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OZET

Giris: Probiyotikler, "yeterli miktarda tiiketildiklerinde konak¢iyr olumlu yonde etkileyen
canlt mikroorganizmalar" olarak tanimlanir. Probiotiklerin inflamatuvar bagirsak hastaligini
onledigi, antimikrobiyal ve anti-kororektal kanser faaliyetler sergiledigi gosterilmistir. Mikro
RNA'lar (miRNA'lar), ¢ogalma, apoptoz ve gelisme gibi temel hiicresel siiregleri diizenleyen
temel koordinatorler olarak goriilen 17-25 niikleotid uzunlugunda, kiiciik, kodlayic1 olmayan
RNA'lardir. Insan Genom Projesinin tamamlanmasi, diger bilimlerde oldugu gibi, beslenme
biliminde de en 6nemli doniim noktalarindan biri olmustur. Beslenme, gen ekspresyonunda
onemlidir ve hastalik Onleme {lzerindeki genetik c¢esitlilikleri etkiler. Dolayisiyla, bu
calismada gida takviyesi olarak alinan probiyotiklerin insan miRNA'lar1 tizerinde etkisi olup

olmadigini arastirmak amaglanmugtir.

Gerec¢ ve Yontem: Calisma, 18-65 yas araligindaki 20 (11 erkek, 9kadin) saglikli bireyle
gerceklestirilmigtir. Bireyler 10 giin gida takviyesi probiyotik kullanmislardir. Probiyotik
kullanmadan 6nce ve sonraki alinan kan numunelerinden elde edilen plazma, RT-PZR ile
analiz edilmistir. MiR-15, miR-16, miR-29 ve miR-196’nin ekspresyon seviyeleri

belirlenmistir.

Bulgular: Bu calismada asagidaki formiil ile, segilen miRNA'larin ekspresyonunu
hesaplamak i¢in bir internal kontrol olarak U6 housekeeping geni kullanilmistir: ACthedef
miRNA = Cthedef miRNA - CtU6. Diislik ACt degeri, yliksek miRNA seviyesini ve yliksek
ACt, daha diisiik miRNA seviyesini temsil eder. Gruplar arasindaki farki karsilastirmak i¢in
T-testi kullanilmistir. 4 miRNA grubu, kat artig oran1 > 1.5 olarak tanimlanmistir ancak t-

testine gére miR-196 hari¢ p> 0.05; miR-15, miR-16 ve miR-29 i¢in p <0.05 bulunmustur.

Sonug¢: miR-15, miR-16, miR-29 ve miR-196'nin ekspresyon seviyeleri cesitli hastaliklarda,
ozellikle kanserde ¢ok diisiik iken; probiyotik kullanimindan sonra bu miRNA seviyeleri
yliksek bulunmustur. Sonug¢ olarak, probiyotikler miRNA seviyelerini etkilemistir ancak
miRNA'lar iizerindeki probiyotik etki mekanizmasin1 daha iyi anlamak ve dogrulamak i¢in

ileri ¢alismalar yapmak zorunludur.

Anahtar kelimeler: miRNA, gen ekspresyonu, probiyotik

xiil



ABSTRACT

Introduction: Probiotics are defined as “live microorganisms that beneficially affect the host
once consumed in adequate amounts”. Probiotics have been reported to prevent inflammatory
bowel disease, exhibit antimicrobial and anti-colorectal cancer activities. MicroRNAs
(miRNAs) are small noncoding RNAs, 17-25 nucleotides long that can be seen as master-
coordinators, regulating fundamental cellular processes such as proliferation, apoptosis, and
development. Completion of the Human Genome Project has been one of the most important
turning point in nutrition science, as in some other sciences. There is much evidence that,
nutrition is important in gene expression and effect genetic variations on disease prevention.
So this study was aimed to whether or not investigate the effects of probiotics which are taken

as dietary supplement on the human miRNAs.

Material and Method: This study was conducted with 20 healthy individuals (11 males, 9
females) aged between 18-65 years. Individuals took dietary supplement probiotics for 10
days. Plasma is obtained from blood samples of individuals-before and after using probiotic-
was analyzed by RT-PCR. We evaluated expression levels of miR-15, miR-16, miR-29 and
miR-196.

Results: In this study, U6 housekeeping gene was used as an internal control to calculate the
expression of selected miRNAs following the formula: ACttarget miRNA =Cttarget miRNA—
CtU6. Lower ACt represent higher miRNA abundance level and higher ACt represent lower
miRNA abundance level. T-test was used to compare difference between group. 4 miRNA
groups were identified fold change > 1.5 but according to t-test; except for miR-196 (p>0.05)
miR-15, miR-16 and miR-29 values of p<0.05.

Conclusions: While expression levels of miR-15, miR-16, miR-29 and miR-196 are very low
in various diseases, especially in cancer; the expression of miR-15, miR-16 miR-29 and miR-
196 were found high after using probiotics. Consequently, probiyotics are impacted on
miRNA expression levels but further studies are mandatory to a better understand and confirm

probiotics effect mechanism on miRNAs.

Key words: miRNA, gene expression, probiotic
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1. GIRIS VE AMAC

Insan bagirsak florasi ilk olarak dogumla beraber anneden gecen ve cevresel kosullarin
etkisiyle de ¢cevreden alinan yararli ve zararli bakterilerden olusur. Bagirsak flora dengesinin
korunmast kisinin yalnizca bagirsak sisteminin saghiginin devaminda degil genel sagliginda
da onemli bir rol oynar. Bu mikrobiyal popiilasyon igerisinde laktik asit bakteri (LAB)
grubuna dahil bakterilerin bagirsak olgunlagsmasi ve dengesi i¢in gerekli temel bakteri
suslarinin  kaynagidir. Laktik asit bakterileri genel olarak karbonhidrat fermantasyonu
neticesinde son {irlin olarak laktik asit olusturan, c¢ubuk ya da kok seklinde, spor

olusturmayan, katalaz negatif ve gram-pozitif dogal bir gruptur (Khalid 2011).

Probiyotik kelimesi Yunanca bir kelime olup; “yasam i¢in” anlamima gelmektedir. Gida ve
Tarim Orgiitii (FAO), ve Diinya Saglik Orgiitii (WHO), probiyotikleri “uygun miktarda
alindiklar1 zaman konakg¢i1 sagligi iizerinde olumlu etkileri olan canli mikroorganizmalar”
olarak tanimlamustir. Probiyotik mikroorganizmalar genellikle LAB grubuna dahil olan
bakterilerden Lactobacillus, Streptococcus, Enterococcus, Lactococcus, Bifidobacterium ve
Pediococcus cinslerine ait ¢esitli tiirleri igermektedir. Laktik asit bakterilerinin kardiovaskiiler
hastaliklardan, gastrointestinal mukozadaki zararli patojenlerin sebep oldugu enfeksiyonlarin
ve alerjik hastaliklarin engellenmesine ve bagisiklik sisteminin uyarilmasina kadar pek ¢ok

olumlu etkilere sahip oldugu bilinmektedir.

Yaklagik 20-23 niikleotid uzunlugundaki kiiclik genetik materyal olan mikroRNA’lar gen
ekspresyonunu transkripsiyonel ve post transkripsiyonel seviyede diizenledigi gibi hiicre
tipinin belirlenmesi ve hiicre farklilagsmasi1 olmak iizere pek ¢ok fizyolojik islemde yer alir.
Ayrica kanserlerde bazi miRNA’larin onkogen, bazilarinin ise tiimor baskilayici gen gibi islev
gormesi, timor ilerlemesi, metastazit ve invazyonunda miRNA’larin diizenleyici olarak Kkilit
rol aldigin1 gostermektedir. Bu nedenle hiicre icerisindeki miRNA seviyelerinin artigi veya
azalis1 ¢esitli hastaliklarin biyobelirteci olsa da bu diizensiz miRNA seviyeleri hastaliga da

yol agabilir.

Giiniimiizdeki beslenme aliskanliklarinin insan sagligina etkileriyle ilgili veriler artmaktadir.
Insan genom projelerinin uygulamaya konuldugu ve insanlar arasi genetik fakliliklarin
arastirildig son yillarda beslenmenin kisiler iizerine etkisi gesitlilik gostermektedir. Beslenme
ile viicudumuza aldigimiz kimyasallarin ¢cogu genlerimizi etkiler. Daha ileriki ¢aligmalarla
birlikte dogru beslenme seklinin yakin gelecekte genetik yapiya gore diizenlenerek insan

yasaminin uzatilabilmesi olasidir. Bu sebeple diyet-gen iliskisinin saglik tizerindeki olumlu ve

1



olumsuz yanlarin1 incelemek {izere nutrigenetik ve nutrigenomik gibi iki alanin
kombinasyonu olan nutrisyonel genetik bilimine ilgi giin gectikge artmaktadir(Soylu ve

Ayhan 2012).

Biz de bu calismayla gida takviyesi olarak kullanilan, insan sagligina yarar saglayan
probiyotik bakterilerin, gen ekspresyonunu etkileyen ve cesitli hastaliklarin biyobelirteci olan
miRNA’lardan miR-15, miR-16, miR-29 ve miR-196’ya etkisi olup olmadigini arastirmay1
amacladik.



2. GENEL BILGILER

2.1.Probiyotikler

Probiyotikler, Gida ve Tarim Orgiitii ile Diinya Saglk Orgiitiine gore "yeterli miktarda
verildiginde konak¢imnin saghigina yarar saglayan canli mikroorganizmalar" olarak
tanimlanmistir (Culligan ve ark. 2009). Probiyotik &ykiisii 20. yiizy1lin basinda Nobel Odiilii
sahibi Rus bilim insan1 Elie Metchnikoff tarafindan sunulan ve Katkas insanlarinin saglikli ve
uzun siireli yasamlarinin fermente siit iirtinlerinin tiiketilmesinden kaynaklandig1 hipoteziyle
bagladi. Ayrica, yogurtta bulunan organizmalarin bagirsagin diger zararli bakterilerin kot

etkilerinden korunmasi i¢in gerekli oldugunu gostermistir (Metchnikoft ve ark. 1907).

1965 yilinda Lily ve Stillwell tarafindan tanimlanan probiyotik kelimesi Latince “pro”
ve “bios” koklerinden tiiretilmis ve “yasam icin” anlamina gelmektedir. Probiyotikler
konakc¢inin saglhigina yararli olan sindirim kanali mikroorganizmalaridir. Mikroorganizmalari
ideal probiyotik preparatlar olarak siniflandirmak i¢in gerekli kriterler sunlari igerir : Genelde
giivenli olarak tanimlanmalidir; safra, hidroklorik asit ve pankreas suyuna direngli olmalidir,
anti-kanserojenik aktiviteye sahip olmali ve bagisiklik sistemini uyarabilmelidir, bagirsak
permeabilitesini azaltmali, laktik asit liretmeli, midenin hem asidik kosullart hem de
duodenumun alkali kosullarini atlatabilmelidir, gastrik transporta dayanabilir olmalidir,
bakteriyel patojenlere kars1 antagonistik etkinlik gostermelidir, konak¢inin bagirsak epiteline
yapisabilmeli ve kolonize olabilmelidir, isleme, nakliye ve saklama sirasinda canli kalabilmeli
ve klinik olarak kanitlanabilir saglik sonuglarina yol acabilir olmalidir (Lin ve ark. 2006;
Vimala ve ark. 2006). Probiyotik preparatlarda en yaygin organizmalar Lactobacillus,
Bifidobacterium, Escherichia, Enterococcus, Bacillus ve Streptococcus'dur. Probiyotik igeren
insan gidalari, tekli veya coklu Kkiiltiirlerle hazirlanmis fermente siitler, peynirler, meyve
sular1, sarap, tahillar ve sosislerdir (Dsouza ve ark. 2002). Ticari probiyotikler toz, sivi, jel,
macun, granill, kapsilil veya sase olarak hazirlanabilir (Vimala ve ark. 2006). Mevcut
probiyotik uygulama dozlari, 10° ile 10"" koloni olusum birimi (CFU) arasinda degismektedir

(Ndagijimana ve ar. 2009). Probiyotiklerin siniflandirilmasi Tablo 1’de gdsterilmistir.



Bifidobacterium Laktik asit bakterisi
Lactobacillus sp. Diger laktik asit bakterileri

sp. olmayan diger bakteriler

Bacillus cereus var.

L. acidophilus B. adolescentis Enterococcus faecalis' 1a
Toyoi
L. amylovorus B. animalis Enterococcus faecium Escherichia coli nissle
L. casei B. bifidum Lactococcus lactis® propionibacterium
L. crispatus B. breve Leuconosto mesenteroides Freudenreichii'?
L. delbrueckii ssp. : . : 3 Saccharomyces
o B. infantis Pediococcus acidilactici .
bulgaricus cerevisiae
L. gallinarum' B. lactis Sporolactobacillus inulimus'  Saccharomyces boulardii’

. Streptococcus salivarius ssp.
L. gasseri B. longum . 3
thermophilus

L. johnsonii

L. paracasei

L. plantarum

L. reuteri

L. rhamnosus

Tablo 1: Probiyotik bakterilerin smiflandirilmasi: 1Hayvanlarda kullanilmaktadir.2Tipta ve ilaglarin
hazirlanmasinda kullanilmaktadir. 3Probiyotik mikrooraganizma degil veya probiyotik 6zelikleri hakkinda az
bilgi mevcuttur (Sagdi¢ ve ark. 2004).

2.2.Probiyotiklerin tipta kullanim alanlar1

Probiyotikler mukus baglayici proteinler, ankrajsiz (sabit olmayan) temizlik proteinleri, biiyiik
yilizey proteinleri, LPXTG motif proteinleri, tasiyict proteinler ve glikolipidler gibi gesitli
proteinler tarafindan bagirsak epitel hiicresi reseptorlerine baglanirlar ve mukus bariyerini
arttirmak icin, MUC2 ve MUC3(miisinler)'ii asir1 eksprese ederler (Mack ve ark. 1999). Ek
olarak bagirsak pH'sim1 diisiiriir, organik asitler (laktik, asetik, biitirik asit), H,O, ve
bakteriyosinler gibi bakterisit bilesenleri serbest birakir, nitrik oksit sentezini diizenler, epitel
hiicrelerin mukoza yiizeyine yapisir, fermente edilebilir substratlar i¢in rekabet eder, bagirsak
koruyucu metabolitleri (arjinin, glutamin, kisa zincirli yag asitleri ve konjuge linoleik asitler)
liretir, toksin bozunmasini indiikler, bagirsak motilitesini ve mukus iiretimini modiile eder ve
viral replikasyona karisan hiicre i¢i mekanizmalar1 onlerler (MEK, PKA, p38 MAPK gibi)
(Yan ve ark. 2007; Lemberg ve ark. 2007).




2.2.1. Immiinite
Antijen sunan hiicreler (APC), NK (dogal 6ldiiriicii) hiicreler, B ve T hiicreler, sitokinler ve
antikorlar gibi dogal ve edinimsel immiiniteye dahil olan hiicrelerin ve bilesenlerin
fonksiyonu probiyotiklerle modiile edilir. Probiyotiklerden elde edilmis DNA, Toll-like
reseptorlerine (TLR) baglanir, NF-kB (niikleer faktor kappa)’yi bloke eder ve IkB (kB
inhibitorii) faktoriinii stabilize eder. Probiyotikler tarafindan tiretilen metabolitler hizli bir
sekilde proteazomlar tarafindan aracilik edilen 1s1 soku protein bozunmasini engelleyerek
bagirsak hiicrelerinin korunmasini saglarlar (Petrof ve ark. 2004). Ayrica probiyotik bakteriler
anti-apoptotik Akt/protein kinaz B aktivasyonunu ve MAPK (Mitojen aktive protein kinaz)
sinyallemesi IFN-y (interferon gama), TNF-a (Timor nekroz faktorii-alfa) ve IL-1-a
(interlokin-1-alfa) ile bloke edilmesini takiben sitokine bagimli bir sekilde apoptozu
onleyebilirler (Neish ve ark. 2000). Bircok c¢alisma, humoral bagisiklik sisteminin
uyarilmasinda ¢ok sayida probiyotik maddenin spesifik antikorlar1 salgilamak icin, 6zellikle
slgA (s immiinoglobulin A), potansiyel gdostermistir (Macpherson ve ark. 2004). Thl (tip 1
yardimer T hiicresi) tarafindan tretilen IFN-y ve IL-12 (interlokin-12) hiicresel bagisikligi
uyarir. Th2 (tip 2 yardimc1 T hiicresi) tarafindan tiretilen IL-4 (interlokin-4) ise B lenfosit
hiicrelerinin farklilagmasini saglar ve immiinoglobulin E (IgE) tiretimini kuvvetlendirmektedir
(Lucey ve ark. 1996). Probiyotik suslarin Thl tip sitokinlerinin {iretimini kuvvetlendirdigi ve
Th2 tip sitokin diizeyini ise diisiirdiigii rapor edilmistir (Pavan ve ark. 2003; Makino ve ark.

2006).

2.2.2. Diyare
Antibiyotik iligkili diyarede ¢ocuklarda antibiyotik kullanimi sirasinda karsilasilan ve
ozellikle Clostridium difficile’in asir1 ¢ogalmasina bagli olarak olusan bir diyare g¢esididir.
Gergeklestirilen cesitli caligmalarda antibiyotik iligkili ishalin tedavisinde ve O6nlenmesinde
probiyotiklerin yararl etkisinin olabilecegi belirtilmistir. Bu etkinin temelinde ise suslarin
bagirsak koruyucu mukoza engelinin olusumunu diizenledikleri ve bagisiklik diizenleyici

etkilenin artmasina katkida bulunduklari belirtilmistir (De Vrese ve Marteau 2007).

2.2.3. Helicobacter Pylori
Son yillarda probiyotiklerin enfeksiyonlara karst etkinligine yonelik calismalar hiz
kazanmustir. Helicobacter pylori ise bu arastirmalarin biiytik bir kismini olusturmaktadir.
Gergeklestirilen ¢alismalar probiyotik suslarin  H. pylori gelisimini inhibe ettigini
gostermektedir (Vitor ve Vale 2011). H. pylori enfeksiyonu midedeki Smad7 ve NF-«B

ekspresyonunu tetiklemekte, probiyotikler ise bu metabolik yolu engelleyerek H. pylori’nin
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indiikledigi inflamasyonu azaltmaktadir (Imase ve ark. 2008). Bununla beraber probiyotik
suslarin Candida albicans enfeksiyonlarimi onledigine ya da azalttigina dair ¢alismalar da

mevcuttur (Hasslof ve ark. 2010).

2.2.4. Alerji
Allerji, spesifik antikor aracili veya hiicre aracili immiinolojik mekanizmalar tarafindan
baglatilan asir1 duyarhilik reaksiyonu olarak tanimlanir (Weinmayr ve ark. 2007). Prospektif
randomize ¢ift kor kontrollii bir calismada, probiyotik takviyelerinin alerjik ¢ocuklarda rinit
atak sayisini azalttigi bulunmustur (Giovannini ve ark. 2007). Baska randomize plasebo
kontrollii bir calismada ise, atopik egzema, alerjik rinit veya astimli gebe annelere ve
postnatal olarak 6 ay boyunca bebeklerine, spesifik sus iceren probiyotik takviyesi verilmesi
yiiksek riskli cocuklarda erken atopik hastaligin 6nlenmesinde etkili olabilecegi gosterilmistir
(Kalliomdki ve ark. 2001). Bazi ¢alismalar, probiyotik destegin tiiketilmesinin atopik
dermatit, inek siitli alerjisi ve alerjik bulgularin ciddiyetini azaltabilecegini ortaya koymustur
(Kalliomdki ve ark. 2010; Niers ve ark. 2009). Baska bir c¢alisma, Lactobacillus
Rhamnosus’un atopik hastaliklarin 6nlenmesi ve tedavisi i¢in daha iyi bir se¢im olabilecegini
gostermistir (Hoang ve ark. 2010). Fakat mevcut verilere gore, probiyotikleri atopik dermatit,
alerjik sensitizasyon ve astim i¢in koruyucu tedavi olarak dnermek giivenilir degildir. Yapilan
bir ¢alismada, probiyotik karisim (VSL # 3 ve Lactobacillus casei tiirii) ile oral tedavinin, bir
gida alerjisi modelinde anafilaktik semptomlarin azalmasina neden olabilecegi sonucuna
varilmistir (Ozdemir ve ark. 2010). Probiyotik suslarin besin ve polen alerjisine kars1 elde
edilmis basarili sonuclar1 da bulunmaktadir. Ozellikle IgE ve IL-4 iiretiminin baskilanmasi
alerji tedavilerinde olduk¢a 6nemli kabul edilmektedir (Repa ve ark. 2004). BALB/c soyu
farelerde gergeklestirilen 3 farkli alerji grubuna ait ¢alismada probiyotik Lactobacillus
Paracasei susunun inflamasyonu azalttig1 ve alerji tedavilerinde potansiyel olusturabilecegi

belirtilmistir (Wang ve ark. 2012).

2.2.5. Vajinosiz
Vajinosize c¢esitli organizmalar neden olabilir ve bircok durumda buna neden olan faktorler
belirlenemeyebilir. Saglikli vajinada laktobasiller baskindir ve vajinosiz, vajinal florada
hidrojen peroksit treten Lactobacillus tiirlerinin vajinal pH'in1 yiikselten anaeroblara
dontismesinden kaynaklanir (Jones ve ark. 2011). Birgok ¢alisma, idrar yolu enfeksiyonlarinin
tedavisinde Laktobasilli probiyotiklerinin kullanilabilecegini gostermistir. Yapilan bir
calismada ise L. acidophilus iceren yogurt tiikketiminin Candida maya enfeksiyonlarinin

goriilme sikligini azalttigini géstermistir (Reid ve ark. 2003).
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2.2.6. inflamatuvar Bagirsak Hastahg (IBH)
Ulseratif kolit ve Crohn hastalig1 da dahil olmak iizere Inflamatuvar Bagirsak Hastalig1 (IBH),
ongoriilemeyen ve kendiliginden ortaya g¢ikan, hastaliksiz donem ve niiks donemleri ile
karakterize, bagirsak rahatsizliklarinin bir grubudur. Etki mekanizmasi bagirsakta normal
floradaki degisiklikleri, konak immiin yanitlarinin uyarilmasini ve organizmalarin antioksidan
ozellikleri ve antioksidan enzim {iretimi nedeniyle oksidatif reaksiyonlarin azaltilmasini igerir.
Genisletilmis arastirmalara ragmen, bu hastaliklarin nedenleri bilinmemektedir. Karin agrisi,
gaz sikintisi, ishal gibi semptomlar1 olan “irritable” bagirsak sendromu hastaligina yonelik
gerceklestirilen c¢alismalarda probiyotik suslarin  bagirsak florasin1  diizenleyerek gaz
olusumunu azalttig1 ve hastalik tedavisinde umut verici oldugu belirtilmistir (Clarke ve ark.

2012).

2.2.7. Kanser
Hiicrenin biiylimesi ve bdliinmesinin diizenlenmesine katkida bulunan genlerin mutasyonu
veya uygunsuz sekilde harekete gecirilmesi kansere neden olabilir. Bazi ¢alismalarla bagirsak
bakterilerinin genel popiilasyonu tarafindan iiretilen kanserojen, kokarsinojen veya pro-
kanserojenlerin kolon kanseri olusumunu tesvik etti§i gozlemlenmistir. Buna karsin diger
bulgular, probiyotik bakterilerinin kolon kanserinden kaginmaya yardimci olabilecegini ifade
etmistir (Liong 2008). Probiyotikler tarafindan kolon kanserinden kaginma mekanizmalari

sunlardir:

¢ (Gida kanserojenlerinin detoksifikasyonunu olusturma,

e Kanserojenik bilesikler iiretebilecek bakterilerin popiilasyonlarint veya metabolik
faaliyetlerini zayiflatan bagirsaktaki fizikokimyasal kosullarin modifikasyonu,

e Antitlimdrigenik veya antimutajenik bilesiklerin iiretilmesi,

o Biitirat, asetat ve propiyonat gibi kisa zincirli yag asitlerinin {iretimi, kolonik igerigin
pH'sinin diistiriilmesi,

e Bagisiklik sistemini kanser hiicre ¢cogalmasina karsi daha iyi korunmasi i¢in tesvik

edilmesi, kanser 6nlemeye katkida bulunabilir (Lin ve ark. 2006; Chakraborti 2011).

2.2.8. Hepatik Ensefalopati
Hepatik ensefalopati (HE), patogenezi bilinmeyen bir karaciger hastaligidir. Bagirsagin
iirettigi amonyagin patogenezde onemli bir rol oynadig: diistiniilmektedir. Birka¢ calismada
probiyotiklerin portal kan igindeki toplam amonyak miktarini, hepatositteki artmis

inflamasyonu ve oksidatif stresi azaltan ve amonyak ve diger toksinlerin temizlenmesi ile



hepatik ensefalopati tedavisinde giiglii etki gosterdigi ve son olarak toksin alimini zayiflattigi
ispatlanmistir (Solga 2003; Malaguarnera ve ark. 2010). 97 hastada yapilan bir ¢alismada,
minimal karaciger ensefalopatisinde sinbiyotigin (probiyotik ve prebiyotik karigimi)
amonyum diizeylerinde bir azalmaya neden oldugu ayrica hepatik ensefalopatinin

semptomlarinin iyilestirilmesi gibi yararl etkileri gézlemlenmistir (Lata ve ark. 2011).

2.2.9. Hipertansiyon
Yiiksek kan kolesterol diizeyleri, diyabet, reninin yanlis modiilasyonu, dengesiz cinsel
hormonlar ve obezite hipertansiyona neden olan risk faktorleridir(Yekeen ve ark. 2003).
Aragtirmalar, belirli laktobasillerin ya da bunlarin formiilasyonlarinin tiiketilmesinin serum
kolesteroliinii diistirebilecegini ve lipid profillerini iyilestirip daha sonra hipertansiyon riskini

hafiflettigini gostermistir (Lye ve ark. 2009).

2.2.10. Bobrek Tasi
Idrarm oksalat diizeylerinin yiikselmesi bdbrek taslar1 i¢in bir risk faktoriidiir. Bagirsak
mikroplar1 tarafindan oksalatin kullanimi, emilimi kisitlar. Probiyotik verilen hastalarda, digki
atilmlarinda diisiik oksalat seviyeleri goriilmistiir. Bu nedenle bakteri igeren probiyotik
formiilasyonlar oksalatin in vitro olarak bozunmasina neden olabilir boylece hastalarda
oksalat diski atilimi azaltilir. Cesitli ¢calismalar, probiyotik bakteri i¢ceren bagirsak florasinin
modifikasyonunun gastrointestinal sistemde oksalat diizeylerini iyilestirebilecegini ve oksalat

absopsiyonunu azaltabilecegini 6nermektedir (Hoesl ve ark. 2005; Lieske ve ark. 2005).

2.2.11. Laktoz intoleransi
Laktoz sindirilemediginden dolay1r ozmotik denge bozulmakta ve bakterilerin fermentasyonu
sonucunda olusan metabolitler neticesinde asir1 gaz ve siskinlik olusmaktadir. Probiyotiklerin
kullanim1 ile serbest kalan bakteriyel laktaz enzimi ise laktozu parcalamakta ve hastaligin
tedavisinde Onemli bir rol oynamaktadir (Rolfe 2000). Laktozu sindiremeyen hastalarda
probiyotik Lb. casei ve B. breve suslarinin 4 hafta siiresince birlikte uygulanmasi neticesinde

iyilesme kaydedilmistir.

2.2.12. Kolestrol
Koroner kalp hastalig1 gelisimi i¢in en giiclii risk faktorlerinden biri, toplam kan kolesterolii
veya diger kan lipidlerinin yiiksek seviyede olmasidir. Asimilasyon, baglanma ve indirgeme
islevleri, diyette bulunan kolesteroliin absorbsiyonunu zayiflatmak i¢in ii¢ yararl
mekanizmadir. Probiotik suslar kendi metabolizmasi i¢in kolesterolii ortadan kaldirabilir ve

katabolik iirlinlerine indirgeyebilir. Kolesteroliin safra asidi dekonjiigasyonu, toplam kan
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kolesterol diizeyini diisiirmek i¢in dolaylt bir yol olusturmaktadir (Lin ve ark. 2006; Ooi ve
ark. 2010; Suvarna ve ark. 2005).

Laktik asit bakterilerinin kardiovaskiiler hastaliklardan, gastrointestinal mukozadaki zararl
patojenlerin sebep oldugu enfeksiyonlarin ve alerjik hastaliklarin engellenmesine ve
bagisiklik sisteminin uyarilmasina kadar pek ¢ok olumlu etkilere sahip oldugu bilinmektedir

(Bhadoria ve Mahapatra 2011). Tablo 2’de probiyotiklerin bazi1 hastaliklarda etki ettigi

mekaznizmalar gosterilmistir.

HASTALIK PROBIYOTIiK MEKANIZMALAR

Diyare stgA salgilamasi, *Jiral dokiilme, PH, organik asit ﬁretimi,fNO ve H202,$mikrobiyal

kolonizasyon, toksin hidrolizi

i _

Vajinosiz {pH THZOZ iretimi, #PatOJen kolonizasyonu
Kolesteroliin Kolesterol molekiillerini sindirimi ve indirgenmesi, Kolesteroliin safra asidine

kontrolii dekonjiige olmast

KR 1 i i s

Karaciger Hiperamonyemi, yinflamatuvar ve oksidatif stres, toksin alimi, karacigerde H NF-a

Hastahg ve #NK hiicresi

Tablo 2: Probiyotiklerin hastaliklarda etki ettigi mekanizmalar (Khani ve ark. 2012)

Gida takviyesi olarak kullanilan probiyotiklerin pek ¢ok hastalikla iligkisi arastirilmistir ayrica
giiniimiizdeki beslenme aligkanliklarinin insan sagligina etkileriyle ilgili veriler artmaktadir.
Insan genom projelerinin uygulamaya konuldugu ve insanlar arasi genetik fakliliklarin
arastirildig1 son yillarda beslenmenin kisiler iizerine etkisi ¢esitlilik gostermektedir. Beslenme
ile viicudumuza aldigimiz kimyasallarin ¢ogu genlerimizi etkiler. Daha ileriki ¢aligmalarla
birlikte dogru beslenme seklinin yakin gelecekte genetik yapiya gore diizenlenerek insan

yasaminin uzatilabilmesi olasidir. Bu sebeple diyet-gen iligkisinin saglik tizerindeki olumlu ve
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olumsuz yanlarin1 incelemek {izere nutrigenetik ve nutrigenomik gibi iki alanin
kombinasyonu olan nutrisyonel genetik bilimine ilgi giin gegtikge artmaktadir (Ayhan ve

Soylu 2015).

2.3. MikroRNA (miRNA)

MikroRNA’lar (miRNA) 17-25 niikleotid uzunlugundaki tek iplikli kodlayici olmayan
RNA’larn kiigiik siifidir. Hayvanlarda, bitkilerde ve tek hiicreli dkaryotlarda gen ifadesini
kontrol eder, gen ifadesinin post-transkripsiyonel diizenlenmesinde kilit rol oynar (Bartel
2004; Zhao ve ark. 2007). Ilk miRNA olan lin-4, toprak solucan1 Caenorhabditis elegans (C.
Elegans) ile yapilan ¢alismalarla 1993°te Victor Abros ve arkadaglari tarafindan kesfedilmistir
(Lee ve ark. 1993). Suanda 2661 insan miRNA geni olmak iizere toplamda 28645 miRNA
geni veri tabaninda kayithdir (http://www.mirbase.org/ ). Bu kiiciik RNA’lar memelilerde tiim
protein kodlayan genlerin yaklasik %60’1m1 kontrol eden gen ifadesinin post-transkripsiyonel
diizenleyicileri olarak ortaya ¢ikmistir. Boylece miRNAlar gelisim, farklilasma, proliferasyon

ve apoptoz gibi hemen hemen her hiicresel olayin diizenlenmesine katilirlar (Fabbri 2014).

Insanlarda bilinen miRNA'larin yaklasik olarak %50’si kromozomlarda kiime seklinde
bulunmustur ve bu miRNA’lar polisistronik olarak transkribe edilir (Lagos-Quintana ve ark.
2001; Lau ve ark. 2001). insan miRNA'lar1 Y kromozomu harig tiim kromozomlarda bulunur.
Genomik konumlarina gére miRNA’nin 4 grubu vardir: Kodlama yapmayan transkripsiyon
birimlerinde intronik miRNA; kodlama yapmayan transkripsiyon bolgelerindeki eksonik
miRNA; protein kodlayan transkript bolgelerinde intronik miRNA ve eksonik miRNA.
MiRNA genlerinin yaklasik iicte biri protein kodlayan genlerin intronlarinda bulunur; bunlar
miRNA ve konak¢t mRNA transkripsiyonunun bazi baglantisini igeren, yolcu ipliginde yer
alir (Rodriguez ve ark. 2004; Baskerville ve Bartel 2005). Sekil 1°de mikroRNA’larin

genomik yerlesimleri ve gen yapisi verilmistir.
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o~ —— — __ intronlar . :cksonlar

Sekil 1: miRNA’lar genomik konumlarina gore dort gruba ayrilabilir: a) Kodlama yapmayan transkripsiyon
birimlerinde intronik miRNA b) kodlama yapmayan transkripsiyon bolgelerindeki eksonik miRNa ¢) protein
kodlayan transkript bolgelerinde intronik miRNA d) protein kodlayan transkript bdlgelerinde eksonik miRNA
(Fabbri 2014)

2.4. MikroRNA'larin Biyogenezi ve Olgunlasmasi

MiRNA'larin biyogenezi, hiicrenin ¢ekirdeginde baslayan, transkripsiyonu takiben siki bir
sekilde diizenlenen ve son olarak olgun miRNA molekiiliiniin asil islevini uyguladigi
sitoplazma boyunca devam eden ¢ok adimli bir siirectir. Cekirdekte sap-ilmek Onciisiiniin 6zel
olarak kirpilmasiyla islem baglatilir (Lee ve ark. 2003). Elde edilen yap1 prekiirsér miRNA
(premiRNA); kii¢iik-RNA yolaklarinda yer alan tiim dsRNA'lar (¢ift-iplikli RNA’lar) icin bir
imza motifi gibi goriiniir. Exportin-5, bu imza motifini tanir ve pre-miRNA'lar1 bir GTP-GDP
gradyani iizerinde ¢ekirdek porlar1 vasitasiyla sitoplazmaya verir. Daha sonra, pre-miRNA
bagka bir olgun miRNA’ya donilismesi i¢in bir RNAaz enzimi olan Dicer’a teslim edilir ve
son olarak olgun miRNA, RNA-indiiklenmis susturucu kompleksle birlesir (Lund ve ark.

2004; Yi ve ark. 2003).
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2.4.1. Primary(birincil)-MikroRNA (pri-miRNA) Prosesi

miRNA biyogenezi pri-miRNA olarak bilinen transkriptin senteziyle baslar. Pri-miRNA’lar
genellikle RNA Polimeraz II tarafindan transkribe edilir. Ek olarak RNA Polimeraz II’iin
baz1 viral miRNA’lar transkribe ettigi goriilmiistiir (Pfeffer ve ark. 2005). Ayrica tRNA’dan
tiiretilmis baz1 endojen miRNA-benzeri kiigiik RNA’lar1 da RNA Polimeraz III transkribe
eder (Babiarz ve ark. 2008). Sa¢ tokas1 yapisindaki 33-35 bp’lik pri-miRNA’lar bir sap ve
terminal ilmek yanininda 5’cap ve 3’ poliA kuyrugu igerir (Carthew ve Sontheimer 2009; Lee
ve ark. 2004). P53, MYC, ZEB1 ve ZEB2 gibi transkripsiyon faktorleri ve miyoblast
belirleme proteini 1 (MYOD 1) miRNA ekspresyonunu pozitif veya negatif olarak diizenler
(Kim ve ark. 2009; Krol ve ark. 2010). DNA metilasyonu ve histon modifikasyonlar1 gibi
epigenetik kontroller miRNA gen diizenlemesine katkida bulunur (Davis-Dusenbery ve ark.

2010)

2.4.2. Prekiirsor MikroRNA (pre-miRNA) Prosesi

Klasik miRNA biyogenezi yolaginda miRNA olgunlagmasinin ilk basamagi ¢ekirdekte pri-
miRNA’dan yaklagik 70 nt sac¢ tokasi yapisindaki pre-miRNA’nin mikroiglemci kompleks
tarafindan kirpilmasiyla baglar. Bu kompleksin temel bileseni sunlardir: bir RNaz III enzimi
olan Drosha ve ortagi DGCRS8 (Di George sendrom kritik bolge gen 8), ¢ift-iplikli RNA-
baglanmis domain (dsRBD) proteinidir (Lee ve ark. 2003; Denli ve ark. 2004; Gregory ve ark.
2004) . DGCRS proteini, sap ve komsu tek-iplikli RNA’y1 (ssRNA) tanir ve Drosha i¢in bir
cetvel gibi gorev yaparak sap kismindan yaklagik 11 nt uzakliktaki sap-ssRNA baglanti
noktasini keser ve pre-miRNA’y1 serbest birakir (Han ve ark. 2006). Pre-miRNA RNaz III
endoniikleaz iiriinleri icin 5° fosfat ve 2 nt’lik 3’ uzantili karakteristik yapiya sahiptir (Lee ve
ark 2003; Basyuk ve ark. 2003). Drosha gibi RNaz III enzimleri biitiin yasayan hiicrelerde
eksprese olan cift-iplikli (dsSRNA) riboniikleazlarin bir ailesidir (Conrad ve Rauhut 2002).
Mikroislemcinin iki Drosha ve iki DGCRS8 molekiillerinden olusan heterotetramer yapist
vardir. Yaklasik 120 kDa’lik DGCRS8 proteini iki dsRNA-baglanmis protein igerir. Ayrica
DGCRS8 pri-miRNA’nin mikroislemci kompleks tarafindan taninmasi ve baglanmasinda

onemli rol oynar.
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Sekil 2: Mikroislemci kompleksi (Drosha ve DGCRS8'den olusan), tek sarmalli RNA kuyruklarini, yaklasik 35
bp uzunlugunda bir sap ve birincil mikroRNA'nin (pri-miRNA) terminal dongiistinti tanir. Mikroislemci, bazal
kavsaktan ~ 11 bp ve apikal kavsagindan ~ 22 bp 6lcer ve Drosha pri-miRNA'y1 bu konumda keser.(Ha ve Kim;
2014).

Diger yandan DGCRS8 geni kromozom 22’nin bir bolgesinde yer alir. Bu genin monoallelik
olarak silinmesi Di George sendrom olarak adlandirilan nispeten yaygin ve ¢ok kompleks bir
genetik hastaliga yol acar. Bu da miRNA siirecindeki bozukluk ve Di George sendrom
arasindaki baglantiy1 gosterir (Shiohama ve ark. 2003). DEAD box RNA helikaz p68 (DDXS5)
ve p72 (DDX17) ve heterojen riboniikleoproteinler (hnRNPs) gibi diger kofaktorler de

mikroiglemci kopleksin ¢alismasinda énemlidirler (Gregory ve ark. 2004).

2.4.3. Pre-miRNA’nin Sitoplazmaya Tasimimu:

Drosha prosesinden sonra pri-miRNA olgunlasmanin tamamlanabilecegi sitoplazmaya
aktarilir (Lund ve ark. 2004; Yi ve ark. 2003). Bu basamak miRNA aracili RNA
baskilanmasinda hiz sinirlayici bir basamaktir (Kim 2004; Murchison ve Hannon 2003).
Exportin-5 (Exp-5) fonksiyonunda Ran’a (bir GTPaz) bagl olan niikleositoplazmik transport
faktorlerinin karyoferin ailesinin bir iiyesidir. Cekirdek porlarindan gegen, pre-miRNA
baglanmis EXP-5/Ran-GTP kompleksi sitoplazmada GTP’nin hidroliziyle pre-miRNA’y1
serbest birakir ve EXP-5/Ran-GDP tekrar ¢ekirdege tasinir (Lund ve ark. 2004; Yi ve ark.
2003). EXP-5 ekspresyonunun baskilanmasi durumunda pre-miRNA’larin seviyesi hem
sitoplazmada hem de c¢ekirdekte azalacaktir (Yi ve ark. 2003). Bu nedenle EXP-5 pre-
miRNA’lar1 yikimdan korur. Ayrica EXP-5’in kaybi veya mutasyonu pre-miRNA’larin
cekirdekte alikonulmasina sebep olur (Melo ve ark. 2010).

13
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Sekil3: Exp-5/RAN-GTP/pre-miRNA kompleksi ¢ekirdekteki niikleoporinlere baglanir ve ¢ekirdek porlarindan
gecer. Pre-miRNA'larin sitoplazmada serbest birakilmasi, RAN-bagli GTP'nin RAN-GTPaz aktive edici protein
tarafindan hidrolizi ile iligkilidir. Daha sonra Exp-5, c¢ekirdege geri tasinir ve RAN-GTP, RCC1(Ran guanin
niikleotid degisim faktoriidiir) ile yeniden olusturulur. (Lages ve ark 2012)

HNugleus

Cytoplasm

2.4.4. MikroRNA’larmn Sitoplazmik Prosesi

Pre-miRNA’lar sitoplazmada serbest kaldiktan sonra sitoplazmik RNaz III enzimi olan Dicer
ve katalitik partneri trans-aktivator RNA (tar)-baglanmis protein (TRBP) tarafindan olgun
miRNA’ya doniistiiriiliir (Bernstein ve ark. 2001; Knight ve Bass 2001). Olgun miRNA’lar
yaklagik 22 niikleotid uzunlugundadir. Bu agamada miRNAlar hala ¢ift ipliklidir. Dicer’in iki
RNaz III domainlerinin molekiiler aras1 dimerizasyonlu tek bir islem merkezi vardir. Her bir
RNaz domaini dubleksin bir RNA ipligini bagimsiz olarak keser ve 2-nt 3’ uzantili {irtinleri
olusturur (Filipowicz 2005). Memeli hiicreleri 200 kDa molekiiler agirligindaki tek bir Dicer
proteinine sahiptir. Dicer, bir ATPaz/RNA helikaz domain, bir DUF domain (farkli bir
dsRBD), bir PAZ domain iki RNaz III domain ve bir dsRBD igerir (Bernstein ve ark. 2001).

HMNase RMNase
Helicase DUF Platform PAZ lla ik dsRBD

=_ " .
e e
Ruler

Sekil 4: Dicer'daki domainlerin yap1 sematigi (Sawh ve Duchaine, 2012)



Dicer knockout (Der ™) fare ve hiicreler yasayamaz, gelisimsel ve normal hiicre fonksiyonlari
boyunca bu protein énemli bir rol oynar (Bernstein ve ark. 2001). TRBP C-terminal-Dicer
etkilesimi ve RNA-indiiklenmis susturucu kompleksin (RISC) bir pargast olarak fonksiyonu
RNA baskilanmas1 yolaginda 6nemlidir (Daniels ve ark. 2009). TRBP, amino-terminal
DExD/H box helikaz domanininde Dicer’1 baglar ve konformasyonel bir yeniden diizenleme
ile aktive eder (Ma ve ark. 2008). Dicer/TRBP ayrimi 22nt’lik RNA dubleksi Argonaute
(AGO) proteinine yliklenir boylece RISC meydana gelmis olur.

AGO proteinleri N terminal lobunda bir PAZ ile N-terminal domaini ve C terminal lobunda
bir orta (MID) ile PIWI domainine sahiptir (Elkayam ve ark. 2012; Schirle ve MacRae 2012).
Kilavuz RNA’nin 5> monofosfatt MID ve PIWI arasindaki 5’fosfat-baglanma yerine sikica
baglanir. insan AGO2 proteininin MID domainindeki niikleotide 6zgiil ilmegi, U veya A
baglanma tercihi olan kilavuz RNA’nin 5’ niikleobazi ile temas eder (Frank ve ark. 2010).
Kilavuz RNA, AGO MID-PIWI lobunun temel kanali boyunca hareket ederek RNA’nin 3’
ucunu baglayan PAZ alanma ulasir. Insanlardaki 4 AGO protenininden (1-4) sadece AGO2
miilkemmel sekilde eslesen hedef mRNA’lar1 parcalayabilir. Biitiin insan AGO proteinleri
translasyon mekanizmalari ve mRNA bozunma faktorleriyle etkilisim yoluyla hedef
mRNA’larin translasyonel baski ve bozunumunu indiikleme yetenegine sahiptir (Huntzinger

ve Izaurralde 2011).

MiRNA dubleksinin yiiklenmesini takiben pre-RISC olgun RISC olusturmak i¢in yolcu ipligi
hizli bir sekilde ortadan kaldirir. Kesme-yetkili AGO2 proteinleri eger dubleks merkezde
eslestirilirse yolcu ipligi parcalayabilir (Miyoshi ve ark. 2005; Rand ve ark. 2005). Kilavuz
ipligin 2-8 ve 12-15 niikleotid konumlarindaki uyusmazliklar, miRNA dublekslerinin
ayrilmasini saglar (Tomari ve ark. 2007; Kawamata ve ark. 2009; Yoda ve ark. 2010). Kiiciik
RNA dublekslerinin RISC ile yiiklenmesi, ATP gerektiren aktif bir stirecken, yolcu ipligin
serbest birakilmast ATP'den bagimsizdir (Liu ve ark. 2009; Pham ve ark. 2004; Tomari ve
ark. 2004). Kilavuz iplik AGO yiikleme asamasi sirasinda belirlenir. Cogunlukla kiigilk RNA
dubleksinin iki ucunun nispi termodinamik stabilitesine gore 5'bolgesindeki nispeten kararsiz
bir u¢ bolgesine sahip iplik, tipik olarak kilavuz iplik olarak se¢ilir (Khvorova ve ark. 2003;
Schwarz ve ark. 2003). Iplik se¢imi icin belirleyici faktor ilk niikleotid dizisidir. AGO
proteinleri, niikleotid konumunda U olan rehber ipligi seger. Serbest birakilan yolcu ipligi,

hizla bozunur (Czech ve ark. 2009; Ghildiyal ve ark. 2010; Okamura ve ark. 2009).
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Sekil 5: RISC-yiiklenmis kompleks (RLC), Dicer, TRBP ve Ago2'den olusur. miRISC olusumuna neden olan iki
yol vardir: Biri (solda), pre-miRNA'nin Dicer tarafindan boliindiikten sonra dubleksin iki ipliginin ayrigmasini
igerir. Tkincisi (sagda) oncelikle Dicer tarafindan boliinmeden énce Ac-pre-miRNA (Ago2-cleaved pre-miRNA)
olarak adlandirilan gecici bir miRNA olusumuna izin vererek Ago2 tarafindan tamamlayici ipligin bdliinmesine
dayanir. Bu modelde, yolcu ipligi daha sonra bozulur. (Lages ve ark, 2012)

2.5.MikroRNA'larin Biyolojik Rolleri

Dogru miRNA ekspresyonu, hayvan gelisimi sirasinda, hiicre akibeti belirleme, proliferasyon
ve hiicre 6liimii gibi birgok kilit siirecin zamanlamasi ve diizenlenmesi i¢in ¢ok dnemli olan
sayisiz hiicresel olaylarla ilgilidir (Stefanive ark. 2008). Bu hayati siireclere ilaveten,
miRNA'lar, immiin yaniti, insiilin sekresyonu, nérotransmitter sentezi, sirkadyen ritim ve viral
replikasyon gibi diger ¢oklu biyolojik fonksiyonlarla da iliskilendirilir (Poy ve ark. 2004;
Jopling ve ark. 2005; Greco ve ark. 2007; Gantier ve ark. 2007). Deneysel veriler biriktikge
bu liste siiphesiz genisleyecektir. miRNA regiilasyonunun genis kapsamli temsili 6rnekleri
miRNA let-7 de bulunmustur, Let-7'nin yanhs ekspresyonu, birka¢ insan kanseri tipiyle
iligkilendirilmistir (Hornstein ve ark. 2005). Diger ornekler, arka ekstremite gelisiminde rol
oynayan miR-196 ve sinaptik gelisme ve plastisite i¢in gerekli olan beyine 6zgili miR-134'diir

(Schratt ve ark. 2006). Deri farklilasmasi, ¢ok katli epitel dokularda p63'i baskilayan miR-
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203 tarafindan desteklenirken, miR-1’in hassas seviyeleri kardiyojenezde dnemlidir (Kwon ve
ark. 2005). Normal bagisiklik fonksiyonu miR-155'e baghdir ve B hiicresi farklilasmasi, c-
Myb transkripsiyon faktoriiniin miR-150 aracili baskilanmasi ile kontrol edilir (Rodriguez ve
ark. 2007; Xiao ve ark. 2007). Buna ek olarak, pankreatik adacik hiicresine 6zgii miR-375,
ekzositoz yolaginin bir bilesenini olusturan miyotrofini inhibe ederek insiilin sekresyonunu

diizenler (Poy ve ark. 2004).

MiRNA'lar, yalnizca erken embriyonik kok hiicrenin sag kalimi ve farklilagmasi igin gerekli
degildir, ayn1 zamanda olgun néronlarin sag kalimi ve islevlerini siirdiirmesinde de 6nemli bir
rol oynamaktadir. Norolojik hastaliklarda, miR-20a/b-1 kiimesinin kaybi, Alzheimer
hastaliginda goriilmiistir ve miR-133b’nin kaybi, Parkinson hastaliginda goriilen
dopaminerjik néronlarin azalmasina sebep olabilir (Heber ve ark. 2008, Kim ve ark. 2007).
Kalp hastaliginda kardiyak fibroblastlardaki miR-21’in ekspresyonu interstisyel fibrozise ve
kardiyak hipertrofiye yol agarken, kardiyomiyositlerde miR-1 ve miR-133 hipertrofiye karsi
korur (Care ve ark. 2007). MiR-133a CTGF (bag doku biiylime faktorii) ve COL1A1 (kollajen
tip 1) gibi profibrotik genleri hedefleyerek hipertrofide 6nemli bir rol oynar. miR-133a’nin
downregiilasyonu kardiyak fibroziste kollajen sentezi ve fibrozisi diizenleyen profibrotik
proteinlerin seviyelerinin artisina neden olur (Renaud ve ark. 2015). Birincil miR-34a (pre-
miR-34a) preeklamptik plasentada ve hamileligin ilk evresi boyunca over-eksprese edilir
(Doridot ve ark. 2014). miR-141 geninin downregiilasyonu Hirschsprung’lu (HSCR’Ii)
hastalarda artmis CD47 ve CUL3 ekspresyon seviyeleri ile sonuglanir. CD47 apoptozis,
proliferasyon, adezyon ve hiicre gociine karigan her yerde bulunan bir membran reseptoriidiir.
CULS3 ise bir Cullin ailesinden iskelet proteinidir ve muhtemelen erken embriyonik gelisimi

kontrol eder (Tang ve ark. 2013).

MiR-203 ekspresyonu romatoid artrit sinovyal fibroblastlarda osteoartrit sinovyal
fibroblastlara veya saglikli donorlerdeki fibroblastlara gore daha yiiksektir. miR-203’iin
zorlanmig ekspresyonu NF-kB sinyal yolagi araciligiyla IL-6 (interlokin-6) ve MMP1
salmmminda artisa neden olur (Stanczyk ve ark. 2011). miR-150’nin downregiilasyonu
sistemik skleroz (SSc) fibroblastlarda gézlenmistir. Honda ve ark. (2013) miR-150"nin direk
olarak TGFP seviyelerini degistirmeksizin integrin aracihigiyla TGFp aktivasyonunu
diizenledigini gostermislerdir (Honda ve ark. 2013). miR-142 bir T-hiicre spesifik miRNA’dir
ve T hiicre gelisiminde Onemlidir (Zhao ve ark. 2011). miR-876-3p’nin upregiilasyonu
Watson Grade 1 hipokampal skleroziste potansiyel belirte¢ degeri oldugu bilinmektedir. Ek

olarak miR-193a-5p temporal lob epilepside (hipokampal sklerosiz derecesine bakilmaksizin)
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upregiile edildigini gosteren c¢aligmalar mevcuttur (Miller-Delaney ve ark. 2015). Kronik
obstriiktif akciger hastalifinda (KOAH) hsa-miR-17-92 kiimesinin ekspresyonu artar,
kiimenin ayrica ¢esitli kronik akciger hastaliklarina da karistig diisiiniilmektedir (Dakhlallah
ve ark. 2013).

Otizm spektrum bozuklugu olan kisilerin beyininde hsa-miR-142-5p, hsa-miR-142-3p, hsa-
miR-451a, hsa-miR-144-3p ve hsa-miR-21-5p'min over-eksprese olur. Otizmde upregiile
olmus miRNA'lar sinaps fonksiyonu ve sinyal iletimi ile ilgilidir (Mor ve ark. 2015). Hsa-
miR-34b/c, metakron gastrik kanser riskinin 6nemli bir prediktif biyolojik belirtegidir. Ek
olarak, hsa-miR-137, hsa-miR-10b, hsa-miR-195, hsa-miR-378, hsa-miR-512-5p, hsa-miR-
196b, hsa-miR-219-2-3p ve hsa-miR-338-3p i¢in anormal metilasyonla epigenetik susturma

gbzlemlenmistir (Guo ve ark. 2015).

Mesane kanserinde hsa-miR-193a, hsa-miR-212, hsa-miR-149, hsa-miR-328 ve hsa-miR-
1224 dahil 20 miRNA yakiindaki 35 CpG bolgesinde hipermetilasyon belirlenmistir.
Hipermetilasyon beklenenden daha diisiik miRNA gen ekspresyonu ile sonuglanmis ve
hastaligin ilerleyen asamasi ile birlikte artmistir. Buna ek olarak, histon metilasyonunun
genellikle miRNA genlerinin ilgili DNA metilasyon durumuyla eslestigi gdsterilmistir
(Dudziec ve ark. 2011). Meme kanserinde epigenetik olarak diizenlenen sekiz miRNA geninin
hipomatilasyona ugradigi bulunmustur: hsa-miR-675, hsa-miR-1286, hsa-miR-1275, hsamiR-
328, hsa-miR-24-1, hsa- MiR-1307, hsa-miR-1910 ve hsa-miR-548al (Cordero ve ark. 2015).

Skuamoz hiicreli karsinomda hsa-miR-9-3 promotdriiniin metilasyonu bildirirlirken hsa-miR-
34b, hsa-miR-126, hsa-miR-127, hsa-miR-125b, hsa-miR-375 ve hsa-miR-1258, kiiciik
hiicreli dis1 akciger kenserinde DNA promotorii metilasyonuyla diizenlendigi gosterilmistir
(Belinsky 2015). Hsa-miR-203 promotdriiniin hipermetilasyonu, akut miyeloid 16semi (AML)
ve non-Hodgkin lenfoma'da (NHL) hsa-miR-203"lin downregiilasyonuyla sonuglanir (Chim ve
ark. 2011). Melanom ciltte pigment {ireten bir kanser hiicresidir. Hsa-miR-211 ve hsa-miR-
375 gibi ¢esitli miRNA'larin melanom hiicrelerinde farkli sekilde metilasyona ugradiklar
bildirilmistir (Mazar ve ark. 2011). Hipermetillenmis genler hsa-miR-432, hsa-miR-1286,
hsa-miR-641, hsa-miR-1290, hsa-miR-1287 ve hsa-miR-95'in servikal kanseri patogenezinde
rolii oldugu bildirilmistir (Yao ve ark. 2013).

miR-15 ve miR-16 miRNA’larinin asir1 ifadelerinin hiicre proliferasyonunu inhibe ederek
kanser hiicrelerini apoptoza gotlirdiigli boylece hem in vivo hem in vitro sartlarda timor

olusumunu engelledigi gosterilmistir (Rivas ve ark. 2012). Son yapilan ¢alismalarda miR-
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196’ nin over-ekspresyonunun etoposid-indiiklenmis apoptozu arttirdigi ve hipoksia altinda
hiicre 6liimii korumasini tersine dondiirdiigii gézlemlenmistir (Magali ve ark. 2015). MiR-29
ailesinin iyelerinin ise kronik lenfositik 16semi (KLL), akciger kanseri, invaziv meme
kanseri, akut miyleoid 16semi (AML) ve kolanjiyokarsinom hiicrelerini baskilayici olarak

aktivite gosterdigi yapilan ¢alismalar ile ortaya konulmustur (Mott ve ark. 2007).
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3. GEREC VE YONTEM

3.1.Calisma grubunu olusturan 6rnekler

Arastirma; kontrol amaciyla Necmettin Erbakan Universitesi Meram Tip Fakiiltesi Hastanesi
Diyet polikliniklerine bagvuran, saglikli ve 18-65 yas araligindaki 11 erkek, 9 kadin toplam 20
gontlli kisiyle gerceklestirilmistir.

Probiyotik olarak isimlendirilen, gida takviyesi olarak kabul edilen ve Tarim ve Koy Isleri
Bakanliginca ruhsatlandirilip sertifikalandirilan iiriinler kullanilarak tez yontemi standardize
edilmistir. Onerilen doz uygulamalar1 Tarim ve Koy Isleri Bakanliginin 7 Temmuz 2006 tarih
ve 26221 sayili Resmi Gazetede yayinlanan tebliginde belirtilmistir, bunun disinda farkli bir
doz uygulamasi yapilmamistir. Bu nedenle her katilimeir kullanacagi probiyotik takviyesinin

markasini kendisi belirlemistir.

Calismaya katilmak isteyen goniilliller tarafimizca bilgilendirilip onamlari alinmustir.
Calismada probiyotik kullanmadan Once rutin analizler icin verdikleri vendz kan
orneklerinden artan numuneler ile probiyotik kullanimina basladiktan 10 giin sonra gelinen
kontrolde rutin analiz i¢in verdikleri ven6z kan orneklerinden artan numuneler kullanilmistir.
Bu numunelerde belirledigimiz miR-15a-5p, miR-16-1-3p, miR-29a-3p ve miR-196b-5p

miRNA’larinin seviyeleri RT-PZR yontemi kullanilarak analiz edilmistir.

3.1.1. Goniilliilerin ¢calismaya dahil edilmeme Kriterleri:

e Enaz 10 giin siireyle diizenli olarak gida takviyesi probiyotikleri kullanmayanlar,

e Hastalar (tibbi tedavi gerektiren kabizlik, daire ve mide hastaliklari, kronik iltihabi
bagirsak hastaligi, aktif enfeksiyon, geriatrik anoreksiya, diyabetes mellitus,
dislipidemi ve diger metabolik bozukluklar)

e Gebe kadinlar,

e Emziren kadinlar,

e Acil vakalar,

e Sahsen olur veremeyecek goniilliiler.

3.2.Kullanmilan kimyasal maddeler ve deney ekipmanlari:

-GeneAll Hybrid-R™ miRNA izolasyon kiti

-GeneAll HyperScript cDNA sentez kiti
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-Fast Plus EvaGreen qPCR Master Mix
-Sentegen senteligo primerleri

-Yikama soliisyonu (wash buffer)
-Filtreli tiipler

-200ul ve 1000ul pipet ve pipet uglar1 (DNase ve RNase free)
-1.5 ml eppendorf (DNase ve RNase free)
- Vortex (ika vortex 1)

-Spin Santrifiij ( Mrc,Ecen6)

-Santrifiij (D-78532 ,Hettich)

-Real Time PZR (Applied Biosystems)
-Isitic1 (Eppendorf 2672)

3.3.MikroRNA Analizi
3.3.1. Plazma Eldesi:

Kan 6rnegi alindiktan sonra en az 5-10 kez yavascga alt-iist edilerek karigtirildu.
Oda sicakliginda bekleyen orneklerin 2 saat igerisinde plazmalari ayrildi.

Tiipler 2.000 g’de 10 dakika santrifiij edildi.

<N X X

Santrifiij islemi sonunda tiipler sarsilmadan dikkatlice santrifiijden ¢ikarild1 ve yavasca
kapaklar1 agildi. Plazmanin en iist kismindan 200ul’lik pipetlerle (DNase, RNase Free,
filtreli pipet uclar1 kullanilarak) 5 kez toplamda 1.000 ul olacak sekilde plazma steril
eppendorf tiiplere toplandi.

v Toplanan 1.000 pl’lik bu plazma ornegi 2.000 g’de 10 dakika santrifiij edildi ve
plazmanin iist kismindan (en iistte bir miktar zor goriilen lipid birikir ona degmeden)
250 pl lik kisim steril bir eppendorf tiipe alindi. Bu islem alttaki hiicresel kisim
rahatsiz edilmeden (DNase, RNase Free, filtreli pipet uc¢lar1 kullanilarak) pipet ile
yapildi

v Bu sekilde ayrilan plazma 6rnekleri -80 °C’lik derin dondurucuda saklandi.
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3.3.2.

v

3.3.3.

MikroRNA izolasyonu:

MikroRNA izolasyon kiti (GeneAll Hybrid-R™) kullanilarak toplanilan plazmalardan
miRNA izolasyonu yapildi.

Plazma 6rneklerinden 200 pl’lik kisim DNase,RNase free eppendorf tiipe aktarildi.
Her bir tiipe 500 ul’lik RiboEx™ eklendi ve 15 saniye vortekslendi.

Daha sonra iizerine 100 pl’lik klorofom eklendi ve iyice karigmasi saglandiktan sonra
2 dakika oda 1s1sinda bekletildi.

Elde edilen karigim 4°C’de 12,000 x g’de 15 dakika santrifiij yapildi. Karisim 3 faza
ayrildi. En istte ki aqua faz temiz bir tiipe alinarak %50’lik 450 pl alkol eklendi.
Pipetaj yapildi.

Daha sonra type B kolona(kirmizi halkali) 150 pl kadar aqua faz aktarildu.

10,000 x g’de 30 saniye santrifiij yapildi. Kolon atildi, altta kalan sivi kisma %100°’liik
alkol eklendi. Pipetaj yapildi.

Karigim tip W( mavi halkal1) kolonuna aktarildi ve oda sicakliginda 10,000 x g’de 1
dakika santrifiij edildi.

Baglant: tiipii yenilendi ve kolonun iizerine 500 pl RBW buffer eklendi. 10,000 x g’de
30 saniye oda sicakliginda santrifiij yapildi.

Daha sonra baglant: tiipii yenilendi ve kolonun iizerine 500 ul RNW buffer eklendi.
10,000 x g’de 30 saniye oda sicakliginda santrifiij yapildi. Bu islem toplamda 2 kez
tekrarlandi.

Tipler dokiildii ve herhangi bir wash buffer kalmasina karsin 10,000 x g’de 1 dakika
santriflij yapildu.

Baglant1 tiipii yenilendi ve kolonun iizerine 50ul RNase-free su eklendi. 10,000 x
g’de 1 dakika santrifiij yapildi.

Filtre atildiktan sonra elde edilen miRNA’lar -20°C’de saklanda.

MikroRNA’dan ¢cDNA Sentezi

GeneAll HyperScript cDNA sentez kitiyle reaksiyon saglandi. Kite dahil olan reaksiyon

bilesenleri her bir 6rnek i¢in tablo 3’te belirtilen hacimlerde hazirlandi ve son hacim 14 pl ‘ye

tamamlanacak sekilde kitin ¢alisma protokoliine uygun olarak kullanildi.
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BILESENLER Hacim
NF Water 8 ul
Stem-loop primer 1 ul
10mMdNTP 1 ul
RNA 4 ul
TOTAL 14 ul

Tablo 3: cDNA sentezi i¢in gerekli olan bilesenler

65°C’de 5 dakika bekletildi ve primer denatiirasyonu saglandi. Hemen buz iizerine alindi.

Daha sonra her bir 6rnek i¢in 6 pl olacak sekilde asagidaki bilesenler eklendi.

BILESENLER Hacim
10X First S.Buffer 2 ul
0,IMDTT 2 ul
HyperScript Reverse

1l
Transkriptaz
RNase Inhibitor(40U/ pl) 1l
TOTAL 6 ul

Tablo 4: cDNA sentezi igin gerekli olan bilesenler

Karigim termal dongii cihazina alind1 ve asagidaki protokol uygulandi.

16°C 30dakika
30°C 30 saniye
42°C 30 saniye
60X
50°C 1 saniye
85°C 5 dakika

Tablo 5: cDNA sentezi i¢gin termal dongii cihazinda uygulanan protokol
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Elde edilen cDNA’lar nanodropta olgiildii. Olgiilen &rnekler 500ng/ul olacak sekilde

seyreltildi. Her bir 6rnek kendi primerleri ile Real Time PZR yapildi. Plate dizayn1 word

dosyasi olarak kaydedildi.

3.4.GERCEK ZAMANLI POLIMERAZ ZINCIiR REAKSIYONU (RT-PZR)

Gergek zamanli polimeraz zincir reaksiyonu ¢alismalarinda 4 asamada egri goriiniimii vardir.

ARn
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1) Dogrulsal Faz (Linear ground phase):Bu fazda PZR yeni baslamistir. Floresan
emisyonu bu fazda daha yiikselmeye baslamaz. Taban hatt1 floresan hesaplamasi bu
fazda yapilir.

2) Erken Olusum Faz (Early exponential phase): PZR iirlin olusumu bu fazda
baslar. Floresan etkilesimi baslangi¢ miktarina bagli olarak taban hattindan ayrilmasi
bu fazda goriiliir (genellikle 10 ct dongenden sonra yiikselme goriiliir).

3) Uzun Dogrusal Faz (Long Linear phase ): PZR icin en uygun sartlarin olustugu
ve kendini her dongiide cogalttig1r fazdir. Bu faz bilesenlerin bitmesi ve floresan
etkiyle daha fazla hesaplama yapilamayincaya kadar devam eder.

4) Plato Faz1 (Plateu phase): Bu fazda PZR iiriinii elde edilmez, reaksiyon yavaslar,
ortamda bulunan enzim miktar1 azalir ve olusan liriinler daha fazla {iriin olusumunu
inhibe eder. Yani bu faz yeni iiriin olusmadig1, reaksiyonlarin durdugu fazdir (Wong

ve Medrano, 2005)

Plateau phase

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30 32 34 36 Z8 40

Cycle

Sekil 6: RT-PZR iglemindeki fazlar
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Tez galigmasina konu olan miR-15, miR-16, miR-29 ve miR-196 molekiillerinin ekspresyon
seviyesini 6l¢mek icin Fast Plus EvaGreen qPCR Master Mix kullanildi. Primerler Sentegen
Senteligo tarafindan belirlenen mikroRNA’lara spesifik olarak dizayn edilmistir. internal
kontrol (housekeeping) olarak U6 kullanildi. Tablo 6’daki bilesenler son hacim 20 pl olacak
sekilde 96’11k plate alindi.

BILESENLER Hacim
NF WATER 7 ul
MASTER MiX 10 ul
FORWARD PRIMER(10pmol) 0,5 ul
REVERSE PRIMER(10pmol) 0,5 ul
cDNA 2 ul
TOTAL 20 ul

Tablo 6: RT-PZR i¢in gerekli olan bilesenler ve hacimleri

MikroRNA boyut olarak 20-24 niikleotid uzunlugunda oldugu icin Forward ve Reverse
primerlerinin bu kisa bolgeden se¢ilmesi ¢ok zordur. Bunun i¢in bu kisa bélgenin uzatilmasi
gerekir. Bu da iki yontemle gerceklestirilebilir. Ilki genel olarak kullanilan polyA kuyrugunun
eklenmesi, digeri ise stem-loop yapisinin eklenmesidir. PolyA kuyrugu eklendigi zaman
plazma icerisindeki diger miRNA’lara da baglanabilir. Ancak stem-loop primeri ile
yaptigimizda diziye 6zgii bolge ile cakistirdigimiz i¢in onun disindaki herhangi bir miRNA’ya
baglanmasi1 s6z konusu degildir. Bu ¢alismada daha zahmetli ancak daha gilivenilir sonug
veren stem-loop yapisimi kullanildi. Oncelikle stem-loop yapist olusturuldu. miRbase adli
sitede istedigimiz miRNA’y1 yazdigimizda bize uygun bir stem-loop dizisi veriyor. Bu stem-
loop yapisinin son 6 bazi hedef dizinin son 6 bazi ile eslesir. Primer uzunluklar1 25 bazin
iistiine ¢ikmamasina, kendi iizerine ve birbiri ile eslesme durumunun en az olmasina dikkat

edilir.
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Sekil 7: Stem-loop primer dizisinin olusumu (Marcial-Quino ve ark. 2016)

HEDEF fleri Primer Dizisi Geri Primer Dizisi

miR-15 CAGCTAGCAGCACATAATGGT AGTGCAGGGTCCGAGG
miR-16 CCAGCCAGTATTAACTGTGCT AGTGCAGGGTCCGAGG
miR-29 GAGCGTAGCACCATCTGAAAT AGTGCAGGGTCCGAGG
miR-196 GGTGGTAGGTAGTTTCCTGTT AGTGCAGGGTCCGAGG

Tablo 7: Ger¢ek Zamanli Polimeraz Zincir Reaksiyonunda kullanilan primerler

RT-PZR isleminde en 6nemli faz olusumun gozlendigi (exponential phase) fazdir. Farkl
tiriinlerin olugum serilerinin incelenebilmesi bu fazda olur ve bu fazin olusumu 6ncelik olarak
baslangic miktarma baghdir. Biitiin {iriinlerin ¢ogalma dengesi aymi noktaya geldiginde
karsilagtirmaya baslanabilir. Bu noktaya esik noktasi (threshold point) denir. Esik noktasi

olusum fazindaki kesin okumanin yapildig1 yerdir. Orneklerin karsilastirildigi bu faz Cr

(Cycle Threshold) olarak gosterilir (slideplayer.com, 2016).
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Sekil 8: 1)Rn+ degeri biitiin componentlere baglidir. 2)Rn- degeri taban degeridir. 3)ARn;Rn+ ile Rn- ile
arasindaki farktir arasindaki farkin biiyiigii elde elde edilen PZR firiiniin miktarinin sinyalidir. 4)ARn degerinin
iirtin olusum dongii sayisina orani Ct degerini verir (slideplayer.com, 2016)

miR-15, miR-16, miR-29 ve miR-196 i¢in Applied Biosystems, Step one plus cihaziyla
yapilan PZR protokolii asagidaki tabloda verilmistir.

Sicaklik Stire Dongii Sayisi
95 10 dakika 1X
95 10saniye
40X
55 30 saniye

Tablo 8: Gergek Zamanli Polimeraz Zincir Reaksiyonunda uygulanan protokol
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4. BULGULAR:

Caligmaya katilan kisilerin probiyotik kullanmadan 6nce ve kullandiktan sonraki alinan venoz
kanlarindan izole edilen ve daha sonra ¢cDNA’ya doniistrilen miR-15a-5p, miR-16-1-3p,
miR-29a-3p ve miR-196b-5p genleri ile U6 referans geninin gergek zamanli PZR islemi
sirasinda ¢ogalmaya basladigi, ilk dongli degeri yani Cr degerleri kullanilarak gen anlatim
diizeyleri hesaplandi ve bu degerler birbirleriyle karsilastirildi. Elde edilen miR-15a-5p, miR-
16-1-3p, miR-29a-3p ve miR-196b-5p genlerine ait ger¢ek zamanli PZR ¢ogalma egrileri

sekillerde gosterilmistir.
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Sekil 9: miR-15a-5p’nin RT-PZR doéngii sayisina gére ARn degerleri

Fol- R

Grafik 10: miR-16-1-3p’nin RT-PZR dongii sayisina gore ARn degerleri
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Sekil 11: miR-29a-3p’nin RT-PZR dongii sayisina gére ARn degerleri
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Sekil 12: miR-196b-5p’nin RT-PZR dongii sayisina gére ARn degerleri

Gergek zamanli PZR verilerinin analizi i¢in en yaygin kullanilan metod bagintili dlgme
yontemidir. Bu yontemde hedef genin probiyotik kullanmadan once ve sonra gruplarindaki
sinyaller g6z oniinde bulundurulur. Deneylerde gen ifadelerindeki goreceli degisikliklerin
analizinde 2"**“' metodu kullanilir. Hedef genlerimiz olan miR-15a, miR-16-1, miR-29a, miR-
196b ve referans genimiz i¢in Cr degerlerini belirleyerek asagidaki formiil ile genlerin ifade

diizeylerindeki artis veya eksilme oranlar1 belirlenir.

AC1= Crueper) - CT(REFERANS)

ACr; hedef ve referans genler igin belirlenen threshaldcycle (Cr) yani dongii sayist farkim
ifade etmektedir. Pratik olarak baseline floresans sinyallerinin 10X standart sapma degeri

threshold olarak kabul edilir ve 35X ten biiyiik Ct kullanilmas1 uygun degildir.

AACT= (CT(hedeﬂ'Ct(referans))SONRA - (CT(hedef)‘Ct(referans))ONCE

2"22C= (Jr{in miktar1 orani
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Probiyotik kullanmadan 6nceki ve sonraki guplara ait 6rneklerin hem housekeeping gen U6
icin hem de hedef genler miR-15, miR-16, miR-29, miR-196 i¢in Cy, ACr, AACy ve 224
degerleri sirastyla tablolarda gosterilmistir. Diisiik ACt, daha yliksek miRNA seviyesini ve
yiiksek ACt daha diisiik miRNA seviyesini temsil eder (Liang ve ark. 2014).

Istatiksel degerlendirmeler ise t-testi ile yapilmistir. miR-15, miR-16, miR-29, miR-196
ekspresyon seviyelerindeki kat orani degeri >1.5 olarak tespit edilmistir. T-testi verilerine

gore ise miR-15 p<0.05, miR-16 p<0.05, miR-29 p<0.05 ve miR-196 p>0.05 bulunmustur.

30



<. | miR-152-5p | miR-i3a-5p miR-15a-5p -15a-3p

Me Hedaféianra} t'.ed.qgr{}nwj Rﬁerﬁﬁm-ﬁ} Refi ug'i{uuza} {Bﬂ ) {ﬂ} AACy | 2uct
1 33,66 33,77 334 322 026 157 | -1,31 | 248
2 3463 3342 36 328 -137 0E | -1.% g 3.97
3 B 3336 3133 33,65 1,88 020 | 217 o2
4 33,57 3411 327 na 087 17 | -083 ) 178
5 1823 3343 3451 3216 -1.26 120 | -255 | 5.86
il 333 13 3452 212 -1.22 147 | -2.69 | 645
7 B2 1R 34,29 13,65 087 | 013 | A1 2
§ B 03 34,19 31,65 -0.37 238 |25 T2
g 3406 B2 35121 313 =113 192 | -307 | 839
10 33,75 3318 36,12 323 -237 098 | 335 | 1019
il 33.23 3338 33,19 332 004 | 008 | -4 | 11
12 32,99 Erd g 34,60 324 -1,67 057 | -24 | 472
13 3436 313 3478 3331 042 098 | 056 | 0,68
14 1348 1.0 Mn .67 =075 057 | 018 ] 183
15 33,18 .30 3246 420 0.72 007 | 065 | 063
16 33,37 33355 3461 3431 =124 76 | 048 | 139
7 3332 3R 3467 3337 =135 035 | -7 | 3,25
18 32,7 Bl 34,64 3.3 1| D18 | -L76 | 338
10 337 1y 328 3230 0e 0,28 002 | 000
) Bnw 46 344 332 0.8 126 | -043 | 1,34

Tablo 9: miR-15a-5p’nin Ct, AC,, AAC; ve -AACt degerleri

31




miR-16-1-3p | miR-16-1-3p | miR-16-1-3p miR-16-1-3p acr | acy
NO Hada.‘_{; Snnra] Hedef{Once} Rﬂfﬂrﬂ]:'lf{ Sonra) Ruﬂiera{lusf cej (Soura) | (Ouce) AACy 2
Cr Cr Cr Cr

1 26,6 18,06 334 322 68 | -414 | -2.66 | 632
2 21.56 883 36, 328 B4 | 397 | 447 2216
3 26,52 L1 31,33 336 481 | 589 | 108 | 047
4 25,74 844 a7 a4 096 | 398 | 208 | 789
5 26,74 o 34,51 32,16 LT | 405 | 372 15,107
G 26,32 2834 3432 212 82 | 378 | 442 | 2141
7 26,81 P 3429 3365 -T48 | -321 | 227 | 482
g 159 2856 34,19 3165 €3 | <309 | 32| 925
9 21136 2696 3521 313 -785 | 434 | 35111139
10 2078 28,05 36,12 322 634 | 415 | 219 4356
11 2122 302 33,19 132 -597 | <218 | 379 | 1382
12 26,72 2931 34,66 324 -T94 | 309 | 485 | 28384
13 26,45 2877 34,78 3331 233 | 4 | 359 1204
14 704 2622 3423 167 JA8 | <745 | 026 | 084
13 6.9 T35 3246 3420 -8 -8 ] 14 | 038
16 FA 26.93 34,61 3431 46 | <736 | 072 | 06
17 26,86 26,62 34,67 By -781 | 675 | -1,06 | 208
18 1714 2631 3464 3338 -75 | -707 | 043 | 134
19 26,89 6.1 32.8 3239 -591 | 629 | 038 | 076
20 26,62 26,25 324 132 -582 | 695 | 113 | 045

Tablo 10: miR-16-1-3p’nin Ct, AC,, AAC, ve 27*“' degerleri
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o | pi2oadp | mitioadp | miRDadp | mRBed | e | || e
NO ﬂEﬂEIé:ﬂIlraj uedfgrﬁm'.a) nmra:{tj&::mnraj nﬂemé:lunce,l (Senra) | (Guce) AACY | 22aC
i 6.6 26.34 34 323 68 | 380 | 4] 1L
2 27,81 26,58 36, 128 -519 | 622 ) -197 | 391
3 26,54 2147 3133 3365 4.7 | 618 | -139 | 038
4 26,47 21,85 27 nsn -6,23 } -457 } -166 | 316
5 26,7 28,06 34351 32,16 -T8 0y 41 )3T 1308
6 27.45 2713 3452 nn -107 ) 499 | -208 4 422
7 27.41 27,18 3429 33,65 6,88 | -647 | 041 4 132
8 2.2 5 34,18 31,65 -119 % 412 } 307 4 839
Y 2738 6.3 BAn 313 183 | 4% Yy 3037 81§
10 21,53 2649 36,12 122 -39 | 571 | -288 | 736
li pial| g 33,19 1332 608 | 04 | 56815127
12 26,96 26,12 34,66 324 S0 | <368 | 202 % 405
13 288 padic] 34,78 1351 598 | 642 | O ) 04
14 27,72 26,80 3423 3.6 631 | 681 | 43 | &1
15 21,33 17 3246 429 S8 <712 | Lee ) 0
16 26,32 26,19 .61 3431 420 | 752 | 07T 17
17 26,56 2698 34.67 1337 -511 | 639 | -L72 4y 3.29
18 26,78 26.51 34,64 1338 -1.86 | -6.87 | -099 7 198
19 25,8 26,78 EFR 3238 -1 -361 | -139 4 2.62
20 26.4 86 32.44 332 504 F 46 -1 2N
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Tablo 11: miR-29a-3p’nin Ct, ACt, AACt ve 2-AACt degerleri




miR-196b-5p

NO | Hedef(Sonra) Hedﬁﬂme} Relern3ommn) | Rete -?{’E‘n ” oy | B | 4468 |

1 30,48 057 334 322 -ad2 | -263 | 020 122
2 30,96 19,62 36, 328 504 | -318 | -1.86 | 3.63
3 316 30, 3133 3365 027 | 365 | 352 | 006
Y 066 27 e | 22 -6 [ 0s | ux
5 30,72 983 M5 32,16 -39 | 233 | -l46y 275
] 30.6 3031 352 3212 -3902 | -181 | -2ii | 431
7| 50 026 3429 ne |33 |33 | 005 | 0%
g 31,13 2883 3419 3165 -306 | -282 | 024 ] LIB
9 30,17 30,13 3521 313 504 ) -117 | -3.87 | 1462
0 | 3134 3034 3612 122 478 | 186 | 292 { 756
11 31,02 3078 33,19 332 217 | -242 | 025 | 084
12 31,44 304 34,66 324 352 | -166 | -156 | 294
NEEE: 038 T8 ns | a4 |4 || w2
14 31,32 19.86 3423 3367 =271 | -3381 1.1 | 046
15 31,12 30,65 3246 3420 =134 | =364 | 23 0,2
16 30.4 2967 34,61 3431 421 | 464 | 043 ¢ 074
17 30,02 2009 34,67 By 465 | -338 | -1.27 | 241
18 30,82 2076 34,64 3338 5382 | 38| -0l L4
19 31,33 03l 3238 2.9 -147 | 208 | 061 | 065

20| 316 045 N4 12 | o7 |27 | 190 [ 025

Tablo 12: miR- 196b-5p’ ninCt, ACt, AACt ve 2-AACt degerleri
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4.1.istatistiksel Sonuclar

4.1.1. Grup 1: miR-15

miR-15
Gegerli N Ortalama Standart sapma
Once 20 0,7835 0,49954
Sonra 20 1,8645 1,25686
Grup: miRNA15
2,5 -
2,0
1,8645

O
2 157
[Te)
o

1,0 T

0,7835
054 -
C')r:::e Surlu'a

Grafik 1: miR-15’in ortalamasi ve standart sapmasi (p<0.05)
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4.1.2. Grup 2: miR-16
miR-16
Gegerli N Ortalama Standart sapma
Once 20 58,3880 57,70180
Sonra 20 156,8520 97,44461
Grup: miRNA16
200 1
150+ 156,85
5
=
w0
m —,—
100
- 58,388
— T
Once Sonra

Grafik 2: miR-16’nin ortalamas1 ve standart sapmasi (p<0.05)

36




4.1.3. Grup 3: miR-29

miR-29
Gegerli N Ortalama Standart sapma
Once 20 65,5530 46,49326
Sonra 20 161,0960 102,40566
Grup: miRNAZ29
200
il
161,10
150
3]
=
[T —
L=})
1001
¢
65,553
50
. T T
Once Sonra

Grafik 3: miR-29’un ortalamasi ve standart sapmasi (p<0.05)
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4.1.4. Grup 4: miR-196

miR-196

Gegerli N

Ortalama

Standart sapma

Once 20

8,2755

5,36613

Sonra 20

12,4640

10,08787

Grup: miRNA196

187

167

147

124

95% CI

12 464

T
Once

Grafik 4: miR-196’nin ortalamasi ve standart sapmasi (p>0.05)
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GRUPLAR

Kat artist Once Sonra
Gegerli N 9 9 9
KADIN Ortalama 0,8144 0,7556 1,6567
Standart sapma 1,76095 0,54763 1,63611
miR-13 Gegerli N 1 1 1
ERKEK Ortalama 1,4491 0,8064 2,0345
Standart sapma 1,16170 0,48262 0,88840
Gegerli N 20 20 20
TOTAL Ortalama 1,1635 0,7835 1,8645
Standart sapma 1,45633 0,49954 1,25686
Gegerli N 9 9 9
KADIN Ortalama 1,8200 45,4089 137,0722
HiRL6 Standart sapma 2,38728 46,44690 101,87308
Gegerli N 11 11 11
ERKEK Ortalama 1,9818 69,0073 173,0355
Standart sapma 2,01231 65,76121 95,38684
Gegerli N 20 20 20
TOTAL Ortalama 1,9090 58,3880 156,8520
Standart sapma 2,13019 57,70180 97,44461
Gegerli N 9 9 9
KADIN Ortalama 0,9811 58,2311 132,8656
Standart sapma 1,91293 38,09276 118,09051
miR-29
Gegerli N 11 11 11
ERKEK Ortalama 1,8918 71,5436 184,1936
Standart sapma 1,62568 53,46505 86,39872
Gegerli N 20 20 20
TOTAL Ortalama 1,4820 65,5530 161,0960
Standart sapma 1,77420 46,49326 102,40566
Gegerli N 9 9 9
KADIN Ortalama -0,1411 6,8778 8,7100
iR196 Standart sapma 2,17599 3,66395 8,28996
Gegerli N 11 11 11
ERKEK Ortalama 0,6455 9,4191 15,5355
Standart sapma 1,47816 6,38551 10,73846
Gegerli N 20 20 20
TOTAL Ortalama 0,2915 8,2755 12,4640
Standart sapma 1,81791 5,36613 10,08787

Tablo 13:miR-15, miR-16, miR-29 ve miR-196’nin erkek ve kadinlar arasindaki kat artisi-6nce-sonra degerleri

39




[

Mean
& 2
2 (=[]
(=] (=]
1 1

Grafik 5: miR-15, miR-16, miR-29 ve miR-196’nin 6nce ve sonra ortalama degerleri
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Grafik 6: Tim hedef miRNA’lar i¢in erkek ve kadin gruplar arasindaki 6nce ve sonra ortalama degerleri
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Grafik 7: miR-15’in kadin ve erkek gruplar arasinda 6nce ve sonra degerlerindeki artis (p>0.05)
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Grafik 8: miR-16’nin kadin ve erkek gruplar arasinda dnce ve sonra degerlerindeki artis (p>0.05)
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Grafik 10: miR-196’nin kadin ve erkek gruplar arasinda 6nce ve sonra degerlerindeki artig (p>0.05)
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812

hsa-miR-15a-5p hsa-miR-16-1-3p hsa-miR-29a-3p hsa-miR-196b-5p
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Grafik 11: 2 degeri kullanilarak housekeeping gene gore miRNA hedef gen ekspresyonundaki artis (kat orani
degeri >1.5)
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5. TARTISMA

Probiyotikler, belirli miktarlarda tiiketildiginde konak¢i sagligi iizerinde olumlu etkilere
neden olan mikrobiyal gida katkilar1 olarak tanimlanmaktadir. Probiyotiklerin tiiketici sagligi
lizerinde yarattig1 etkilerin en detayl sekilde arastirildigi mikroorganizma grubu laktik asit
bakterileridir. Bu ¢aligmalardan elde edilen veriler; probiyotiklerin kullaniminin insanlarin ve
hayvanlarin saglikli beslenmesinde ve mikrobiyel enfeksiyonlardan korunmasinda ucuz ve
giivenli bir yol olduguna isaret etmektedir (Kim ve ark. 2006). Giinlimiizde probiyotik katkili
birgok siit {iriiniiniin endiistriyel iiretimi gerceklestirilmektedir. Insan ve hayvan bagirsak
sisteminden izole edilen Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus paracasei ve
Bifidobacterium tiirleri, bu amagla en yaygin kullamim alan1 bulan bakterilerdir.
MikroRNA’lar (miRNA’lar) kiiclik, yaklasitk 22-23 niikleotid uzunlugundaki protein
kodlamayan RNA molekiilleridir. Normal dokularda diizenli miRNA transkripsiyonu
onemlidir ¢iinkii miRNA’lar hedef mRNA’ya baglanip protein translasyonunu bloke eder
boylece hedef gen ekspresyonunu baskilayarak gelisim, farklilasma, ¢ogalma, hiicre 6liimi
gibi siireclerde rol oynarlar. ilk olarak bazi miRNA’larin bu siiregleri tek bir hedef geni
baskilayarak diizenledikleri belirlenmis olsa da zamanla birgok miRNA’nin tek basina birden

fazla hedef geni baskilayabildigi anlasilmistir (Selbach ve ark. 2008; Baek ve ark. 2008).

Basta kanser olmak iizere cesitli hastaliklarda miR-15, miR-16, miR-29 ve miR-196’nin
ekspresyon seviyelerinin ¢ok diisiik veya hi¢ olmadigi pek ¢ok calismayla gosterilmistir. Her
ne kadar miRNA’larin ¢esitli hastaliklardaki rolii genis Ol¢iide belirlenmis olsa da insan
viicudundaki en genis canli popiilasyonuna sahip olan bagirsakta bulunan yararli bakterilerin
kan gibi viicut sivilarindaki miRNA’larin iizerindeki etkisine dair yeterli ¢aligmalar mevcut
degildir. Bu sebeple yaptigimiz bu ¢aligma icin literatiir arastirmalarinda benzer bir ¢caligmaya
rastlanmamistir. Mevcut calismamiz probiyotiklerin  ve  miRNA’larin arasindaki etki
mekanizmasma dair yapilan ilk ¢alismadir. Ozgiin degeri yiiksek bu arastirma igin tespit

ettigimiz miRNA’lar ile ilgili literatiir calismalar1 asagida sunulmustur.

Liang ve ark. 2014’te yaptiklar1 calismada erken yaslar1 boyunca gastrointestinal sistem (GIS)
gelisiminde miRNA'larin potansiyel diizenleyici rollinii arastirmay1 amagcla, inek buzagilarinin
dogduktan 7 giin, 21 giin, 30 giin ve 42 giin sonra rumen ve ince bagirsak (orta jejunum ve
ileum) doku 6rneklerini kullanmiglardir. MiR-15, miR-16, miR-29 ve miR-196in ekspreyon
seviyelerini, Bifidobacterium veya Lactobacillus tiirlerinin 16S rRNA geninin kopya

sayilariyla pozitif yonde iligkili bulmuglardir. Saglikli bireylerde yaptigimiz ¢alismayla biz de
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sase olarak satilan probiyotik gida takviyesi kullanimiyla plazmada miR-15, miR-16, miR-29

ve miR-196’nin ekspresyon seviyelerini arttig1 sonucuna ulastik.

CD4+ regiilator T hiicreleri (Treg'ler) immiin yanitlar1 kontrol etmek ve otoimmiiniteyi
onlemek i¢in gereklidir. Gelismeleri icin, miRNA'lar tarafindan gen ekspresyonu
diizenlenmelidir. Treg gelisiminde miRNA fonksiyonunu anlamak icin, Yogesh ve ark. 2015
yilinda yaptiklar1 ¢alismayla 6nemli miRNA'lar1 ve ilgili hedef genlerini arastirmislardir.
Treg'lerde daha fazla miktarda eksprese edilen miRNA'lardan sadece miR-15b/16, miR-24 ve
miR-29, Treg'lerin in vitro indiiksiyonunu overekspresyon ve bloke etme deneylerinden
etkiledigini ortaya c¢ikarmislardir. miRNA mimikleri bunlar i¢in iTreg’lerin indiiksiyonunu
Dicer—/— CD4+ T hiicrelerinde belirli sekilde arttirmistir. Ayrica miR-15b/16'nin over-
ekspresyonu Rag2-/- farelerine aktarilmis konvansiyonel CD4+ T hiicrelerinde periferik
Treglerin in vivo gelisimini arttirmis ve otoimmiin kolit siddetini azaltmistir. MiR-15b/16
hedefleri i¢in yaptiklart deneyler esnasinda rapamisin (mTOR) sinyal yolaginin memeli
hedefini Dicer-/- CD4+ T hiicrelerinde arttirdigini ve farmakolojik inhibisyonunun iTreg'lerin
indiiksiyonunu iyilestirdigini gozlemlemislerdir. mTOR sinyalinin baskilanmasi naif CD4 + T
hiicrelerinden iTreg'lerin indiiksiyonu i¢in gerekli oldugu ve mTORC2 bileseni olan Rictor,
miR-15b/16 i¢in fonksiyonel bir hedef yeri igerdigi vurgulanmigtir. Rictor, mTOR’da oldugu
gibi Dicer-/- T hiicrelerinde daha fazla eksprese edilmis ve bunlarin ekspresyonu, miR-
15b/16'"nin asir1 ekspresyonu tarafindan downregiile edilmistir. Yaptigimiz ¢aligmayla miR-
15, miR-16 ve miR-29’un ekspresyon seviyeleri probiyotik kullanimiyla artmistir. Boylece
probiyotiklerin immiiniteyi kontrol eden Treg’lere mTOR ve rictor yolaklarini baskilayan

miR-15, miR-16 ve miR-29 {izerinden etki edebilecegi kanisina varilmistir.

Anke ve ark. 2014’te kalbin yeniden yapilanmasindaki miR-15 ailesindeki artisinin, TGFf
aktivitesini sinirlamak i¢in feedback mekanizmasinin bir parcasi olduguna dair bir ¢alisma
yapmiglardir. MiR-15b'nin  inhibisyonu ve over-ekspresyonundan sonra  kiiltiirlii
kardiyomiyositlerde ve fibroblastlarda TGFBRImRNA ve protein ve SMAD3mRNA
diizeylerinin diizenlendigini bulmuslardir. In vivo olarak, TGFBR1 ve SMAD3, antimiR-15b
enjekte edilen farelerde mRNA seviyesinde belirgin sekilde upregiile edildigi gosterilmistir.
Calismalar, TGFB-yolaginin birka¢ geninin miR-15 ailesinin dogrudan hedefi oldugunu
sOylemektedir. Coklu TGFB yolagi genlerinin ekspresyonunu, kiiltiirlenmis kardiyak
hiicrelerde miR-15’in hem knockdown hem de over-ekspresyonu tarafindan siki bir sekilde
diizenlendigi gosterilmistir. Ayrica lusiferaz analizi ile bu TGFB yolagi genlerinin

3'UTR'sinin miR-15 ailesinin iiyelerine duyarli oldugu kanitlanmistir. Overloaded kalp; kalp
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yetmezliginin gelisimine katkida bulunan kardiyomiyosit hipertrofisi ve interstisyel fibroz
tarafindan yeniden yapilandirilir. TGFB-yolag: tarafindan sinyallesme bu yeniden yapilanma
icin onemlidir. Overloaded kalpte birden fazla tiire bagli olarak upregiile edildigi bulunan
miRNA-15 ailesinin TGFf yolaginm1 TGFBR1 ve p38, SMAD3, SMAD7 ve endoglin de dahil
olmak iizere dogrudan veya dolayli olarak bu yolak i¢indeki birka¢ geni hedefleyerek inhibe
ettigini gostermislerdir. Transvers aort daralmasina maruz kalmis C57BL/6 farelerde LNA-
temelli anti-miRs'nin subkutan enjeksiyonu ile miR-15b'nin inhibisyonu, fibrozisi ve daha az
derecede de hipertrofiyi arttirdigi kanitlanmistir. miR-15 seviyesi fibrosiz ve hipertrofide

azalirken probiyotik kullaniminda miR-15 seviyesinin arttg1 kanitlanmistir.

Baska bir ¢alismada Yuanbin ve ark. tarafindan 2015°te yasla iligkili kataraktli hastalarda lens
epitel hiicrelerinde hsa-miR-15a ve hsa-miR-16-1'in ekspresyon diizeylerini incelemek ve bu
mikroRNA'larin bu hastaligin patogenezindeki rollerini daha 1yi anlamak i¢in yapilmistir.
Calismaya 61 + 8.4 yas aralifindaki 60 yasa-bagl kataraktl hasta (20 kortikal kataraktli, 20'si
niikleer kataraktli, 20'si posterior subkapsiiler kataraktll) ve 20 normal kisi dahil edilmistir.
RT- PZR ile lens epitel hiicrelerden elde edilen hsa-miR-15a-5p, hsa-miR-15a-3p, hsa-miR-
16-1-5p ve hsa-miR-16-1-3p ekspresyonu saptanmistir. Bu mikroRNA'larin, hedef genlerinin
yani Bcl-2 ve Mcl-1'in ekspresyonu da degerlendirilmistir. Hsa-miR-15a-5p, hsa-miR-15a-3p
ve hsa-miR-16-1-5p, normal lens epitel hiicrelerinde diisiik seviyelerde eksprese edildigi,
ancak kortikal, niikleer veya posterior subkapsiiler kataraktl hastalarin hiicrelerinde anlaml
olarak daha yiiksek seviyelerde bulunmustur (p<0.01). Normal lens epitel hiicrelerinde hsa-
miR-16-1-3p nispeten yliksek seviyelerde eksprese edildigi, ancak her katarakt grubundaki
hastalarin hiicrelerinde ekspresyon Onemli derecede azalmis veya gozlemlenmemistir (p
<0.01). Bcl-2 ve mcl-1 hedef genleri ile ilgili olarak, normal lens epitel hiicrelerinde
ekspresyon saptanabilirken, kataraktli hastalarda tiplerine bakilmaksizin diizeyleri anlamli
olarak azalmistir (p<0.01). Yasa baglh kataraktin ii¢ tipinde lens epitel hiicrelerinde anti-
apoptotik genler Bel-2 ve Mcl-1'in ekspresyonunu baskilayabilen, hsa-miR-15a-5p, hsa-miR-
15a-3p ve hsa-miR-16-1-5p ekspresyonu yiikselmistir boylece apoptoz yoluyla yasa bagl
katarakt patogenezine katkida bulunmuslardir. Bizim c¢alismamizda miR-15 ve miR-16

seviyeleri probiyotik kullanimiyla artmistir.

2012 yilinda yapilan yine bir bagka g¢alismada Rivas ve ark. asir1 progestin verilen ve
progesteron reseptorii (PR) susturulmus meme kanseri hiicre hatlarinda miRNA ifade
diizeylerini incelemislerdir. Daha Once losemilerde tiimdr baskilayicit fonksiyonu oldugu

gosterilen miR-16 geninin ekpresyon diizeyine bakilmistir. Bu ¢alismada asir1 progestin ve
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bliytime faktorleri verilen hiicre hatlarinda miR-16’nin ifade diizeyinin azaldigi bunun da
progesteron reseptor vasitasiyla sinyal indiikleyici ve yazilimi aktiflestirici STAT3 ve
onkogenik yazilim faktoérii c-myc arasinda karsilikli bir etkilesime neden oldugu
vurgulanmistir. miR-16 hedeflerinin arastirilmasi sonucunda hiicre dongiisiiniin diizenleyicisi
siklin E1 geninin 3’UTR bolgesinde korunmus miR-16 gen bdolgesi icerdigi bildirilmistir ve
benzer olan bir molekiiler mekanizma ile progestinin miR-16 ifade diizeyini degistirebilecegi
savunulmustur. Progestin, STAT3 ve c-myc’in de etkisiyle siklin E1 ifadesini tetiklemektedir.
Sonug olarak progestin ile artan siklin E1 ifadesini miR-16’nin ekspresyonu engellemektedir.
Bu durum siklin E1’in ve dolayisiyla miR-16 geninin meme kanserinde yeni bir hedef
olabilecegini gostermektedir. Yaprtgimiz ¢alisma ile probiyotik gida takviyesi alimimin miR-

16 geninin ekspresyon seviyesini arttirdigini ortaya ¢ikarmstir.

Proto-onkogen c-Myc multipl miyelom patogenezinde 6nemli rol oynar ve potansiyel bir ilag
hedefi olarak kabul edilir. Manujendra ve ark. 2016 yilinda yayinladiklar1 makaleyle PRIMA-
IMet'in faz I/II klinik denemesinde anti-timor aktivitesine sahip kiigiik bir molekiil olan
PRIMA-1Met i¢in yeni bir mekanizmanin kanitin1 sunmaktalar. PRIMA-1Met'in c-Myc't
baskilayarak ve miRNA-29a'y1 upregiile ederek MM (multip] myeloma) hiicrelerinde
apoptosizi baslattigin1 gostermislerdir. Calismalari, normal hematopoietik hiicrelere kiyasla,
MM hiicre hatlar1 ve hasta primer hiicrelerinde miRNA-29a'nin anlamli olarak daha diisiik
ekspresyonunu ortaya koymus, in vitro MM hiicrelerinde miRNA-29a'nin zorlanmis
ekspresyonu canliligi inhibe edip apoptozu tetikledigini gostermistir. MiRNA-29a, MM
hiicrelerinde PRIMA-1Met tedavisini takiben upregiile edildigi ve PRIMA-1Met-indiiklenmis
etkilerde miRNA-29a’nin olas1 tiimdr baskilayici oldugunu ortaya ¢ikarmistir. Calismamiz,
probiyotik kullanimmin miRNA-29a'nin seviyesini arttirict  etkiye sahip oldugunu

kesfetmemize yol agmustir.

Pankreas Duktal Adenokarsinomasi (PDAC) mevcut terapdtik yontemlere olumsuz yanit
veren ¢ok Oliimcil bir malignitedir. Jason ve ark. 2016’da yeni terapétik stratejilerin
gelistirilmesi amaciyla, pankreatik kanser hiicrelerinde miR-29'un downregiilasyonu ve miR-
29a'ya duyarli kemoterapdtik direngli pankreatik kanser hiicrelerinin gemsitabine karsi asirt
ifadesini, kanser hiicresi canliligimi azalttigini ve sitotoksisiteyi artirdigini bulmuslardir.
Dahasi, miR-29a otofagozom ve otofaji belirtecleri, LC3B ve p62 birikimi ve otofagosome-
lizozom fiizyonunda bir azalma ile kanitlandig1 iizere otofaji akisin1 engellemistir. Buna ek
olarak, miR-29a, sirasiyla, lizozomal fonksiyon ve otofagozom trafigi i¢in kritik olan otofaji

proteinleri, TFEB ve ATG9A'min ekspresyonunu azaltmistir. TFEB'min veya ATG9A'nin
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knockdownu otofajiyi, miR-29a over-ekspresyonuna benzer sekilde inhibe etmistir. Yapilan
caligmalarla, miR-29a'nin giiclii bir otofaji inhibitérii olarak islev gordiigiinii, kanser
hiicrelerini gemsitabine duyarli hale getirdigini ve invaziv potansiyellerini azalttigini
gostermistir. Probiyotik-aracili miR-29a seviyesindeki artis yeni bir terapi olarak miR-29a'nin

kullanimi i¢in kanit sunmustur.

Interferon-y (IFN-y) intraseliiler bakteriyel enfeksiyona karsi bagisiklik tepkimelerinde kritik
bir role sahiptir. miRNA'lar dogal ve adaptif bagisikligin diizenlenmesinde 6nemlidir. Fakat
miRNA'larin direkt olarak IFN-y'y1 hedefleyip hedeflemedigi ve transkripsiyon sonrasi IFN-y
tiretimini diizenleyip diizenleyemedigi bilinmemektedir. Feng ve ark. 2011°de yaptiklari
caligmayla farelerin Listeria monocytogenes veya Mycobacterium bovis bacillus Calmette-
Guérin (BCG) (-bcg asisi) ile enfekte edilmesinin, IFN-y iireten NK hiicreler, CD4+ T
hiicreleri ve CD8+ T hiicrelerinde miR-29 ifadesini down-regiile ettigini gdstermislerdir.
Ustelik, miR-29, dogrudan IFN-y mRNA'sin1 hedefleyerck IFNy iiretimini bastirmustir.
Endojen miR-29 hedefleri (GS29 fareleri) ile yarigsmak i¢in bir 'slinger' hedefinin transjenik
ekspresyonu olan fareler gelistirmiglerdir. L. monocytogenes-enfekte GS29 farelerinde IFN-y
ve distik L. monocytogenes yiiklerinin serum konsantrasyonlarini, batinlarindan daha ytiksek
bulmuslardir. GS29 fareleri, T yardimer tip 1 (THI) yanitlarini arttirmis ve BCG veya
Mycobacterium tuberculosis ile enfeksiyona karsi daha fazla direngli oldugunu
gostermislerdir. Dolayistyla miR-29, hiicre i¢i patojenlere karsi immiin yanitlar1 IFN-y'yi
hedef alarak bastirabilir bu da probiyotik alimiyla artmigs miR-29 seviyesinin IFNy’y1

etkiledigi ve immiiniteyi korudugu fikrini ortaya ¢ikarmstir.

MiRNA'lar onkogeneze katkida bulunan yolaklar1 diizenlerler. Bu nedenle kanserde
mikroRNA ekspresyonunun bozulmasina neden olan mekanizmalar ¢ok onemlidir. Olgun
mir-29 seviyeleri malign hiicrelerde azalir ve bu degisiklik apoptoz direnci de dahil olmak
iizere malign fenotipi tesvik eder. Bununla birlikte, miR-29 baskilanmasindan sorumlu
mekanizma bilinmemektedir. Justin ve ark. 2011 yilindaki caligmalarinda kromozom
7q32'den eksprese olan miR-29’un down-regiilasyonunu kolanjiyokarsinom hiicreleri
kullanarak incelemislerdir. ¢cDNA wuclarmin 5' hizli amplifikasyonu kullanilarak, bu
mikroRNA lokusu ig¢in transkripsiyonel baslangi¢ yeri belirlenmistir. Hesaplamali analiz,
transkripsiyonel baslatma alaninin yanindaki bolgede, iki varsayilan E-box (Myc-baglama)
alanlari, bir Gli-baglama bolgesi ve dort NF-xB baglanma yeri bulundugunu ortaya
cikarmigtir. Kolanjiyokarsinoma hiicrelerindeki promotor aktivitesi c-Myc transfeksiyonu ile

baskilanmig, diger hiicre tipleri ile uyumlu bulunmustur. Diizeltilmis sinyalleri engelleyen
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Hedgehog inhibitdr cyclopamine ile tedavi; promotor aktivitesini ve olgun miR-29
ekspresyonunu arttirmistir. Mutajenez analizi ve jel kayma(degisim) verileri, Gli'nin mir-29
promotoriine dogrudan baglanmasi ile uyumludur. Son olarak, TLR ligasyonu yoluyla NF-kB
sinyalleme aktivasyonu mir-29 ekspresyonunu ve promotdr fonksiyonunu da baskilamistir.
Hedgehog aktivasyonu, TLR ve c-Myc sinyallemesi kolanjiyositleri TRAIL-indiiklenmig
apoptozdan korur. Probiyotik kullanimi mir-29 ekspresyonuna etki ederek, c-Myc'e ilaveten,
hedgehog sinyalleme ve inflamuar yolaklarini bastirabildigi ve probiyotik ve insan
malignitelerinin olusumunu Onleyici mekanizmalarin arasinda bir iligki oldugu kanisina

varilmstir.

Timor siipresorii p5S3 birgok hiicresel stres tepkisinin merkezindedir. Seong ve ark.
calismasinda CDC42 ve p85a'y1; p53 yolagindaki miR-29 miRNA'larinin kritik hedefleri
olarak tanimlamaktadir. PI3K, katalitik altbirim p110 ve diizenleyici altbirim p85a'dan olusan
bir kinazdir. P110, yalmizca p85a'ya baglandiginda dengelenir. Bu nedenle, miR-29
miRNA'lar1 p85a'y1 hedefleyerek PI3K aktivitesini azaltabilmis ve bu AKT'min azalmis
fosforilasyonuyla sonuglanmistir. AKT, p53'e baglanan ve proteolize etmeyi kolaylastiran
MDM2'yi fosforile ve inaktive ettiginden, MDM?2 fosforilasyonundaki azalma, p53'in
stabilizasyonuna neden olmustur. Dolayistyla, miR-29 bir PI3K, AKT ve MDM2 aracili
mekanizma yoluyla p53'ti upregiile etmistir. Caligsmalarinda knockdown CDC42'nin p53
seviyelerini arttirdigini ve CDC42'nin ektopik ekspresyonu, miR-29-indiiklenmis, p53'e bagl
apoptozu kurtardigi gosterilmistir. Ayrica P53 aktivitesini modiile eden miRNA'lar i¢in bir
taramada, miR-29 ailesi iiyelerinin (miR-29a, miR-29b ve miR-29c) p53 diizeylerini upregiile
ettigi ve p53'e bagimhi bir sekilde apoptozise neden oldugu bulunmustur. Dolayisiyla
probiyotik bakteri suslarinin p53 aracili yolagi miR-29 iizerinden etkileyerek apoptozisi

indiikleyabilir diisiincesi ortaya ¢ikmuistir.

Tiimor hipoksisi, kemorezistansa katkida bulunan timor mikro ortaminin o6zelliklerinden
biridir. Hipoksi, bir dizi miRNA'nin ekspresyonunu da diizenler. Magali ve ark. 2015°te
yaptiklari ¢calismada, kemoterapi-indiiklenmis apoptoza karsi direng gosteren hipoksi altindaki
miRNA'lar tarafindan aktive/inhibe edilen mekanizmalari anlatmislardir. MiR-196b hedef
mRNA'lar1, proteomik analiz, liisiferaz aktivite analizi, RT-qPZR ve western blot analizi ile
belirlemiglerdir.  Sonuglar, hipoksinin, etoposid tarafindan indiiklenen miR-196b
ekspresyonunu downregule ettigini gostermistir. MiR-196b over-ekspresyonu, etoposide-
indiiklenmis apoptozu arttirmistir ve hipoksi altinda hiicre oliimiiniin korunmasini tersine

cevirdigi gozlenmistir. Biyoinformatik analizlerle kombine edilen proteomik bir yaklagimla,
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IGF2BP1 miR-196b'nin potansiyel bir hedefi olarak tespit edilmistir. Aslinda, miR-196b
over-ekspresyonu, IGF2BP1 RNA ekspresyonunu ve protein seviyesini diistirmiistiir. MiR-
196b veya IGF2BP1 siRNA tarafindan downregiile edilen IGF2BP1 apoptozda artisa ve
normal kiiltiir kosullarinda hiicre yasayabilirligi ve proliferasyonunda bir azalmaya neden
olmustur. Ancak IGF2BP1 susturma, muhtemelen apoptozun diizenlenmesinde yer alan miR-
196b'min tek hedefi olmadigi i¢in, hipoksi tarafindan indiiklenen kemorezistans {izerinde

degisiklik yapmamustir.

HOXA9 ve MEISI, karigik kokenli 16semi (MLL) ile yeniden diizenlenmis 16semide énemli
onkojenik rollere sahiptir. 2012°’de Zejuan ve ark. yaptigr ¢alismada miR-196b zorlanmis
ekspresyonu, Hoxa9/Meisl  ekspresyonunu  baskilayarak  primer  kemik  iligi
transplantasyonunda MLL-flizyon aracili 16semogenezi Onemli Olgiide geciktirdigi
gozlemlenmistir. Ancak, miR-196b'nin ektopik ekspresyonu, daha agresif 16semi fenotiplerine
neden olmustur bu da biiylik olasilikla, MLL ile yeniden diizenlenmis 16semide downregiile
edilen bir proapoptotik gen olan Fas ifadesinin daha fazla bastirilmasi yoluyla meydana
gelmistir. FAS'in asir1 ekspresyonu, l6semogenezi onemli derecede inhibe etmistir ve miR-
196b aracili fenotipleri tersine ¢evirmistir. Hoxa9/Meisl ve Fas'in miR-196b tarafindan
hedeflenmesi muhtemelen normal hematopoez i¢in de Onemlidir. miR-196-Fas iligkisi

probiyotik-miR-196 iligkisinin tam tersine bir mekanizmaya sahiptir.

Onceki calismalarda, hem EB-3 hiicrelerinde hem de B hiicreli ALL (akut lenfoblastik
16semi) hastalarinda, kendi kontrolleri ile karsilastirildiginda, miR-196b'nin 6nemli derecede
down-regiile edildigi ortaya koyulmustur. 2011°de Suman ve ark. yaptiklar1 ¢alisma ile EB-3
hiicrelerindeki miR-196b restorasyonunun, c-myc ve efektdr genlerinin yani insan telomeraz
ters transkriptaz (hTERT), B-hiicreli lenfoma/lésemi-2 (Bcl-2), apoptoz antagonize edici
transkripsiyon faktorii (AATF) gibi, 6nemli 6l¢iide down-regiilasyonuna yol agtigini1 ve B-
hiicreli ALL'de tiimdr baskilayici fonksiyona uygun oldugunu kanitlamislardir. Caligsmalarini,
T-hiicreli ALL hiicre hatlar1 ve hasta Orneklerinde ALL'nin karakteristik genetik
translokasyonlarina katilan genomik bolgelerin yakininda/i¢cinde bulunan miR-196b ve diger
miRNA'larin  roliinii incelemek amaciyla yapmiglardir. MOLT-4 ve T-hiicreli ALL
hastalarinda, ilgili kontrol hiicrelerine gore miR-196b ekspresyonunda anlamli down-
regiilasyonunu gostermislerdir. Ilging bir sekilde, miR-196b'nin, c-myc geninin hedef 3’-
cevrilmemis bolgedeki (3°-UTR) mutasyonlarin bir sonucu olarak T-hiicreli ALL'de c-myc
geninin ekspresyonunu azaltma kabiliyetini kaybettigi bulunmustur. Sonug olarak miR-196b,

c-myc geninin 3’UTR'sindeki mutasyonlarin bir sonucu olarak T-hiicreli ALL'de iglevsiz hale
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gelmistir. Bizim yaptigimiz ¢aligmayla miR-196b’nin ekspresyon seviyelerini probiyotik

kullanimiyla artirilabilir sonucuna varilmstir.
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6. SONUC VE ONERILER

1)

2)

3)

4)

Bu c¢alismayla sase olarak satilan probiyotiklerin saglikli ve 18-65 yas araligindaki
kisilerde hedefledigimiz miR-15, miR-16, miR-29 ve miR-196 iizerinde ekspresyonu
arttirici bir etkisi oldugu bulundu.

Elde edilen sonuglar bagirsaktaki probiyotik bakterilerin dolagimda bulunan kan
hiicrelerindeki miRNA seviyelerine etki ettigi ortaya ¢ikmistir. Bu etki mekanizmasi
arasindaki iliski baska viicut sivilarinda nasil gerceklestigine dair daha ileriki
caligmalarin yapilmasi 6nerilmektedir.

Gida takviyesi olarak kullanilan probiyotikler her yas i¢in uygun olsa da geriatrik olan
veya losemi gibi hastaliga sahip olan kisilerde daha dikkatli kullanilmas1 gerektigini
diisiinmekteyiz.

Probiyotigin saglik iizerine etkilerini baska bir hedef kitle ve farkli miRNA
Ol¢iimlerindeki degerlendirmelerle arastirmak tedavi yaklasimlarina yeni bir bakis

ac1s1 saglayabilecegi goriisiindeyiz.
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