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OZET

BIYOINFORMATIK YONTEMLER KULLANILARAK KECI
GENOMUNDA MiKRORNA’LARIN (miRNA) SAPTANMASI

Yiiksek Lisans Tezi, Biyoloji Anabilim Dali

Tez Danismant: Prof. Dr. Cemal UN

Aralik 2015, 33 sayfa

MikroRNA’lar (miRNA’lar) yaklagsik 22 niikleotid uzunlugunda, gen regiilasyonu
mekanizmasinda gorev alan RNA molekiilleridir. miRNA’lar genellikle DNA
tizerindeki protein kodlamayan bolgelerden transkribe edilirler ve evrimsel siiregte
korunmusgluk  gostermektedirler. miRNA’lar gen ekspresyonunun post-
transkripsyonel regiilasyonunda oOnemli rol oynamaktadirlar ve kiigiik
degredasyon molekiilii olarak gorev yaparlar. Ayrica miRNA’lar kok hiicre
farklilagmasinda, programli hiicre 6liimii mekanizmasinda ve hiicreden hiicreye
sinyal iletiminde gorev almaktadirlar. Yapilan c¢alismalar sonucu miRNA’larin
bir¢cok hastalikla iliskili oldugu ve giftlik hayvanlarinda et verimi, siit verimi vb.
gibi konularla iliskili oldugu saptanmistir. Bu ¢alismada biyoinformatik yontemler
kullanilarak kec¢i genomunda yeni miRNA’larin saptanmast ve daha sonra
yapilacak olan genetik ¢aligmalara bir alt yap1 olusturulmasi amaglanmistir. Bu
amagla evcil sigir (Bos taurus) miRNA’lar1 ke¢i (Capra hircus) cDNA
kiitiphanesinde Blastn programi yardimiyla taranmistir. Yapilan calismalar
sonucu keci genomunda toplam 35 adet yeni aday miRNA saptanmistir. Saptanan
bu aday miRNA’lar sigir ile keci arasinda evrimsel silirecte korunmusluk
gostermektedir. Saptanan yeni aday miRNA’larin daha sonra yapilacak genetik ve

evcil hayvan 1slahi ¢alismalarina taban olusturacagi distiniilmektedir.

Anahtar sozciikler: Biyoinformatik, Keci, miRNA
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ABSTRACT

ANALYSING OF CONSERVED MIRNAS ON GOAT BY
COMPUTATIONAL APPROACHES

MSc in Department of Biology

Supervisor: Prof. Dr. Cemal UN

December 2015, 33 pages

MicroRNAs (miRNAs) are small (nearly 22 nucleotides) RNAs which
regulate gene expression by a sort of mechanisms. They are transcribed from
DNA but there is no equivalent for proteins. They are mainly located on non-
coding sequences of genome and they are conserved in evolutionary process.
miRNAs play an important role in post-transcriptional regulation of gene
expression and work as small degradation molecules. Also they have roles in
stem cells differentiation, apoptosis mechanism and cell to cell
communication. In addition, the association between miRNAs and diseases,
lactation of farm animals and meat yields are known. In this study, the genetic
studies to be performed later on goat genome aimed at building an
infrastructure. For this purpose, the cattle (Bos taurus) miRNAs were obtained
from miRBase and then these miRNA sequences were scanned in goat cDNA
libraries by Blastn program to gain match sequences. As a result of this study,
35 new candidate miRNAs in goat genome were determined by computational
approaches. These obtained candidate miRNAs are conserved in the
evolutionary process between cattle and goat. These obtained miRNAs would
be the basis on subsequently to be made genetic studies and improvement of

domestic animals.
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1. GIRIS

Hayvanlarin evcillestirilmesi insanlik tarihinin en biliylik adimlarindan
birisidir.  Hayvanlarin  evcillestirilmesiyle  birlikte  baglayan  doniisiim
medeniyetlerin degisimine, toplumlarin olusmasina ve giiniimiizdeki hali almasina
neden olmustur (Diamond et al., 2002). insanlar gdcebe bir hayat siirerken ilk
olarak evcillestirdikleri hayvan kdpektir. Bundan 14.000 yil 6nce vahsi olan kurt
irkindan evcillesen kopegin ilk evcillestirilen hayvan olmasinin nedeni i¢ ice
geemis iki olay Orgiisii ile anlasilmaktadir. Bu olaylardan birincisi vahsi dogada
yaralanan kurtlarin yiyecek bulabilmek i¢in gdogebe kamplarinin gevresindeki
insan artiklarmi tercih etmesidir. ikinci olay ise insanlar kurtlarin yaklasan
tehlikeyi onceden fark ettigini gormiis ve geceleri isgalcilere karsi nobetgi olarak
kullanmiglardir (Driscoll et al., 2009). Evcillestirme tarihinde, hayvanlar kullanim
amacina gore donemlere ayrildiginda basta besin olmak {izere, giyim, barinma
gibi hammadde temini agisindan ilk evcillestirilen hayvan kegidir. iran’da yapilan
arkeolojik kazilarda keg¢ilerin ilk olarak Mezopotamya’da bundan yaklasik 12.000
yil once, Neolitik devirde, vahsi olan Capra aegagrus tiiriinden evcillestigini
gostermektedir (MacHugh et al, 2001). Kegilerin evcillestirilmesinden sonra
Mezopotamya’da bulunan arkeolojik bulgular vahsi koyun 1rkinin ikinci
evcillestirilen ¢iftlik hayvani oldugunu kanitlamaktadir (Meadows et al, 2005).
Tarimin gelismesi ve insanlarin  yerlesik hayata ge¢mesiyle hayvanlarin
evcillestirme siireci hiz kazanmistir. Tarima gegis ile ilk evcillestirilen hayvan
s1g1ir olmustur. Daha sonralari ise genellikle yiik tasimak ve ulasim i¢in kullanilan
esek, deve ve atlar evcillestirilmistir (Baskici et al,-1998).

Kegi ¢iftlik hayvanlari igerisinde evcillestirilen ilk hayvandir. Bereketli Hilal
adiyla anilan Mezopotamya’da bulunan ve bugiinkii Iran’in batisinda yer alan
Zagros daglarinda yapilan arkeolojik kazilarda misir taneleri ve ke¢i kemiklerine
rastlanmistir. Bulunan ke¢i kemiklerinin, kegilerin atas1 olan Capra aegagrus ‘a
ait oldugu saptanmig ve yapilan arastirmalar sonucu yaklasik 12.000 yi1l 6ncesine
ait oldugu saptanmustir (Zeder et al., 2000). Kegiler et, siit, tiftik ve post agisindan
ve ayrica zirai, ekonomik, kiiltiirel ve hatta dini agidan ¢ok uzun senelerdir 6nemli

varliklardir. Insanlar gogebe hayattan itibaren kegilerin tiiyiinden, etinden,



siitiinden ve postundan yararlanmaktadir. Ayrica giiniimiizde ¢esitli biyomedikal
ilaglarm {iretilmesi ve gelistirilmesi igin de kegiler kullanilmaktadir. Ulkemizin
cografik sartlar1 ve topografik yapisinin uygun olmasi sebebiyle hayvancilik
sektoriinde kec¢i yetistiriciligi {iclincli siradadir ve her gecen yil artis
gostermektedir (Sekil 1.1). Ekonomik 6nemlerinin yiiksek olmasi ve bu 6nemin
her gecen giin artmasindan dolay1 gerek keci hastaliklarinin molekiiler temelini
gerekse keci genomunu inceleyecek molekiiler arastirmalarin zamanla artmasi

beklenmektedir (Ozcan, 1989).
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Sekil 1.1: 2001-2014 yillar1 arasinda Tiirkiye’de yetistiriciligi yapilan sigir, koyun ve kegi
sayilarindaki degisim (TUIK).

Keci genomu yaklasik 2,66 milyar baz ¢ifti uzunlugundadir ve 22,175 protein
kodlayan gen bolgesine sahiptir (Dong et al., 2012). Ke¢i genomu iizerine yapilan
caligmalar her gecen giin artis gostermektedir. Kec¢i kil folikiillerinden alinan
ornekler ile yapilan calisma sonucu kec¢i genomunda toplam 56,231 adet tek
niikleotid polimorfizmi (SNP) tespit edilmis ve bu SNP’ler 10,057 gen ile
iligkilendirilmistir (Wang et al., 2015).

Mikro-Riboniikleik Asit’ler (miRNA), yaklasik 17-24 niikleotid uzunlugunda,
gen ekspresyonunun post-transkripsiyonel regiilasyonundan sorumlu ve genellikle
protein kodlamayan RNA molekiilleridir (Pritchard et al., 2012). miRNA’larin
kesfi tibbi, biyolojik ve zirai bilimlerde onemli gelismelere neden olmustur
(Carrington and Ambros, 2003; Pritchard et al., 2012). miRNA belirleme

yontemleri ¢esitlilik gostermektedir. Temelde iki ¢esit miRNA belirleme yontemi



bulunmaktadir. Bunlar; laboratuvar kosullarinda gergeklestirilen deneysel
yontemler ve bilgisayar temelli yaklasimlar ile gerceklestirilen biyoinformatik

yontemlerdir (Unver et al., 2009).

Bu c¢alismanin amaci, kiiltiirel ve ekonomik acidan onemli olan keci
genomundan transkribe edilen ve gen regiilasyonunda énemli goérevleri bulunan
mikroRNA’larin homoloji temelli biyoinformatik yontemler kullanilarak yeni kegi

mikroRNA’lariin saptanmasidir.

1.1 MikroRNA (miRNA)

miRNA’lar, okaryotlar ve virlislerde gen ekspresyonunun diizenlenmesinde
rol alirlar. miRNA’lar 17-25 niikleotid uzunlugunda, kodlama yapmayan
RNA’lardir (nCRNAS). Transkripsiyon sonrasinda (post-transkripsiyonel) spesifik
MRNA hedeflerine komplementer olarak baglanirlar ve bu sekilde mRNA’nin
translasyonel inhibisyonuna veya degredasyonuna yol agarak gen ekspresyonunu
diizenlerler (Pritchard et al., 2012). Ayrica miRNA’larin promotor dizilere
komplementer olarak baglanmasi, genlerin ekspresyonunu baskilayabilir (Place et
al., 2008; Vasudevan et al., 2007).

Cok hiicreli canlilar gelisimleri siiresince bir¢ok genin kontroliinii ve
koordinasyonunu saglamak durumundadir (Carrington and Ambros, 2003).
Gelisim esnasinda oldugu gibi hastalik durumlarinda veya normal fizyolojik
kosullarda da c¢evresel ve hiicresel sinyallerin algilanmasi ve tepki verilmesi
binlerce genin ekspresyonunun kontroliinii gerektirmekte ve bu olaylar
organizmada genis bir yelpazede gergeklestirilmektedir (Carrington and Ambros,
2003; Pritchard et al., 2012). Gen ekspresyonun diizenlenmesinde anahtar rol
tistlenen MIRNA’lar bir¢ok biyolojik siire ile etkilesim igerisindedir. Ayrica bazi
hastaliklar i¢in  biyomarkir ozelligi  gosterirler. Bu nedenle miRNA

ekspresyonunun profillendirilmesi popiiler olmustur. (Pritchard et al., 2012).

Bitkilerde c¢icek, yaprak morfolojisinin olusumunda, govde, kok gibi
organlarin gelisiminde, generatif ve vejatatif bliylime gibi faz degisimlerinde ve

kuraklik, tuzluluk, soguk gibi cesitli ¢evresel streslere karsi olusturulan molekiiler



cevaplarda bitki miRNA’lar1 gen ekspresyonunun regiilasyonunda gorev

yapmaktadir (Zhang et al., 2007).

Hayvanlarda ise, ornek olarak, C. elegans’ta larval safhalarin birbirini
izlemesi gibi gelisimsel zamanlamada; embriyo olusumu, kok hiicre farklilasmasi
ve diger organ ve dokular1 igeren tiim hayvansal dokularin normal gelisimi gibi
gelisimsel evrede; kanser hiicrelerinin patogenezinde; viriis iliskili hastaliklar ve
cesitli hastaliklara kars1 olusturulan immiinolojik savunmada; apoptoziste ve daha
bircok fizyolojik siirecte regiilatér olarak miRNA’lar goérev yapmaktadirlar
(Zhang et al., 2007).

Bitki ve hayvanlarda temel fonksiyonlara sahip olmalarindan dolayr cogu
miRNA, bitki ve hayvanlarda yiiksek derecede korunmusluk gostermektedir
(Unver et al., 2009; Zhang et al., 2007). Okaryotlar ile viriis genomlarinin toplam
%1-3’tinii miRNA’lar olusturmaktadir (Ghosh et al., 2007). Ayrica miRNA’larin
insanda tim protein kodlayan genlerin %060’dan fazlasin1 diizenledigi

diistiniilmektedir (Farazi et al., 2011; Philippidou et al., 2010).

1.2 miRNA nasil kesfedildi?

1998 yilinda, Craig Mello ve Andrew Fire, RNA interferans mekanizmasi
lizerine olan devrim niteligindeki ¢aligmalarmi Nature’da yayimladi. Onceleri
antisens RNA olarak adlandirildi fakat sens RNA da genleri susturabiliyordu.
Ancak sonuglar tutarsizdi. Bununla birlikte, sens ve antisens RNA genlerin
susturulmasina sebep olabilecegi i¢cin Mello mekanizmanin sadece antisens
RNA’nin mRNA ile komplementer olarak eslesmesi ile olmayacagini diisiinmiis
ve heniiz bilinmeyen mekanizma icin RNA interferans terimini Onermistir
(Nobelprize.org, 2006). Beklenmedik bir bulgu da 1990 yilinda Richard Jorgensen
tarafindan rapor edilmistir. Bu bulguda petunya bitkisinin petallerindeki
pigmentasyondan gorevli kalkon (chalcone) sentaz geninin (CHS) kopyasinin
ekspresyonu daha az pigmentasyona sebep olmakta ve tamamen veya kismi beyaz
ciceklere sebep olmaktadir. Bu durum kalkon sentaz geninin aktivitesinin énemli
derecede distiriildigiinii gostermektedir. Yabani tip bitkideki petaller mor renge
sahip iken, endojen kalkon sentaz geni ve transgen igeren ciceklerde

downregiilasyon sonucunda herhangi bir pigmentasyona sahip olmayan beyaz



bolgeler meydana gelmektedir (Napoli et al., 1990). Farkli bir bulguyu da 1993
yilinda Victor Ambrose One siirmiistiir: C. elegans’taki lin-4 geni bir protein
kodlamamaktadir ancak larval gelisimin zamanlanmasini kontrol etmektedir. lin-4
(Sekil 1.2.1) geninin ekspresyonu sonucu iki kisa RNA dizisi olusmaktadir. Bu
kisa RNA dizilerinin lin-14 geninin 3’UTR (translasyona ugramayan bolgeler)
bolgesine komplementer olarak baglandiklar1 ve LIN-14  proteininin
ekspresyonunu baskiladiklar1 saptanmistir. Boylece, ilk miRNA geni lin-4, C.
elegans’ta 1993 yilinda kesfedilmistir (He and Hannon, 2004). Bu bulustan yedi
sene sonra yine C. elegans’ta ikinci miRNA let-7 kesfedilmis ve bu miRNA’nin
kurtguk, sinek ve insan genomlarinda korundugu saptanmistir ve boylece miRNA
alanindaki calismalar hiz kazanmustir (Berezikov, 2011). C.elegans iizerinde
yapilan bu ilk ¢alisma sonucunda miRNA’larin gelisimsel siirecin basamaklarinda
gorev aldiklar1 belirlenmistir (He and Hannon, 2004). Daha sonra, 1998’de doniim
noktasi olusturan bir yayin ile Andrew Fire ve Craig Mello, ¢ift zincirli RNA’nin
(dsRNA) gen susturma mekanizmasina sebep oldugunu ortaya koymuslardir. Bu
mekanizmay1 da RNA interferans (RNAi) olarak isimlendirilmis bu buluslar1 ile
2006 ylinda Fizyoloji ve Tip alaninda Nobel Odiilii almislardir (mirna regulation
of the translational machinery). Bu kisa ve diizenleyici RNA dizileri 2001
senesinde ‘mikroRNA veya miRNA’ olarak adlandirilmistir (Lagos-Quintana et
al., 2001). Yapilan galigmalar sonucu bulunan farkli bulgular diinya genelinde,
bitki ve hayvanlarda miRNA’nin etkilerini ve mekanizmalarin arastirilmasina

yonelik ¢alismalar1 yogunlagtirmistir (Rhoads, 2010).
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Sekil 1.2.1: C. elegans’ta ilk bulunan miRNA olan lin-4 hairpin yapisi. Ustteki pembe renkli
isaretli olan diziler cel-lin-4-5p, asagidaki pembe renkli isaretli olan diziler ise cel-lin-4-3p olarak
isimlendirilmektedir.



1.3 mikroRNA’nin biyosentezi

mikroRNA genleri  kromozomlarda genellikle polisistronik  birincil
transkriptler olarak transkribe olurlar. Genomik diizenleri temelinde miRNA
genleri intronik ve ekzonik (3’UTR ve 5°UTR) olarak bulunurlar (Wang and
Yang, 2010). miRNA biyosentezi birka¢ karmagik adimin ardi ardina siralanmasi
sonucu olur. Bu adimlar su sekildedir; kromozomlardan miRNA genleri RNA
polimeraz II/III tarafindan transkribe edilirler. Birkag kilobaz (kb) uzunlugunda
olan ve bir veya birka¢ sa¢ tokasi (hairpin) yapisi igerebilen birincil transkript
(pri-miRNA) 5 sapka ve poli-A kuyrugu icermektedir. Ayrica bir gen iginde
bulunan intronik miRNA’lar, bu genin promotorunu (host) ve diger diizenleyici
elemanlarini kullanarak transkripsiyonu gergeklestirir (Wang and Yang, 2010).
Daha sonra niikleusta, mikroigslemci kompleksi adi verilen endoniikleaz Drosha
protein kompleksi (Drosha proteini yaninda DGCRS8 proteini (insanda) / Pasha
(Drosophila’da)) tarafindan pri-miRNA kesime ugrar ve boylece karakteristik sag
tokast yapisindaki yaklasik 60-120 niikleotid uzunlugundaki prekiirsor miRNA
(pre-miRNA) olusturulur (Bartel, 2004; Caetano-Anollés, 2010; Lin et al., 2006;
Wang and Yang, 2010). Bu basamakta bitkilerde Dicer-benzeri protein 1 (DCL1),
HYL1 (¢ift zincirli RNA baglanma proteini) ve HENI1 (¢ift zincirli RNA
baglanma motifi ve C-terminal metil transferaz domaini igerir) gibi diger yardimci1
molekiiller rol oynamaktadir (Zhang et al., 2007). Bu kesim sonucu sag¢ tokasi
yapisindaki pre-miRNA’nin 5° fosfat ucu ve yaklasik 2 niikleotid uzunlugunda
kuyruk ile 3’0OH ucu serbest kalir. Hayvanlarda, prekiirsor (6ncii) miRNA
cekirdekten sitoplazmaya, Exportin-5 ve Ran-GTP niiklear por kompleksi
yardimiyla taginir (Lagos, 2008 ) ve sonra sitoplazmada yer alan riboniikleaz
Dicer protein kompleksi ile kesime ugratilir. Meydana gelen yaklagik 22 niikleotid
uzunlugundaki ¢ift zincirli RNA (dsRNA)’nin zincirleri birbirlerinden ayrilir ve
bir zincirden olgun miRNA meydana gelir (Bartel, 2004; Ghosh et al., 2007).
Bitkilerde bu adimda birkag¢ farklilik mevcuttur, ¢ift zincirli RNA dizisi niikleusta
olusturulduktan sonra HEN1 enzimi ile metillenir ve exp5 ortologu olan HASTY
yardimiyla sitoplazmaya tasinir. Sitoplazmaya tasinan ¢ift zincirli miRNA helikaz
yardimi ile zincirlerine ayrilir ve olgun miRNA gen ekspresyonu diizenleme

gorevine yoneltilir ( Sekil 1.3.1) (Unver et al., 2009; Zhang et al., 2007). miRNA



biyosentezi tiim adimlari ile sekil 1.3.1°de gosterilmistir. Hayvan miRNA’larinin
sentezi ve islenmesi niikleus ve sitoplazma i¢inde gergeklestirilir. Bitkilerde ise bu

islemler tamamiyla niikleusta gerceklesir.
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Sekil 1.3.1: miRNA biyosentezi ve fonksiyonu. Baslangi¢c olarak RNA transkripti primer miRNA
(pri-miRNA) olarak DNA iizerinden RNA polimeraz II tarafindan transkripsiyonu gerceklestirilir.
Her miRNA’nin primer miRNA’s1 karakteristik katlanma (stem-loop) yapisina sahiptir. Boylece
RNase Ill, endoniikleaz Drosha mikroprekursor protein kompleksi tarafindan taninir ve kesime
ugratilir. Drosha tarafindan gergeklestirilen pri-miRNA  kesimi Pasha/DGCR8 olarak
isimlendirilen bir protein yardimina ihtiyag duyar. Pasha/DGCRS ¢ift zincirli RNA’nin beglanmasi
icin gerekli olan domaini igermektedir. Bu kesimin sonucunda yaklagsik 60-120 niikleotid
uzunlugundaki pre-miRNA adi verilen sa¢ tokasi (hair-pin) yapisina sahip prekiirsor miRNA
olugur. Pre-miRNA, niikleus zarinda bulunan Exportin 5/RanGTP protein kompleksi ile
sitoplazmaya taginir. Sitoplazmada, evrimsel korunmusluk gosteren RNaz III enzimi olan, Dicer,
dsRBD protein kompleksi ile (TAR RNA-baglanma proteini ve PACT) birlikte pre-miRNA’y1
olgun miRNA (~17-25 nt.) haline getirirler. Fonksiyon gosterecek zincir RNA-indiiklii susturucu
kompleks (RISC) olarak adlandirilan bir protein kompleksi ile bir araya gelir ve RISC protein
kompleksi ile birlikte mRNA’nmn translasyonunun baskilanmasina neden olur (Samal and
Srivastava, 2007).
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Sekil 1.3.2: Bitki ve Hayvanlarda miRNA biyogezindeki temel farklilar. a) Arabidopsis bitkisinde
miRNA yolagi. b) Hayvanlarda miRNA yolagi (James C. and Carrington et al ,2007). Hayvan
miRNA’larinin biyogenezi niikleusta baglar ve sitoplazmada sona erer. Bitkilerde miRNA’larin

islenmesi ise tamamen niikleus igerisinde gergeklestirilir.

miRNA biyogenez yolaginda gorev alan molekiiller su sekildedir:

% Tip Il RNAz’lar: RNA III tipi enzimdir ve dsSRNA” ya baglanarak kesime
ugratir (Caetano-Anollés, 2010). Bunlar;

» Drosha protein kompleksi: RNAz III tipi enzimdir ve niikleusta bulunur.
Kofaktor olarak Pasha ya da insandaki Pasha proteinin homlogu olan
DGCRS proteinine ihtiyag duymaktadir. Drosha homologlari artropodlarda
iki tane iken, tiim metazoalarda tek kopya halinde bulunur (Caetano-
Anollés, 2010; Lu et al., 2007).

» Dicer protein kompleksi: Diger bir RNAz Il tipi enzimdir. N-terminal
ucunda DEXD/H-box helikaz ve bir de PAZ (Piwi/Argonaute/Zwille)
bolgesine sahiptir (Caetano-Anollés, 2010; Gomes et al., 2013). Uzun olan
dsRNA’y1 kesime ugratirak 3’ ucunda 2 niikleotidlik kuyrugu bulunan
yaklagik 17-24 niikleotid uzunlugunda dsRNA (gift zincirli) zincirini
olusturur. Artropodlarda iki (Dcrl ve Dcr2), diger metazoalarda ve
protistalarda bir ve bitkilerde ise dort adet (DCLI1-2-3-4) homologu
bulunur (Caetano-Anollés, 2010).



% Argonaute protein ailesi: N- termimallerinde PAZ domaini, C-terminallerinde
ise PIWI domaini bulunmaktadir. Argonaute proteini (Sekil 1.3.3) mMRNA
kesimi igin temel katalitik bolge olup bu proteinin N-terminal ucundaki PAZ
domaini rehber zincirin 3" ucuna baglanmasim1 saglarken, yapisal olarak
RNAaz H’n aktif bolgesine benzeyen C-terminal ugtaki PIWI domaini hedef
mRNA’nm kesiminde gorev almaktadir. Argonaute proteinler Arabidopsis’in

argaunatel mutantinin adini almistir (Caetano-Anollés, 2010).

Sekil 1.3.3: Argonaute protein ailesinin domain yapisi (Giindogdu ve Celik, 2009).

% Polimerazlar: miRNA’lar tipki proteinler gibi transkribe edilirler. Intronlarda
bulunan miRNA’lar genellikle RNA polimeraz II tarafindan transkribe
edilirler. Genomlarda tekrar dizilerinin iginde bulunan miRNA’lar ise RNA
polimeraz III tarafindan pri-miRNA’ya transkribe edilirler (Caetano-Anollés,
2010; Wang and Yang, 2010).
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1.4 miRNA cesitliligi

miRNA’lar canlilarda biiyiik 6l¢iide korunmus olmasina ragmen yapilan
karsilagtirmali genomik analizler sonucunda birka¢ farkli mekanizma ile dizi
degisikligi gerceklestigi saptanmistir. Bu mekanizmalar direkt mutasyon, ¢ekirdek
degisimi, kol degisimi, sa¢ tokas1 yapasinin ve RNA degisikligi mekanizmalaridir.

Bu mekanizmalar detayli olarak Sekil 1.4.1° de gdsterilmistir.
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repertoire
Seod ="

Diroizha

Sekil 1.4.1: miRNA dizi degisimi ve gesitliligi mekanizmalari (Berezikov 2011°den alinmustir). a)
Orijinal miRNA sag tokasi yapist Drosha ve Dicer tarafindan iglenir. miRNA susturma kompleksi
(miRISC) ile birlesen olgun miRNA’nin (kirmizi isaretli) ¢ekirdek (seed) bolgesi (yesil
isaretlenmis) hedef diziyi belirler. Olgun miRNA’nin kargisinda bulunan mavi isaretlenmis mindr
miRNA (miRNA*) genellikle gen regiilasyonunda 6nemli bir role sahip degildir. b) Olgun
mMiRNA dizinde meydana gelen mutasyonlar dogrudan hedef degisikligine sebep olabilmektedir.
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Meydana gelen bu mutasyonlar 6zellikle ¢ekirdek (seed / sar1 isaretli bolge) bolgesinde meydana
geldigi taktirde dogrudan hedef degisikligine sebep olmaktadir. ¢) miRNA prekiirsoér yapisinda
meydana gelen bir mutasyon sa¢ tokasi yapisinda ve bu yapinin islenmesinde degisikliklere neden
olabilmektedir. Cekirdek degisimde (seed shifting), dominant olgun miRNA dizisi, Dorsha ve
Dicer protein komplekslerinin miRNA islemede degisikliginden dolay1 kayar ve olgun miRNA nin
degismis olan 5’ ucu, olgun miRNA’nin ¢ekirdek (seed / sar1 isaretli kisim) kisminin degismesine
ve boylece hedef degisimine yol agmaktadir. d) Arm switching’de ise miRNA prekiirsoriiniin
herhangi bir yerinde meydana gelen mutasyonlar sonucu miRISC’e baglanan olgun miRNA yerine
mindr miRNA (MiRNA*) dizisinin baglanmasina neden olur. miRNA*in (mavi) RISC ile
birlestirilmesi sonucu yeni miRNA dizisi ve dolayisiyla da yeni hedeflere komplementer miRNA
olugsmasina yol agar. e) Hairpin shifting’de (sa¢ tokasi yapisinin degisimi), yeni bir sac tokasi
yapist aynt olgun miRNA’y1 (kirmizi) tutan fakat yeni bir mindr miRNA dizisini (sar1) hairpine
dahil eden komsu bolgeden evrimlesir ve sonrasinda minér miRNA dizisi RISC protein kompleksi
ile birleserek regiilator ozellik kazanir. f) RNA editing, bir miRNA prekiirsoriiniin yapisinin ¢ift-
zincirinde adenozinin-iyonozine (A-1) post-transkripsiyonel olarak degisime ugrar. Bu durum
miRNA prekiirsor yapisinin iglenmesini etkiler ve olgun miRNA dizisinde degisiklikler meydana
gelir. Ozellikle cekirdek bolgesinde (seed / sar1) meydana gelen degisim hedeflenen gen

bolgelerinin degisimine sebep olabilir (Berezikov, 2011).

1.5 miRNA’larda ‘Kelebek Etkisi’

Kelebek etkisi, bir sistemin baslangi¢ verilerindeki kii¢iik degisikliklerin

biiyiik ve 6ngoriilemez sonuglar dogurabilmesine verilen addir (Lee et al., 2011).

miRNA dizilerinde meydana gelen degisimler ve tek nokta mutasyonu,
organizmanin gen ekspresyonunun degisiminde onemli degisikliklere sebep olur
ve bu olay ‘kelebek etkisi’ne sebep olabilmektedir. miRNA dizisinin promotor
bolgesinde meydana gelen nokta mutasyonlart downstream gen ekspresyonlarina
sebep olabilir. Bir gen iizerinde meydana gelen anlamli veya anlamsiz
mutasyonlar proteinin fonksiyonel degisikliklerine neden olabilirler. Bu
mutasyonlar evrim siirecinde 6nemli rol oynarlar. Ancak, bir pre-miRNA dizisi
tizerinde meydana gelen mutasyon miRNA biyogenezinde bir degisiklige yol
acabilir ve miRNA’nin mRNA hedefi veya =zincir secimi degisikligi
gerceklesebilir. Bu olaylarin sonucu olarak genlerin genis spektrumu igin ince

ayarl bir baskilama veya degisiklik meydana getirebilir (Lee et al., 2011).

miRNA’da meydana gelen mutasyon veya tek niikleotid polimorfizmi (SNP),

tirlerin evrimlesmesinde ve yasam siiresinin, dis goriiniisiin, yetenegin, zekanin,
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hastaliklara ve ilaglara kars1 duyarliligin gesitliligine kismen katkida bulunabilir.
mIRNA genlerindeki mutasyon ya da SNP ile olasi bir fenotip arasindaki
korelasyonun bulunmasi ilerleyen giinlerde 6nemli bir arastirma konusu olacaktir

(Lee etal., 2011).

Han-Chia ve Lee 2010 yilinda yaptigi bir calismada, gen ekspresyon
profilinin degisikliginde Kkelebek etkisini sirayla tetikleyen ve zincir seg¢imi
kaymasina sebep olan bir SNP gostermislerdir. Bu ¢alismada, T ve B-hiicreleri ve
ayrica makrofajlar gibi ¢esitli immiin sistem hiicrelerinde baslica eksprese edilen
miR-155’in yabani tip (wild type) ve mutant prekiirsorii ile genomik ekspresyon
profilindeki miRNA’larin, tek nokta mutasyonunun etkisini agikca
gostermiglerdir. Immiin Sistem hiicresi olmayan insan embriyonik bobrek
hiicresine (HEK) pre-mir-155 veya pre-mir-155-m transfekte edip mikroarray ve
RT-PCR analizleri ile gen ekspresyon profilleri incelenmis ve pre-mir-155’teki
tek nokta mutasyonu genomik seviyede gen ekspresyonunun ‘kelebek etkisi’ne

sebep olan zincir se¢imi kaymasina neden oldugu saptanmistir (Lee et al., 2011).

1.6 miRNA’larin gen regiilasyonu mekanizmasi

Olgun miRNA dizileri gen ekspresyonunun regiilasyonunu RNA indiiklii
susturma kompleksi olan RISC protein kompleksi ile gergeklestirmektedir. RISC
kompleksine baglanan miRNA burada hedefledigi mMRNA’ya baglanir ve hedef
mRNA’nin kesimi veya translasyonunun baskilanmasi yoluyla gen ekspresyonunu
engellemektedir. mRNA’nin kesimi veya translasyonunun baskilanmasi, miRNA
ve hedef mRNA arasindaki tam ya da tam olmayan komplementasyon
dogrultusunda belirlenir. Ozellikle, hayvan miRNA’larinin 5’ ucunda bulunan
yaklagik 7 niikleotid uzunlugundaki seed (gekirdek) bolgeleri ile dizi tanima
spesifikligi saglanmaktadir (Caetano-Anollés, 2010; Liu et al., 2008; Zhang et al.,
2007). Bitkilerde c¢ogunlukla miRNA ve hedef mRNA komplementasyonu
milkemmele yakin bir sekilde gerceklesmektedir. Hayvanlarda ise bu durumun
tersi olarak ¢cogu miRNA hedef mRNA’ya tam olarak komplementerlik géstermez
(Ambros, 2004). Boylelikle hayvan miRNA’lar1 birden fazla mRNA hedefleme
potansiyelinde sahip olabilmektedir. Bu da bir miRNA’nin birden ¢ok farkli genin

translasyonel inhibisyonunun gergeklestirmesini saglamaktadir (Ghosh et al.,
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2007; Unver et al., 2009). Translasyonel baskilamada, miRNA ¢ogunlukla hedef
mRNA’nin 3> UTR bolgesine baglanir ancak bunun yani sira bazi miRNA’lar
5’UTR veya ORF’ye (agik okuma ¢ercevesi) baglanabilmektedir (Axtell et al.,
2011; Gomes et al., 2013; Zhang et al., 2007).

miRNA indiikli gen ekspresyonunun regiilasyonunda farkli bir
mekanizma da mevcuttur. mRNA dizileri transkripsiyondan sonra 3’ ucuna poli-A
kuyrugun eklenmesiyle daha stabil hale getirilir ve bu da mRNA’nin
pargalanmasin1  engellemektedir. Yapilan bazi calismalarda miRNA’lar
mRNA’larin  hizli  de-adenilasyonunu  saglayarak mRNA  dizilerinin

pargalanmasina yol agmaktadir (Bartel, 2004; Zhang et al., 2007).

1.7 Hiicre disinda gorevli (circulating) miRNA’lar

miRNA’larin ¢ogunun hiicre i¢inde gorev almalarinin yani sira 6nemli bir
miktar1 da hiicre disinda, c¢esitli viicut sivilarinda goérev alirlar. Hiicre disinda
bulunan RNA’lar ¢ogunlukla kararsiz olmasina ragmen hiicre diginda gorevli
miRNA’lar kararli bir yapiya sahiptir ve cesitli viicut sivilarinda belirli
ekspresyon profilleri gosterirler. Serum ve diger bazi viicut sivilari riboniikleaz
enzimi icermektedir fakat hiicre disina salimma ugrayan miRNA’lar RNaz’in
parcalamasina karsi korunacak sekilde paketlenmislerdir. miRNA’lar genelde
lipid vezikiillerde, RNA-bagh proteinlerle kompleks seklinde veya her ikisiyle
birlikte paketlenerek RNaz degredasyonundan korunabilirler (Etheridge et al.,
2011).

Hiicre disindaki miRNA’larin RNaz tarafindan degredasyonuna karsi
direncinin yani1 sira serum Vveya plazmada, dondurup ¢ézmeye direng gosterebilen
onemli derecede stabil formda bulunan miRNA’lar tespit edilmistir. miRNA’lar1
degredasyondan birkag farkli mekanizma korumaktadir. Bu mekanizmalardan biri
miRNA’larin lipid kesecikler i¢inde biriktirilmesidir. Hiicreler tarafindan salinan
bu kiiciik lipid vezikiillerinin birka¢ tipi vardir. Bunlar: Mikrovezikiiller,
fizyolojik ve patolojik sartlar altinda hemen hemen tiim hiicre tiplerinde hiicre
membranlarindan olusturulur ve biiyiikliigii 100nm-1pm olabilmektedir. Bir baska
mekanizma ise ekzozomlar, endozomal boliimlerden kokenlenen daha kiigiik

membran fragmentleridir (30-100 nm). Ayrica daha biiyiikk olan (4um’ye ulasan)
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apoptotik cisimcikler de bir baska miRNA paketleme mekanizmasidir, hiicreler
apoptoza giderek 6ldiigii zaman serbest birakilirlar (Fichtlscherer et al., 2011). Bir
baska hiicre i¢i miRNA tasima mekanizmasi ise yiiksek yogunluklu lipoprotein

(HDL) molekiilleridir (Turchinovich et al., 2013).
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Sekil 1.7.1: miRNA’larin biyogenezi ve hiicre digina salinmasi ( Sekil; A. Turchinovich
et al., 2013’ ten alintidir). @) Argounate proteinine bagli olan miRNA’nin hiicre digina salinimi. b)
RISC protein kompleksine bagli miRNA’nin mikrovezikiil yapisi ile kapsiile alinarak hiicre disina
salimimi. ¢) HDL molekiillerine bagli olarak miRNA’nin hiicre digina salinmasi. d) Apoptotik

vezikiiller ile miRNA’nin hiicre digina salinmasi (A. Turchinovich et al., 2013).

1.7.1 Hiicre disinda gorevli olan (circulating) miRNA’larin

biyolojik fonksiyonlari

Yapilan son ¢alismalara gore hiicre disinda gérevli miRNA’larin hastalik

biyomarkirlar1 ve yeni terapotikler igin biiyilk oranda potansiyel tasidiklari
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belirtilmektedir (Boon and Vickers, 2013; Monroig and Calin, 2013; Velu et al.,
2012). Tastyict farkli mekanizmalar tarafindan plazma riboniikleazlarindan
korunan fonksiyonel miRNA’lar ¢esitli rotalar ile alici hiicrelerine tasinirlar.
Hiicre disinda dolasan miRNA’larin en ilgi c¢ekici rolii olan hiicre-hiicre
etkilesimini saglamanin disinda, ¢esitli biyolojik mekanizmalar1 ve homeostatik
yolaklara aracilik etme gorevleri de bulunmaktadir (Boon and Vickers, 2013;

Etheridge et al., 2011) .

1.8 miRNA’larin hastaliklar ile iliskileri

Hayvanlardaki ~ miRNA’lar  gen  ekspresyonunun  regiilasyonu
fonksiyonlarin yani sira bir¢ok hiicresel yolakta da gorev almaktadirlar. Bu
gorevlerinden biri de bagisiklik sisteminin bir pargast olarak patojen ve viral
enfeksiyonlarin kontroliinii saglamaktir (Grassmann and Jeang, 2008; Umbach
and Cullen, 2009). Viral enfeksiyona karsi immiin yanit olusturmak amaciyla
konakg1 tarafindan kodlanan spesifik miRNA profilleri olusturulabilmektedir.
Boylelikle kodlanan miRNA’lar viral transkriptlerde hedef bolgeler ile etkilesime
girerek viral replikasyonu degistirebilmektedirler (Grassmann and Jeang, 2008;
Mu et al., 2007; Sullivan and Ganem, 2005; Umbach and Cullen, 2009). Viral
enfeksiyonlarda konak¢i hiicresel miRNA profilinde biiyiik etkiler ortaya
cikarabilmektedir (Ha, 2011). Baz1 RNA viriisleri hiicredeki miRNA’lar ile direkt
olarak etkilesimde bulunabilmekte veya replikasyon potansiyellerini arttirmak i¢in
bu miRNA’lar1 kullanabilmektedirler (Ha, 2011).

Canlilarda miRNA’lar farkli dokularin fonksiyonlarin1 diizenleme
gorevlerine sahiptirler. Enfeksiyon sonucu olusan hastaliklar, kalp, akciger,
karaciger, bobrek hastaliklar1 ve kanser cesitleri gibi farkli hastaliklarda
miRNA’nin hiicre ve doku homeostazisinin ayarlanmasi arasinda cesitli iligkiler
bulunmaktadir. Omegin Alzheimer hastaligi ile iligkili miR-9, miR-124a, miR-
125b, miR-128, miR-132 ve miR-219 gibi birgok miRNA saptanmustir, ayrica
miRNA’lar kalp hastaliklarinda biyomarkir olarak ta kullanilmaktadir (Ying,
2008, Ro0ij,2011)

Yapilan bir ¢alismada HIV-1 viriisii ile enfekte T-hiicrelerinden eksprese

edilen insan miRNA’larinin viriis tarafindan kodlanan farkli genleri hedefledigi
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saptanmigtir. Bu miRNA’lardan miR-29a ve miR-29b viriisiin nef genine, miR-
149 viriistin vpr genine, miR-378 viriisiin env genine ve miR-324-5p ise viriisiin
vif genine komplementer olarak baglanarak bu genleri regiile ettigi saptanmustir.
HIV hastaliginin ilerlemesinde 6nemli rol tstlenen nef genini hedefleyen miR-29
ailesinin bu hastaligin tedavisinde potansiyel olarak kullanilabilecegi belirtilmistir
(Hariharan et al., 2005). Memelilerde virlis enfeksiyonuna karsi olusturulan
miRNA 6rneklerini ¢ogaltmak miimkiindiir. Ornegin primatlarda miR-32 PFV-1

virlisiiniin ¢ogalmasini etkili bir sekilde engellemektedir (Zhang et al., 2007, ).

1.9 miRNA’larin biyomarkir olarak kullanilmasi

Normal biyolojik siiregler, patolojik siiregler veya terapotik bir isleme
kars1 farmakolojik cevabin gostergesi olabilen, objektif olarak Olciiliip
degerlendirilmesi yapilabilen 6zellige biyomarkir denir (Biomarkers Definitions
Working Group, 2001). ideal biyomarkir baz1 belirleyici 6zellikleri tagimalidir.

Bunlar:

¢ Hastaya fiziksel bir zarar vermeyen (non-invaziv) metotlarla erisilebilmeli.

¢ Bir hastalia ya da patolojiye spesifik olmali.

% Hastaligin klinik gostergeleri ortaya ¢ikmadan daha oOnce (erken tani)
hastaligin giivenilir bir belirleyicisi olmal.

% Hastaligin ilerlemesi ve terapiitik cevaplara karsi hassas olmali (uygulanan

tedaviye cevap verebilmeli).

miRNA’lar yukarida sayili olan tiim oOzellikleri tasimaktadir. Yapilan
caligmalar sonucu kalp hastaliklarinda, c¢esitli kanser tiirlerinde, viriis
enfeksiyonlarinda ve daha birgok hastalikta miRNA’lar biyomarkir olarak
kullanilabilmektedir.

miRNA’larin  biyomarkir olarak  kullanilmasiyla insana  ydnelik
uygulamalarin yami sira ekonomik olarak onemli olan ¢iftlik hayvanlar1 igin
gelistirilen ilaclarin analizinde, et verimi, siit verimi ve tiily verimi gibi cesitli
ozelliklerin erkenden belirlenmesinde de kullanilabilecegi belirtilmistir (Becker et

al., 2011).
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2. MATERYAL VE METOT

miRNA dizileri canlilar arasinda evrimsel siiregte biiyiik 6l¢iide korunmusgluk
gostermektedir (Zhou and Liu, 2010). Bu konu baz alinarak, bilgisayar temelli
yaklasimlar ile evrimsel olarak korunmusluk gdsteren dizilerin dizi
homolojisinden yararlanilarak yeni miRNA adaylar1 saptanabilmektedir(Jin et al.,
2009; Sheng et al., 2011; Zhou and Liu, 2010). miRNA’larin ikincil yapi
analizleri ise evrimsel korunmusluk gosteren dizilerin ve sa¢ tokasi yapisinin
termodinamik stabilitesi temel alinarak ve bunlarla iligkili veri tabanlar
kullanilarak saptanabilmektedir. Biyoinformatik yontemler kullanilarak yeni
miRNA adaylarinin saptanmasi baglica birka¢ adimdan olugmaktadir (Sekil 2.1)
(Sheng et al., 2011; Zhou and Liu, 2010). Bunlar:

1. Calisilacak olan organizmaya evrimsel olarak yakin akrabalarn
arasindan miRNA dizileri veri tabaninda yer alan bir organizma secilir
ve bu segilen evrimsel akrabanin dizileri veri tabanindan (miRBase)
elde edilir.

2. Elde edilen diziler EST (Expresed Sequence Target) veri tabaninda
Blastn programi kullanilarak analiz edilir.

3. 4 niikleotidden fazla yanlig eslesme gosteren diziler ¢ikartilir ve elde
kalan diziler Blastx programi kullanilarak protein karsiligi olup
olmadiginin analizi yapilir.

4. Protein kodlayan diziler ¢ikartilir ve elde kalan diziler ile bir sonraki
basamaga gegilir.

5. Elde kalan diziler ikincil yap1 analizine alinir ve sa¢ tokasi yapilari
RNA Fold veya mFOLD programlar1 kullanilarak analiz edilir. Ikincil
yap1 analizi i¢in baz alinan dizinin prekiirsor yapisina benzetilerek ayni
uzunlukta bolge secilir. Bu adimda aday dizilerin pre-miRNA
yapilarinin en iyi sekilde katlanmasi, sag¢ tokasi yapisina benzemesi ve
ayrica sag¢ tokasi yapisinin minimum katlanma enerjilerinin (MFE) -

19.00°C’den kiiciik olmasi beklenir. Katlanma enerjisi niikleotidler
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arasindaki bagin kuvvetini ve sa¢ tokasi yapisinin kararliligini

belirlemede 6nemli bir kriterdir.

Bu kriterlerin yani1 sira belirlenen dizilerde Guanin (G) ve Sitozin (C) orani
yaklasik 9%50-60 araliginda olmalidir. Yeni saptanmis olan aday miRNA’nin sag
tokas1 yapisinda olgun miRNA dizilerinin katlanma bolgesine gelmemesine dikkat

edilmelidir (Sheng et al., 2011; Zhou and Liu, 2010).

Bu islemler sonrasinda saptanmis olan miRNA’lar yayina
dontistiirtildiikten sonra miRBase veri bankasina kaydedilmek i¢in bagvuru yapilir

(Sheng et al., 2011; Zhou and Liu, 2010).

Yukarida belirtilen basamaklar takip edilerek yeni miRNA adaylar
saptanmaktadir. miRNA geni tahmini i¢in biyoinformatik tekniklerin temel

basamaklar1 Sekil 2.1°de sematize edilmistir.

1[ Bilinen miRNA dizileri 2 EST Veri Tabani
;
BLAST
4| 4 Uyusmazlik (mistmatch) Kuralina Gore Blast Yapilir
5 4'ten Fazla Uyusmazlik Igeren Diziler Protein Veri 6
Cikartilr. Bankasinda Taranir
BLASTX Protein Kodlayan Sekanslar Cikartilir
7 Aday Sekanslar
mFOLD ikincil Yapi Analizi
g | Ikincil Yapi Analizi Ile pre-miRNA Yapis
Saptanir

Yeni miRNA Adaylari Elde
Edilir

Sekil 2.1: Biyoinformatik yontemler ile aday miRNA elde edilmesi. Ayrica bu ¢alisma igin izlenen

yontem su sekildedir: 1) miRBase’de kayitli olan Bos taurus (sigir)’a ait olan miRNA’lar bu
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caligmada temel alinmistir. 2) NVBI tizerinden blast programi kullamlarak Capra hircus ‘un EST
veri tabaninda NCBI Blastn (3) kullanilarak bilinen sigir dizileri ke¢i genomunda taratilmistir. 4)
Blast sirasinda baz alinan sigir dizileri ile EST dizileri arasinda en fazla 4 yanlis eslesme olmalidir.
5) 4 niikleotidten fazla uyusmazlik gosteren diziler ¢ikartilir ve elde kalan dizilerin (6) Blastx
programu araciligtyla protein karsiligi olup olmadigina bakilir. Protein kodlayan diziler devre dist
birakilir ve aday sekanslar elde edilir. 7) Elde edilen aday sekanslar ikincil yap1 analizi i¢in (hair
pin yapisi) (8) mFOLD programi yardim ile katlanir ve diizgiin sa¢ tokasi yapist igeren diziler
belirlenir. 9) Diizgiin sa¢ tokasi yapisi iceren ve katlanma enerjisi uyumlu olan miRNA’lar bu

adimlarin sonucunda belirlenmis olur.

Bu calismada bilgisayar temelli biyoinformatik yontemler ile olast miRNA
adaylar1 saptanmistir. Calisilan organizma Capra hircus’a evrimsel agidan yakin
akraba olan Bos taurus’a ait mevcut 808 adet miRNA dizisi miRBase veri tabani
tizerinden elde edilmistir. Elde edilen miRNA paternleri NCBI BlastN programi
ile analiz edilmistir. 4 uyusmazlik kurali ile uyusan dizilerin protein karsiliklarinin
olup olmadigi BlastX programi ile kontrol edilmistir. Elde edilen dizilerin ikincil
yap1 analizi mFOLD veya RNAFold programlari ile yapilmis ve diizgiin sag¢

tokasi yapis1 gosteren diziler elde edilmistir.
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3. SONUCLAR

Bu ¢alisma sonucunda homoloji temelli biyoinformatik yontemler kullanilarak
toplam 35 adet aday miRNA dizisi saptanmistir. Elde edilen yeni miRNA adaylari
Tablo 3.1°de belirtilmistir. Ayrica saptanmis olan miRNA’larin prekiirsor yapilari

ekte yer almaktadir.

Bu calisma kapsaminda elde edilen biyoinformatik verilere bakildiginda
bilgisayar temelli yaklasimlar ile kisa siirede ve az biitceyle olasi aday miRNA
dizisi tahmin edilmistir. Bu ¢alisma oncesinde miRNA veri tabanlarinda Capra
hircus ile ilgili 09.11.2015 tarihi itibari ile miRBase veri tabanina kayitli toplam
267 adet prekiirsor miRNA dizisi bulunmaktadir. Bu durum diger Ruminantlarla
kiyaslandiginda kegiye ait miRNA kiitiiphanesinin olduk¢a kisitli oldugunu
gostermektedir. Bu ¢alisma ile birlikte homoloji temelli biyoinformatik yaklasim
ile saptanan bu miRNA’larin hastaliklarla olan iligkisi arastirilip miRNA tabanli
ilaglar Tretilebilir ve bulunan miRNA’larin hiicre icindeki fonksiyonlari
arastirilarak siit verimi, et verimi vb. gibi konularla ilgili olan miRNA’lar saptanip
hayvancilikta 1slah ¢aligmalarinda kullanilmast miimkiin olabilecektir. Bu ¢alisma
sonucunda da bulunan miRNA’larin bundan sonra yapilacak olan genetik

caligmalara bir taban olusturacagi diisiiniilmektedir.



21

. Katlanma EST Erisim
miRNA Bos taurus miRNA Dizisi Capra hircus Aday miRNA Dizisi | Identifikasyon | Enerjisi Numarasi
1| miR-339b UCCCUGUCCUCCAGGAGCUC UCCCCGUCCUUCAGGAGCUC 18/20 -35.90 EV439751
2 | miR-568 AUGUAUAAAUGUAUACACAC AUGUAUAAAUGUAUACACAC 20/20 -30.10 EV446364
3 | miRR-574 UGAGUGUGUGUGUGUGAGUGUGUG | AGUGUGUGUGUGUGUGUGUGUG | 21/24 -6.70 EV438994
4 | miR-658 GGCGGAGGGAAGCGGGUCCGUUGGU | GGAGGGAAGCGGGUCCGUUGGU | 22/25 -29.20 EV436708
5 | miR-1260b AUCCCACCACUGCCACCA UCCCACCACUGGCACC 16/18 -29.70 EV443337
6 | miR-1282 UCGUUUGCCUUUUUCUGCUU UCGUUUGCCUUUUUCUGCUU 20/20 -24.20 EV438756
7 | miR-1777a UGGGGGCGGUGGGGGGCGGG GGGGCGGTGGGGGGCGG 17/20 -31.30 EV439734
8 | miR-1777b GGGGGCGGUGGGGGGCGGGG GGGGGCGGGGGGGGGTGGGG 18/20 -40.20 EV443080
9| miR-2284y-1 | AAAAGUUCGUUCGGGUUUUUC AAAAGUUCAUUUGGGUGUUUC |18/21 -38.70 EV444649
10 | miR-2284y-2 | AAAAGUUCGUUCGGGUUUUUC AAAAGUUCAUUUGGGUGUUUC |18/21 -32.90 EV444649
11| miR-2284y-3 | AAAAGUUCGUUCGGGUUUUUC AAAAGUUCAUUUGGGUGUUUC |18/21 -32.10 EV444649
12 | miR-2284y-4 | AAAAGUUCGUUCGGGUUUUUC AAAAGUUCAUUUGGGUGUUUC |18/21 -35.40 EV444649
13| miR-2284y-5 | AAAAGUUCGUUCGGGUUUUUC AAAAGUUCAUUUGGGUGUUUC |18/21 -37.10 EV444649
11 | miR-2284y-6 | AAAAGUUCGUUCGGGUUUUUC AAAAGUUCAUUUGGGUGUUUC |18/21 -28.80 EV444649
15 | miR-2285¢g-1 | AAACCUGAACAAGCUUUUUGG CUGAACAAACUUUUUGG 17/21 -17.80 EV444985
16 | miR-2285g-2 | AAACCUGAACAAGCUUUUUGG CUGAACAAACUUUUUGG 17/21 -26.00 EV444985
17 | miR-2304 GGUUGUGUGGUUGUGUGUGU GGUUGUGGGGGUGUGUGUGU 18/20 -16.70 G0599600.1
18 | miR-2305 CGGGGGUGGCGGGGAGGGGG CGGGGGUGGGGGGGUGGGGE 18/20 -13.50 EV436725
19 | miR-2306 CAGGCCUGCCCAUCUAGGACAC GGCCUGGCCAUCUACGACAC 18/22 -14.70 EV447478
20 | miR-2312 AAAACCUGAACGAACUUUUC AAAACCAGAACCAACUUUU 17/20 -26.00 EV444649
21 | miR-2325a GUUUUGUUUGGGUUUUUUUC GUUUUGGUGGGGUUUUUUU 17/20 -16.80 EV443424
22 | miR-2325b AGGUUGUUUGGUUUUGUGUU GGUUAUUUGGUUUUUUGUU 17/20 -10.90 G0599581
23 | miR-2326 CCCCCCUUCCUCUGGAAAAA CCCCCCUUCUUCUGGAA 17/20 -13.06 EV445372
24 | miR-2381 CAGGCUGCUCUGUGCUUGGCU CAGGCUGCCCUCUGCUUGG 19/21 -18.90 EV442247
25 | miR-2409 UCUCACAUGGACGCUGCCcCcU UCACAUGGAGCUGCCCU 17/20 -19.50 EV443639
26 | miR-2421 UAUUUUUUUGUUUCGUGUUU UUUUUUUUUUUCGGGUUU 16/18 -12.90 EV447673
27 | miR-2423 UUGUGUGGUUGUUGUUUUCCU UGUGUGGUUGGUGUUUU 17/21 -16.50 G0599613
28 | miR-2449 UGGGCAGGAGACAGCAGGGC UGGGCAGGAGGCAGCAG 17/20 -28.10 EV442783
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29 | miR-2454-5p | CUGGGGGCUGCCAGGCAGGAGGC CUGGGGACUGUCAGGCAGG 19/23 -28.40 EV447846
30 | miR-2482 GUAGUUUUCuUUUGUCGUUUU UuuuCuuuGuUUGUUUU 16/20 -15.00 EV442297
31| miR-2881 GGGGCGGGGGGGCGGGUG GGGGCGGGGGGGCGGG 16/18 -26.90 EV445867
32 | miR-2897 GGUGGGAGGGUCCCACCGAG GGUGGGAAGGUCCCACC 17/20 -34.80 EV440542
33 | miR-6527 CACGUGGACGAAGAGAUGGGA CACGUGGACGAAGAGAUGGGA | 21/21 -17.70 EV440068
34 | miR-6528 AGAGGGAAGAGGGAAGGAGG AGGGAAGAGGAAAGGAGG 18/20 -18.00 EV447462
35 | miR-7865 CAGGGAGGGCAGGGGAGGG CAGGGAGGACAGGGCAGGG 17/19 -31.30 EV448270

Tablo 3.1: Capra hircus (keg¢i) genomunda biyoinformatik yontemler kullanilarak saptanmis olan aday miRNA’lar listesi.
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4. TARTISMA

miRNA’lar Okaryotlarda ve wvirlislerde gen ekspresyonunun Onemli
diizenleyicileri olarak bilinmektedirler (Pritchard et al., 2012) ve kesfedildikleri
giinden itibaren tibbi, biyolojik ve zirai bilimlerde 6nemli gelismelere neden
olmuslardir. Normal fizyolojik durumlarda veya hastalik durumlarinda hiicresel
ve ¢evresel sinyallerin algilanmasi ayrica cevap verilmesi ve bunlarla birlikte gen
ekspresyon siirecinde kilit diizenleyiciler olarak birgok biyolojik siireci
etkileyebilmeleri ve bdylece genlerin ekspresyonunun kontroliinii ¢ok genis bir
organizmal skalada ger¢eklestirmeleri miRNA’larin iizerinde yapilan arastirmalari
arttirmis ve 6nemli aragtirma konularindan biri haline getirmistir (Carrington and
Ambros, 2003; Pritchard et al., 2012). miRNA’lar ayrica hastaliklarda biyomarkir
olarak kullanabilmektedir ve bu nedenle de miRNA profillendirme ¢alismalari hiz
kazanmustir (Pritchard et al., 2012). miRNA’lar bilgisayar temelli biyoinformatik
yontemler kullanilarak ya da deneysel yoOntemler kullanilarak analiz

edilebilmektedir.

Sigir dokularinda yapilan daha Onceki caligmalarda, on sigir dokusundan
toplamda 13451 adet kisa RNA dizisi igeren bir RNA kiitiiphanesi olusturulmus
ve bu RNA’lar sekanslanmistir. Bu caligmada 29 adet yeni miRNA adayi
saptanmustir (Jin et al., 2009).

Sigir lizerinde yapilan bir baska calismada ise klonlama teknigi kullanilarak
59 adet yeni miRNA adayr elde edilmistir ve saptanan aday miRNA’larinin
besinin hicbir memeli miRNA’s1 ile homoloji gostermedigi saptanmistir (Gu et

al., 2007).

2009 yilinda domuzlarda yapilan bir caligmada ise yeni nesil dizileme yontemi
kullanilarak domuz genomunda ve diger bazi memelilerde korunmus olan 120
adet korunmus miRNA homologu saptnmistir (Reddy et al., 2009). Bu sonuglar
yeni nesil deep sequencing yontemi daha hizli ve daha ¢ok sayida miRNA
dizisinin saptanmis oldugunu gostermektedir. Fakat yeni nesil yontemler digerleri

ile kiyaslandiginda daha maliyetlidir.
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Sigir genomunda homoloji temelli yaklasimlar kullanilarak insan, fare, koyun
ve kopek genomlarinda bilinen miRNA’lar1 kullanilarak 254 adet yeni sigir

miRNA’s1 saptanmis ve bu miRNA’larin bazilar1 laboratuvar caligmalari ile

desteklenmistir (Long and Chen, 2009).

Biyoinformatik yontemler kullanarak 2010 yilinda yapilan bir ¢alismada insan
ve fare miRNA’lar1 domuz genomunda taratilmis ve homoloji gosteren yeni 65

adet domuz miRNA’s1 saptanmistir (Zhou and Liu, 2010).

Keci genomunun sekanslanmasinin ardindan miRNA ¢alismalart da hiz
kazanmistir. 2012 yilinda ke¢i meme dokusu iizerinde yapilan g¢aligmalarda
biyoinformatik ve solexa yeni nesil dizileme yontemleri kullanilarak, koyun
genomu ile homoloji gosteren 31 yeni miRNA saptanmustir. Ayrica bu ¢alismada
kegilerin siit verme evreleri ile iligkili oldugu diisliniilen 10 adet miRNA
saptanmustir (Ji Z et al, 2012). Yapilan bir baska ¢alismada ise kegi derisinden ve
sirt kasindan alinan ornekler ile g¢alisilmis ve RT-PCR validasyon analizleri
sonucunda 5 adet yeni miRNA saptanmistir (Rui Su et al, 2013). 2013 yilinda
Yanhong Wang ve arkadaslar1 tarafindan yapilan bir baska calismada yeni nesil
dizileme ve RT-PCR validasyon analizleri sonucunda 83 adet yeni miRNA

saptamiglardir (Yanhong Wang et al., 2013).

Ke¢i miRNA’lar1 {izerine yapilmis olan farkli bir calisma ise kizisma
doneminde olan c¢ok doguran ve tek doguran kecilerden alinan Orneklerle
yapilmistir. Bu ¢alismada yeni nesil solexa dizileme yontemi kullanilarak
toplamda 120 miRNA saptanmistir. Bu miRNA’lardan 53’1 yeni saptanmis olan
miRNA dizileridir. Ayrica bu ¢alismada bir gebelikte birden fazla doguran kegi ile
tek bir yavru doguran ke¢i miRNA profilleri karsilastirilmis ve 24 miRNAnin tek
yavru doguran kecide spesifik olarak daha fazla eksprese oldugu saptanmistir (An

X. etal./2015).

Zhenyang Wu ve arkadaslar1 tarafindan 2014’te yapilan bir baska arastirmada
beyaz ve siyah renkli kegilerin kil folikiillerinden RNA dizilemesi yapilmis ve
sigir ve koyunda da korunmus olan 205 adet miRNA saptamislar fakat bunlarin 9
tanesi keci genomu i¢in yeni aday miRNA olarak bildirmislerdir. Ayrica yine ayni
calismada renklere goére miRNA ekspresyon seviyelerini RT-PCR ile
karsilagtirilmis ve siyah kil folikiillerinde ¢ogu miRNA’nin yiiksek seviyede
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eksprese oldugunu fakat beyaz kil folikiillerinde ise sadece miR-1307 nin diisiik
seviyede eksprese oldugunu saptamislardir (Zhenyang Wu et al., 2014).

Yuxuan Song ve arkadaslar1 yaptiklar: bir ¢alismada ke¢i endometriumundan
aldiklar1 6rneklerle galismis ve kegi embriyolarinda miRNA profillerndirmesi
yapmiglardir. Bu ¢alismada yeni nesil solexa dizileme yontemi kullanmiglar ve
110 miRNA’nin yiiksek seviyede eksprese oldugunu ve 33 miRNA’nin da diisiik
seviyede eksprese oldugunu saptamislardir. Bu bulgularin yani sira yaptiklari
caligmada 33 adet yeni miRNA saptadiklarini bildirmislerdir (Yuxuan Song et al.,
2015).

Ornek ¢aligmalarda da goriildiigii gibi miRNA saptamak igin deneysel
yontemler ve homoloji tabanli biyoinformatik yontemler bulunmaktadir. Deneysel
yontemler de kendi igerisinde ikiye ayrilmaktadir. Bunlardan biri klonlama teknigi
digeri ise yeni nesil dizileme teknigidir. Yeni nesil dizileme tekniginde, klonlama
teknigine gore daha fazla sayida miRNA dizisi saptamak miimkiindiir fakat
klonlama teknigine gore ¢cok daha maliyetlidir. Homoloji temelli biyoinformatik
yontemler ise diger tekniklere gore daha az maliyetlidir. Deneysel yontemlerde
evrimsel agidan korunmusluk gosteren ya da gostermeyen miRNA dizileri
saptanabilmektedir. Biyoinformatik yontemlerde ise dizi homolojisi temel
alimarak evrimsel acidan korunmusluk gosteren miRNA dizileri, karsilastirma
stratejisiyle belirlenebilmektedir. Her iki yontem karsilastirildiginda tiirler arasi
korunmusluk gostermeyen miRNA dizilerinin saptanmasinda deneysel yontemler
cok daha etkilidir. Bilgisayar temelli yaklagimlarin olumsuz bir yani ise deneysel
yaklagimlar ile desteklenmeye ihtiya¢ duyulmasidir. Fakat deneysel yontemler ile
karsilagtirildiginda ¢ok daha hizli, interaktif olarak erisilebilen, laboratuvar
malzemeleri gerektirmeyen ve masrafsiz bir yontem oldugu i¢in arastirmacilar
tarafindan tercih edilmektedir (Unver et al.,, 2009). Bu nedenlerle bilim
diinyasinda biyoinformatik yontemler giin gegtikce Onem kazanmakta ve

gelismektedir.

Bu ¢alismada kec¢i genomunda olas1 aday miRNA’larin belirlenmesi amaciyla
kisim 2.1°de belirtilen basamaklar1 i¢eren biyoinformatik yontemler kullanilarak
olas1 aday miRNA dizileri saptanmistir. Uygulanilan biyoinformatik yontem

sonucunda ke¢i genomunda aday 35 adet miRNA dizisi belirlenmistir (Tablo 3.1).
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Tablo 3.1°de de goriildiigii gibi pre-miRNA dizilerinin mfold programi ile
katlanmas1 sonucunda olusan ikincil yapilarinin katlanma enerjisi -20.00
kcal/mol’den yiiksek olan 15 adet aday pre-miRNA dizisi mevcuttur. Bu gibi sira
dist durumlara miRBase veri tabaninda kayithh olan dizilerde de sikga
rastlanmaktadir. Ornegin temel alinan s181ir genomunda bulunan bta-miR-574 yeni
nesil dizileme yontemi kullanilarak saptanmigtir (Fuchs et al., 2012) ve miRBase
kaydina gore katlanma enerjisi -11.40 kcal/mol’diir. Bu dizinin ke¢i genomunda
homologu olarak saptamis oldugumuz dizinin ise katlanma enerjisi -14.30

kcal/mol’diir.

Bu calisma kapsaminda kisa zamanda bilgisayar temelli yaklagimlar ile olas1
miRNA adaylar1 saptanmistir. Bu durum daha dncede literatiirde belirtildigi gibi
deneysel yontemlere gore daha avantajlidir (Unver et al., 2009). Bu ¢alisma
sonucunda saptanmis olan miRNA’larin miRBase kaydi oldukga kisitli olan kegi
miRNA havuzuna katkida bulunacagi diisiiniilmektedir. Bu calisma sonucunda
saptanmis olan miRNA’larin deneysel yontemler ile desteklenerek et verimi, siit
verimi, tiily verimi ve ¢esitli hastaliklarla olan iliskileri arastirilarak daha sonra

yapilacak olan genetik caligmalara taban olusturacag: diistintilmektedir.
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