek
“C+G” oranma sahip olmasi kolonun fonksiyon-
larindaki farkliliktan kaynaklanabilir [2]. Organ-
spesifik miRNA’larin 5 ucundaki ilk niikleotidi
kas, kolon ve karaciger dokularinda sirasiyla % 40,
% 35 ve % 43 siklikla “U”dir. Ayni sekilde, atlar-
da 18-19 niikleotid uzunluktaki miRNA’lar az ol-
masina ragmen sadece kolonda 18 ve 19 niikleotid
uzunlugundaki miRNA’larin 5* ucunda “G” ve “A”
bulunur. miRNA’lar1 olusturan niikleotidler arasin-
da “A+U” dagilimi, ortalama % 72 olarak hesap-
lanmistir. Ancak; tiim dokularda 3’ten 6’ya kadar
olan niikleotid pozisyonunda “C+G” oram “A+U”
oranindan daha fazladir. Ayrica kolon miRNA’sinda
2’den 8’e kadar olan miRNA ¢ekirdegine sahip olan
niikleotid pozisyonlarinda “C+G”nin, “A+U”e gore
daha fazla oldugu belirlenmistir [12,37].

Atlarda Polisistronik miRNA’larin Kromozomal
Lokalizasyonlari

miRNA’larin biyogenezi ya monosistronik (tek bir
gene ait) ya polisistronik (birden fazla gene ait)
lokuslarin transkripsiyonu ile baslatilir [4,8,25].
miRNAlarn yaklasik yarisi kiime yerlesimi gosterir
[34]. Kiimelenmis miRNA’ larin 6nemli bir 6zelligi
de tiirler arasinda korunmus olmasi, homolog miR-
NA’larn tiim tiirlerde goézlenmesidir. Bu nedenle
miRNA’larin kromozomlar {izerinde polisistronik
dagilimi 6nemlidir [28].

Kim ve ark. (2014) ve Zhou ve ark. (2009) at
genomunda kromozom 17 tizerinde miR-17-92 kii-
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mesini saptamistir. Bu kiimenin miR-17, miR-18a,
miR-19a, miR-19b, miR-20a ve miR-92’yi barindi-
ran ve insan dahil tiim omurgalilarda iyi korunan bir
kiime oldugu bilinmektedir. Memelilerde miR-17-
92 kiimesi iki miR-106b-25 ve miR-106a-363 adin-
da paraloglara (bir tek genomda gen ikilenmesi ile
olugmus ve isglevleri farklilasmis) ayrilmistir. Ayrica
13. kromozom iizerinde lokolize olmus eski kiime
ve X kromozomunda lokalize olmus son kiimeler
tespit etmislerdir.

Kim ve ark. (2014) bilinen miRNA’larin yak-
lasik % 53‘iiniin bir polisistronik birimin bir par-
cas1 olarak gozlendigini ortaya koymustur. Insan
verileri ile karsilastirildiginda atta kromozomal ko-
numda kismi farklilik olsa da miRNA’larin kiime-
lenme 6zelliginin korunmus oldugu ortaya ¢ikmig-
tir. Atlarda polisistronik birimlerdeki miRNA’la-
rin orani (% 50) zebrabaliklarinin miRNA’lar ile
benzerdir ve miRNA kiimelerinin yaklasik % 72’si
hesaplama analizi ile tespit edilmis at miRNA’lar1
ile aynmidir [41]. Ancak polisistron pozisyonlarda
oldugu diisiiniilen 160 adet miRNA’in 45’1 in sili-
co yapilan c¢aligsmalarda ortolog pozisyonda tespit
edilememistir. Bunun nedeni olarak farkli miRNA
kiimelenmeleri gosterilmektedir. In silico analizde
BLAST tarafindan belirlenen limitli miRNA’lardan
faydalanilirken bu calismada miRNA kiimeleme,
YNS teknolojisi dizi verilerine dayanarak yapilmis-
tir. Zhou ve ark. (2009) 2. kromozom {izerindeki
miR-302a, -302b, -302c, -302d ve -367 ve X kro-
mozom iizerindeki miR-1912 ve -1264’1, polisist-
ronik miRNA’lar olarak bildirmistir. Kim ve ark.
(2014) tarafindan bulunan polisistronik miRNA’lar
Zhou ve ark. (2009) tarafindan rapor edilmemistir.
Elde edilen bulgular at miRNA’lar1 i¢in kiimelenme
Ozelliginin ortaya ¢ikarilmasi i¢in daha fazla galig-
ma yapilmasinin gerekliligini gostermektedir.

Sonug¢

Bu bilgiler 151831inda at genomunda miRNA iizeri-
ne yapilan ¢alisma sayisinin oldukga sinirlt oldugu
belirlenmistir. YNS teknolojisi kullanilmasi ile atta
normal dokularda bilinen 292 ve yeni 329 miRNA
tespit edilmis ve 6nemli 6l¢lide at miRNA veritaba-
nint zenginlestirdigi ve at miRNA’lar1 i¢in degerli
bir referans olusturdugu ortaya ¢ikmistir. Buna ek
olarak, at dokularinda genel miRNA ifade profili
miRNA’larin birbirinden ayr bir doku-spesifik bir

sablonda ifade oldugu bulunmustur. miRNA’nin
sekansi, kromozomlar {izerindeki dagilimi ve kii-
melenme ozellikleri atta miRNA’ larin biyolojik is-
levlerinin aydinlatilmasinda 6nemlidir. miRNA’lar
doku gelisimi ve spesifik dokularin islevinde 6nem-
li bir rol oynamaktadir ve bu nedenle, cesitli pa-
tofizyolojik durumlarda ¢ok degerli bir biomarker
olarak gelistirilebilir.
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