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OZET
Yiiksek Lisans Tezi

FARKLI ISLEMLERDEN GECMIS INEK SUTU VE KEFiRDE KOLIT iLE
ILISKILI OLAN MiR-125B VE MIR-21’IN ANLATIM SEVIYELERININ
ARASTIRILMASI

irem Nur GOZUDOK

Bursa Uludag Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Molekiiler Biyoloji ve Genetik Anabilim Dali

Damisman: Dog. Dr. Dilek PIRIM

MikroRNA'lar (miRNA'lar), gen anlatimini diizenleyerek 6nemli hiicresel siireclerde yer
alan kisa kodlanmayan RNA'lardir ve miRNA aracil1 gen regiilasyonundaki degisiklikler
cesitli hastaliklarin patogenezinde 6dnemli rol oynar. Son yillarda yapilan aragtirmalarda
besinsel miRNA’larin insana transfer oldugu goézlenmistir. Bu kapsamda tiirler arasi
beslenme yoluyla miRNA transferini gosteren c¢alismalarin sonucunda siit miRNA’lar1
yeni bir biyoaktif besin komponenti olarak degerlendirilmektedir. MiRNA'larin gen
regiilasyonuna ve hiicresel siireglere etkileri sebebiyle siit miRNA arastirmalarinin insan
saglig1 agisindan dnemi biiyiiktiir. Inek siitiindeki miRNA'larin insan dolasimima gegerek
insan hastaliklartyla iligkili 6nemli biyolojik yollar1 etkileyebilecegi literatiirde One
stirlilmektedir. Bu nedenle, igme siitii ve siit iirlinlerindeki miRNA igeriginin belirlenmesi
biliyiik 6nem tagimaktadir. Ancak, bu konuda literatiirde 6nemli bir bosluk oldugu
gozlenmektedir ve bu nedenle bu konu {izerinde arastirmalarin yapilmasini
gerektirmektedir. Bu tez ¢alismasinda, lilkemizde sik tiiketilen igme siitii ve kefir gibi
fermente siit drlinlerinde kolit ile iliskili olan miR-21 ve miR-125b inek siitii
miRNA’larinin, RT-qPCR yontemi ile iiretim agamalarinda kullanilan islem basamaklari
ve bu yontemlerin tiriinlerin miRNA stabilitesine etkisi arastirilmistir. Literatiirde igme
siitli liretim asamalarinda kullanilan homojenizasyon ve sicaklik igslemlerinin miRNA
spesifik farkli etkiler gosterdigi gozlemlenmistir. Projemizde literatiirden farkli olarak
fermantasyon isleminde kullanilan probiyotik mikroorganizmalarin ve prebiyotiklerin siit
iiriinlerindeki miRNA igerigine etkisi ilk kez arastirilmistir. Tez ¢alismamiz sonucunda
islenmemis siit ile karsilagtirlldiginda homojenizasyon, pastdrizasyon ve fermantasyon
islemlerinin miR-21 ve miR-125b’nin miktarlarin1 anlaml (p<0,05) olarak azalttigin1 ve
miRNA stabilitisine etki ettigi gdzlenmistir. Ileriki calismalarda farkli miRNA'larin da
analiz edilmesi ve bu iriinlerin biyoaktif besin igerikleri ve terdpatik kullanimlari
bakimindan total miRNA igeriginin belirlenmesi gereklidir.

Anahtar Kelimeler: mikroRNA, miRNA, inek siitii, kefir, kolit, RT-qPCR, miR-21,
miR-125b
2023, vii + 49 sayfa.



ABSTRACT
MSc Thesis

INVESTIGATION OF THE EXPRESSION LEVELS OF MIR-125B AND MIR-21
ASSOCIATED WITH COLITIS IN DIFFERENTLY PROCESSED COW'S MILK
AND KEFIR

irem Nur GOZUDOK

Bursa Uludag University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Molecular Biology and Genetics

Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Dilek PIRIM

MicroRNAs (miRNAs) are short non-coding RNAs involved in important cellular
processes by regulating gene expression and alterations in miRNA-mediated gene
regulation play an important role in the pathogenesis of various diseases. In recent years,
it has been observed that dietary miRNAs are transferred to humans. In this context, milk
miRNAs are considered as a new bioactive nutritional component. Due to the effects of
miRNAs on gene regulation and cellular processes, milk miRNA research is of great
importance for human health. In the literature, it is suggested that cow's milk miRNAs
may enter the human circulation and affect important pathways associated with human
diseases. Therefore, it is important to determine the miRNA content in consumed milk
and dairy products, yet there is a significant gap in the literature on this subject. In this
thesis, the effects of the production steps of consumed milk and fermentation on the
abundance of miR-21 and miR-125b, which are associated with colitis in fermented milk
products such as drinking milk and kefir, were investigated by RT-qPCR method. In the
literature, it has been observed that homogenization and temperature processes used in
drinking milk production stages show miRNA-specific effects. However, the effect of
probiotic microorganisms and prebiotics used in the fermentation process on miRNA
content in dairy products was investigated for the first time. Notably, our results
demonstrated that homogenization, pasteurization and fermentation processes decreased
the amounts of miR-21 and miR-125b significantly (p<0.05) and affected miRNA
stability when compared with unprocessed milk. In future studies, it is necessary to
analyze different miRNAs and determine the total miRNA content of these products in
terms of their bioactive nutritional content and therapeutic uses.

Key words: microRNA, miRNA, cow's milk, kefir, colitis, RT-qPCR, miR-21, miR-125b
2023, vii + 49 pages.
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1. GIRiS

Son yillarda yapilan arastirmalar, besinlerde bulunan miRNA'larin, hedef mRNA
ifadesini etkileyerek hastaliklarin molekiiler mekanizmalarinda potansiyel bir rol
oynayabilecegini gdstermektedir. Ozellikle inek siitiinde bulunan miRNA'lar, eksozomlar
tarafindan korunmakta ve beslenme yoluyla tiirler arasi geg¢is yapabilmektedir. Bu
nedenle, slit miRNA'lariin insan genomu tizerindeki molekiiler etkilerini ve biyoaktif
besin 6zelliklerini arastirmak i¢in igme siitii ve siit lirlinlerinin igeriklerinin kapsamli bir

sekilde belirlenmesi gerekmektedir.

Yapilan ¢aligmalar, inek siitiiniin igme siitii tiretimi sirasinda uygulanan farkli sicaklik
kosullarmin inek siiti miRNA igerigi iizerinde miRNA o6zgiil etkileri oldugunu
gostermektedir. Ancak, 1s1l iglem siiresi ve sicakligindaki artisla birlikte zit sonuclar elde
edildigi de belirlenmistir. Bu farkliliklarin, siit saglanan inek irklari, kullanilan
ekipmanlar ve hammadde siitiin bilesimi ile 6rnek hazirlama kosullarindan kaynaklandig:
diisiiniilmektedir. Ulkemizde tiiketilen i¢me siitindeki miRNA igeriklerinin heniiz
aragtirtlmadig1 da bir gercektir. Ayrica, siitiin fermantasyonunun miRNA igerigi
iizerindeki etkisi de heniiz aydinlatilmamistir. Ciinkii laktik asit bakterileri gibi
fermantasyondan sorumlu ve probiyotik gruplara ait olan organizmalarn, iiretilen laktik
aside ek olarak miRNA'larda hangi diizeyde degisikliklere yol ac¢tig1 bilinmemektedir.
Ulkemizde sikga tiiketilen kefir iiriinleri, projemizdeki odak noktasidir ve bu iiriinlerdeki
miRNA ifade diizeylerinin arastirilmasi planlanmistir. Literatiirde bu konuda biiytik bir
bosluk bulunmaktadir ve projemiz, siit iirtinlerindeki kiiltiirleme asamalarinin miRNA
ifadesine etkisini arastirmak amaciyla kefir iriinlerinden de Ornekler alarak
karsilagtirmalar yapmaktadir. Projenin tasarlanmasinda literatiirdeki bosluklar dikkate
alinmig ve Tiirkiye sartlarinda igme siitii {iretimi i¢in kullanilan sicaklik yontemi ile 1s1l
normlarda ve fermente edilmis siit orneklerindeki miRNA ifadeleri, kolit ile iliskili
insanlarda transfer edilebilecek miRNA'larin arastirildigi bir ¢alismada incelenmistir.
Secilen islemler sonrasinda olusabilecek miRNA ifade farkliliklarinin insanlara transfer
edilebilen siit miRNA ifadeleri {izerindeki etkisini aragtirmamiz, siit miRNA
aragtirmalarina ve siit liretim teknolojilerine farkli bir perspektif sunarak yeni bir besin
icerigi alaninda dnemli bir katki saglamaktadir. Calismamizda, se¢ilen miRNA'larin ifade

diizeylerinin, ¢ig siitiin islenme asamalartyla nasil etkilendigi kantitatif olarak



arastirllmistir.  Bu  sekilde, farkli siit isleme yontemlerinin terapotik etkileri
degerlendirilebilmis ve bu islemlerin siitliin miRNA igerigi iizerindeki etkisi belirlenerek
ileride yapilacak aragtirmalara yol gosterici 6n veriler elde edilmistir. Ayrica, bu ¢alisma

ile siit kalitesi i¢in se¢ilen miRNA'larin biyobelirte¢ potansiyelleri de incelenmistir.

Calismamizda, islenmemis siit 6rneklerinin homojenizasyon isleminden sonra iilkemizde
yaygin olarak kullanilan 3 farkli 1s1 islemine tabi tutulmus ve bu islemlerin miRNA'lar
iizerindeki etkisi incelenmistir. Ayrica, literatiirden farkli olarak, fermantasyon
(ktltiirleme) isleminin  miRNA igerigine etkisi, sade ve prebiyotik olarak
zenginlestirilmis kefir drnekleri iizerinden aragtirilmistir. Bu nedenle, kolit ile iliskili
insanlarda transfer edilebilecek miRNA'larin, toplumumuzda yaygin olarak uygulanan
icme siitll liretim asamalarina kars1 direng diizeylerinin arastirilmasi, gelecek caligmalara
onemli veriler saglama potansiyeline sahiptir. Bu alanda yapilan arastirmalarin literatiirde
sinirh oldugu goézlemlenmekte ve projemizin, yeni besinsel miRNA arastirmalari i¢in

literatiire 6n veri olugturma potansiyeli tagidig1 diisiiniilmektedir.



2. KURAMSAL TEMELLER
2.1. Kolit Hastahg:

Kolit, bagirsak iltihab1 hastaligidir ve kalin bagirsag etkileyebilir. Kolit, kalin bagirsagin
i¢c yiizeyindeki iltithaplanma nedeniyle olusur ve sindirim sistemi sorunlarina neden
olabilir. Kolit, genellikle karin agrisi, ishal, kabizlik, kanli digk1, yorgunluk, kilo kaybi ve
ates gibi semptomlarla iligkilidir (Ungaro vd., 2017, Torres vd., 2017).

Kolit, farkli alt tipleri olan bir hastaliktir. En yaygin alt tipleri sunlardir:

«  Ulseratif kolit: Kolonun i¢ yiizeyindeki iltihaplanma ile karakterizedir ve genellikle
kanl1 ishal, karin agrisi, ates ve kilo kayb1 gibi semptomlara neden olur (Ungaro
vd., 2017).

*  Crohn hastalig:: {ltihaplanma, kalin bagirsak veya ince bagirsak gibi sindirim sistemi
farkli bolimlerinde meydana gelir. Semptomlari, ishal, karin agrisi, istah kaybi,

yorgunluk ve kilo kaybi gibi genis bir yelpazede olabilir (Torres vd., 2017).

Kolit, genetik, cevresel ve diyet faktorleri gibi bir¢cok farkli nedenden kaynaklanabilir.
Tedavisi, semptomlarin siddetine, kolitin tiirline ve hastanin genel saglik durumuna gore
degisebilir. Tedavi segenekleri arasinda ilaglar, diyet degisiklikleri ve baz1 durumlarda

cerrahi miidahale yer alabilir.

2.2. Kolit Hastaliginin Epidemiyolojisi

Kolit, bagirsaklarin iltihaplanmasi nedeniyle olusan bir hastaliktir ve ¢esitli nedenlerden
kaynaklanabilir. Kolit, tiim diinyada yaygin bir saglik sorunu haline gelmistir ve siklig1

giderek artmaktadir (Khor vd., 2011).

Kolit hastaliginin epidemiyolojisi, hastalifin yayginlhigi, dagilimi ve risk faktorleri
hakkinda bilgi saglar. Uluslararasi ¢alismalar, kolitin 6zellikle gelismis iilkelerde daha
sik goriildiigiinii gdstermektedir (Kaplan vd., 2015). Ozellikle Bat iilkelerinde artan bir
insidans goriilmiistiir (Ng vd., 2018).

Kolitin goriilme sikl1g1, yas ve cinsiyete gore farklilik gostermektedir. Cocukluk ¢aginda

goriilme siklig1 daha azdir ancak yasin ilerlemesiyle birlikte artar (Kappelman vd., 2008).



Kadinlarda erkeklere gore daha sik goriilmektedir (Molodecky vd., 2011). Sekil 2.1°de
1990°dan 2016’ya kadar farkl iilkelerdeki kolit insidans1 gosterilmistir.

Kolitin risk faktorleri arasinda genetik yatkinlik, diyet, enfeksiyonlar, sigara i¢me, stres
ve c¢evresel faktorler bulunmaktadir (Molodecky vd., 2011). Inflamatuvar bagirsak

hastalig1 gelistirme riski olan kisilerin takibi ve 6nleme stratejileri, kolitin epidemiyolojik

profilini anlamada 6nemlidir.

UC incidence 1990-2016
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m >771 /
Unknown

Sekil 2.1. 1990°dan 2016’ya kadar farkli yetki alanlarinda iilseratif kolit (UC) insidans1
(Taku vd., 2020)

2.3. Kolit Hastaliginin Risk Faktorleri

Kolit hastaligimmin artmasinda bir¢ok faktdr rol oynayabilir. Bazi arastirmalar, artan
farkindalik, tant yontemlerindeki gelismeler ve beslenme aliskanliklarindaki
degisikliklerin kolit vakalarinin artmasina neden olabilecegini gostermistir (Loftus vd.,
2004). Kolit hastaligina yakalanma riskini artiran diger faktorler arasinda sigara igmek,
stres, genetik yatkinlik, bagirsak enfeksiyonlari, antibiyotik kullanimi ve beslenme
aligkanliklar1 yer almaktadir (Baumgart vd., 2007). Sekil 2’de kolit hastaliginin risk

faktorleri sematik olarak gosterilmistir.
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Sekil 2.2. Kolit hastaliginin risk faktorleri (Ananthakrishnan, 2015)



2.3.1. Cevresel Risk Faktorleri

Kolit hastalig1, inflamatuvar bagirsak hastaliklar: (IBH) arasinda yer alan bir hastaliktir.
Cevresel faktorlerin IBH gelisimi iizerinde onemli bir etkisi oldugu bilinmektedir
(Ananthakrishnan vd., 2013). Sigara i¢gmek, kolit hastaliginin riskini artiran gevresel
faktorlerden biridir. Sigara icenlerde IBH gelisme riski, sigara igmeyenlere gére daha
yiiksektir (Ananthakrishnan vd., 2015). Diyet de kolit hastalifinin gelisimi ile ilgili bir
risk faktoriidiir. Fast-food, islenmis gidalar, sekerli icecekler gibi bazi gidalar kolit
hastalig1 i¢in risk faktorii olarak kabul edilirken, sebzeler, meyveler ve tam tahilli
gidalarin tiiketimi IBH riskini azaltabilir (Hou vd., 2011). Kirlilik, sanitasyon eksikligi ve
hijyenik olmayan kosullarin yasandigi ortamlarda yasayanlarda kolit hastaligina
yakalanma riski yiiksektir (Kaplan vd., 2011). Ayrica, stresin IBH gelisiminde rolii
oldugu da diisliniilmektedir. Stres, bagirsak hareketliligi ve mukozal bariyer
fonksiyonunda degisikliklere neden olabilir ve IBH riskini artirabilir (Mawdsley vd.,
2005).

2.3.2. Genetik Risk Faktorleri

Kolit hastaligi, IBH arasinda yer alan bir hastaliktir. IBH nin gelisiminde genetik
faktorlerin dnemli bir rolii oldugu bilinmektedir (Xavier vd., 2007). IBH ailesel gegis
gosterir ve aile iiyelerinde IBH varlig1 olan kisilerde IBH riski daha yiiksektir. Bu
nedenle, IBH’ nin ailevi bir hastalik oldugu diisiiniilmektedir (Jostins vd., 2012). Genetik
faktorlerin IBH gelisimindeki rolii, IBH ile iliskili olan baz1 genlerin belirlenmesiyle daha
iyi anlasilmistir. Ornegin, NOD2 genindeki mutasyonlar Crohn hastalig1 igin bir risk
faktoriidiir. Bunun yani sira, IL23R, ATG16L1, IRGM gibi genlerin de IBH ile iliskisi
oldugu gosterilmistir (Khor vd., 2011). Genetik faktdrlerin IBH gelisimindeki rolii ayrica,
hastalik seyrinde de etkilidir. Bazi genetik faktorler, hastalik aktivitesi ve prognozu
iizerinde etkili olabilir (Ananthakrishnan vd., 2015). Ancak, IBH gelisimindeki genetik
faktdrlerin tamami heniiz anlasilamamstir ve IBH’nin gelisiminde diger faktorlerin de

etkili oldugu diisiiniilmektedir (Liu vd., 2014).



2.3.3. Epigenetik Risk Faktorleri

Epigenetik degisiklikler, gen ifadesini etkileyen ancak DNA dizisinde degisiklik
yapmayan faktorlerdir. miRNA’lar, post-transkripsiyonel seviyede gen ifadesini
diizenleyen bir tiir epigenetik faktordiir (Markowitz vd., 2009). MiRNA’larin iBH
patogenezindeki rolii, son yillarda yapilan c¢aligmalarla daha iyi anlasilmaktadir.
MiRNA larin, inflamatuvar yanit1 diizenleyen genlerin ifadesinde 6nemli bir rol oynadigi
diisiiniilmektedir (Coskun vd., 2012). Ornegin, miR-21 ve miR-146a gibi miRNA’larin
IBH’de artnmus bir ifade diizeyine sahip oldugu gésterilmisti. Bu miRNA’larin,
inflamasyonu diizenleyen faktorler olan NF-kB ve TNF-o’y1 hedef aldig:
diisiiniilmektedir (Coskun vd., 2012). Ayrica, miR-192, miR-195 ve miR-365 gibi
miRNA’larin da IBH patogenezinde rol oynadigi gosterilmistir. Bu miRNA’larin,
inflamatuvar yaniti diizenleyen genlerin ifadesini inhibe ettii diisiiniilmektedir
(Paraskevi vd., 2012). iIBH’de miRNA’larin etkisi, hastalik aktivitesi ve prognozu
iizerinde de etkilidir. Baz1 calismalar, miRNA’larin iBH’nin klinik seyrini tahmin etmede

kullanilabilecegini gostermistir (Viennois vd., 2020).

RNaz aktivitesi siitte mevcuttur (Ibuki vd., 1965). Rnaz aktivitesinin varligina ragmen,
miRNA ’lar siitte kararl bir sekilde bulunur. insan anne siitii, Rnaz sindirimi, diisiik pH,
donma ¢6zlilme dongiileri ve kaynatma gibi zorlu islemlere direncli RNA igerirken, diger
yandan eklenen eksojen miRNA’lar bu tedavilerle bozulur (Kosaka vd., 2010, Zhou vd.,
2012). Son zamanlarda, bu siit eksozomal miRNA’larinin, siitiin 10 dakika kaynatilmast,
siitlin bir giin 4 °C’de saklanmasi ve bes kez donma-¢oziilme dongiileri dahil olmak iizere
asir1 sicaklik iglemlerinden sonra bile lipit ¢ift tabakas1 nedeniyle ¢ok kararli oldugunu
kanitlanmigtir (Baddela vd., 2016). Bu miRNA’larin siitteki sert muamelelere karsi
kararliligi, bu niikleik asit tiirlerinin fizyolojik ve fonksiyonel yonlerinin varligini
gostermektedir. Bu miRNA’larin mide-bagirsak sisteminin asidik ortamini tolere
edebildigini ve bagirsak yoluyla emilebildigini ve bebegin viicut sistemini
etkileyebilecegini gosterir. Ayn1 sekilde sigir siitii durumunda, diisiik pH ortaminda ve
Rnaz isleminden sonra stabildirler (Hata vd., 2010, [zumi vd., 2012). Sigir siitiiniin ayrica,
gastrointestinal sindirimi atlayabilen ve viicudun siireglerini etkileyebilen ve biyoaktif
bilesen olarak siit miRNA’sinin gergegini giiclendiren kararli miRNA’lar i¢erdigini ileri

siirer.



2.4. MiRNA’lar (MiRNA’lar)

MikroRNA (miRNA), yaklasik 22 niikleotidden olusan kiigiik, tek sarmalli RNA
molekiilleridir. Bu molekiiller, gen ifadesini diizenleyen post-transkripsiyonel
regiilatorler olarak gorev yaparlar (Lee vd., 1993). MiRNA’lar, gen ifadesini
diizenleyerek, protein sentezini inhibe ederler veya mRNA molekiillerini hizlandirirlar.
Bu nedenle, hiicre dongiisii, apoptoz, hiicre farklilagmasi ve tlimdr supresyonu gibi bircok
biyolojik siireci diizenlerler (Bartel vd., 2004). Ayrica, miRNA’larin patolojik siireclerde
de 6nemli bir rol oynadig: bilinmektedir. Ornegin, kanser, kalp hastaliklari, norolojik
bozukluklar ve inflamatuvar hastaliklar gibi bircok hastalikta miRNA’larin diizensiz
ifade edilmesi gozlemlenmistir (Peng vd., 2016). MiRNA’larin diizenlenmesi ve ifade
diizeyleri, epigenetik mekanizmalar tarafindan kontrol edilir. Bu mekanizmalar arasinda
DNA metilasyonu, histon modifikasyonlari, non-kodlayan RNA’lar ve kromatin yapisal
degisiklikleri yer alir. Son yillarda, miRNA’larin biyolojik iglevleri ve patolojik siirecler
iizerindeki etkileri hakkinda birgok ¢alisma yapilmistir ve bu ¢aligmalar, miRNA’larin

terapotik hedef olarak kullanim potansiyelini artirmistir (Krol vd., 2010).

2.4.1. MiRNA’larn Biyogenezi

Cizelge 2.1°de mikroRNA’larin biyogenezi asamalar1 ve ilgili proteinler verilmistir.

Cizelge 2.1. MiRNA biyogenezi asamalari

Asama Aciklama Tigili
Proteinler

1 Transkripsiyon sonrasi Drosha,
baslangi¢ DGCRS8

2 Pri-miRNA olusumu DGCRS8

3 Pre-miRNA olusumu Exportin-5

4 Hedef mRNA’larla baglanma ve RISC
translasyon inhibisyonu (Argonaute)

» Transkripsiyon sonrasi baslangi¢: miRNA’lar, kodlamayan bir DNA boélgesindeki
genlerin transkripsiyonu sonucu olusurlar. Bu asamada, RNA polimeraz II

tarafindan transkripsiyon gerceklestirilir.



* Asama 2: Pri-miRNA olusumu: Transkripsiyon sonrasinda, Drosha ve DGCRS
kompleksi tarafindan islenirler. Bu kompleks, miRNA’larin dnciil formlarin (pri-
miRNA) olusturur. Pri-miRNA’lar daha sonra pre-miRNA’ya doniistiiriilecektir.

* Asama 3: Pre-miRNA olusumu: Exportin-5 tarafindan pre-miRNA’ya islenirler.
Exportin-5, pre-miRNA’larin ¢ekirdek zarindan sitoplazmaya taginmasini saglar.

* Asama 4: Hedef mRNA’larla baglanma ve translasyon inhibisyonu: miRNA’lar,
RISC (RNA-indiiklenmis susturma kompleksi) tarafindan hedef mRNA'’larla
baglanir. Bu baglanma, translasyonun inhibisyonuna veya hedef mRNA’nin

yikimina neden olur (Sekil 2.3).
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Sekil 2.3. MiRNA biyogenezi (Winter vd., 2009)
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Beslenme hipotezi, siit kaynakli miRNA’larin bagirsak liimeninde parcalandigini ve
sadece bagirsak biiyiimesi veya diger organlarin kan dolagimi yoluyla biiylimesi i¢in lokal
beslenme gereksinimlerini karsilayan niikleotidler sagladigini 6ne siirer. Ancak,
fonksiyonel hipoteze gore, siitten elde edilen miRNA’lar, eksozomlarin endositozu, diger
stit mikrovezikiilleri veya siit hiicrelerinin dogrudan transferi yoluyla kan dolagimina
emilir ve uzak gen diizenleyici fonksiyonlar uygularlar. Bu hipotez, miRNA’larin
bagirsak disindaki organlarda gen ifadesini degistirebilecegini ve insan metabolizmasini

etkileyebilecegini dne siirmektedir (Sekil 2.4) (Melnik vd., 2016).

2.4.2. MiRNA’larmn Fonksiyonlar:

MikroRNA’larin  (miRNA) bircok biyolojik siliregte rol aldigr bilinmektedir.
MiRNA’larin en 6nemli fonksiyonlarindan biri gen ekspresyonunun diizenlenmesidir
(Bartel vd., 2009). MiRNA’lar, hiicrelerdeki mRNA’larla tamamlayic1 baz ciftleri
olusturarak mRNA hedeflerine baglanirlar ve translasyonu inhibe ederler ya da mRNA’y1
cevreleyen RISC kompleksleri tarafindan yikima ugratilirlar. Bu sekilde, miRNA’lar
hiicre icindeki bir¢cok siirecin diizenlenmesinde gorev alirlar, Ornegin; hiicre
proliferasyonu, hiicre farklilasmasi, apoptoz, metabolizma ve bagisiklik yanit1 (Treiber
vd., 2019). Ayrica, miRNA’larin hastaliklarin patogeneziyle iliskili oldugu da
belirlenmistir. Ornegin, kanser, kardiyovaskiiler hastaliklar, ndrolojik hastaliklar ve
otoimmiin hastaliklar gibi bir¢ok hastaliin patogenezinde miRNA’larin rolii oldugu
gosterilmistir (Anastasiadou vd., 2018). Son olarak, miRNA’larin hiicreler arasinda
iletisim kurmada da 6nemli bir rolii oldugu 6ne siiriilmiistiir. Eksozom olarak adlandirilan
kiigiik vezikiiller, miRNA’lar tarafindan tasmabilir ve bu sekilde hiicreler arasinda

iletisim saglanabilir (Koppers-Lalic vd., 2014).

2.5. MiRNA Aracili Gen Regiilasyonu

MikroRNA (miRNA) aracili gen regiilasyonu, hiicrelerdeki bir¢ok biyolojik siirecin
diizenlenmesinde kritik bir rol oynar. MiRNA’lar, hedef mRNA’larin 3’UTR bdlgesinde
bulunan tamamlayict bolgelerle eslesirler ve bu bolgelere baglanarak mRNA’nin
translasyonunu inhibe ederler veya mRNA’y1 parcalanmaya ugratirlar. Bu sekilde,
miRNA’lar hiicredeki gen ekspresyonunu kontrol ederler ve hiicre proliferasyonu, hiicre

farklilagmasi, apoptoz, metabolizma ve bagisiklik yanit1 gibi bircok biyolojik siirecin
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diizenlenmesinde gorev alirlar (Bartel vd., 2009). MiRNA’lar, hedef mRNA’larin
translasyonunu inhibe etmek veya pargalamak icin RISC adi verilen protein
kompleksleriyle birlesirler. RISC kompleksi, miRNA ile hedef mRNA arasindaki baz
eslesmelerine dayanarak miRNA hedefini tanir ve mRNA’nin translasyonunu inhibe
etmek veya mRNA’y1 parcalamak ic¢in gerekli enzimleri igerir (Sekil 2.5) (Jonas vd.,
2015). MiRNA’larin hedefledigi mRNA’lar, miRNA tarafindan taninabilen tamamlayici
bolgeler icerirler. MiRNA ve mRNA arasindaki tamamlayic1 bolge eslesmelerinin
seviyesi, miRNA tarafindan hedeflenen mRNA’nin seviyesini belirler. Tamamlayici
bolge eslesmeleri daha yiiksekse, hedeflenen mRNA’nin seviyesi daha diisiik olur.
Ayrica, miRNA’larin ayn1 hedef mRNA’ya baglanabilen farkl tipleri de vardir ve bu
miRNA’lar arasindaki rekabet, hedef mRNA’nin translasyon seviyesini degistirebilir
(Hausser vd., 2014). Son olarak, miRNA’lar, hiicreler arasinda sinyal iletiminde de
onemli bir rol oynayabilirler. Bazi ¢alismalar, miRNA’larin hiicreler arasindaki iletisimde
onemli bir rol oynadigin1 ve eksozom adi verilen kiiciik vezikiiller araciligiyla diger

hiicrelere taginabildigini gostermistir (Koppers-Lalic vd., 2014).
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Sekil 2.5. MiRNA aracili gen regiilasyonu (Jonas vd., 2015)
2.6. Besinsel MiRNA’lar

Besinsel miRNA’lar, besin alim1 ve metabolizma gibi biyolojik siireclerde dnemli rol

oynayan kisa RNA molekiilleridir. Besinsel miRNA’lar, besinlerin hiicre icindeki
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metabolik yollarini diizenleyerek enerji homeostazini korumaya yardimci olurlar. Ayrica,
besinsel miRNA’lar obezite, diyabet ve kardiyovaskiiler hastaliklar gibi saglk
sorunlartyla iliskilendirilmistir (Mendes-Silva vd., 2021). Bir¢cok besinsel miRNA,
gidalarla birlikte alinan mikro besin maddeleri ve diger bilesenler tarafindan diizenlenir.
Sekil 2.6’da midede besinsel miRNAlarin alimi1 ve salinimi gosterilmistir. Ornegin, bazi
miRNA’lar omega-3 yag asitleri gibi yaglh asitlerin varligma baghdir (Pahlavani vd.,
2021). Besin alimi, hiicre icinde miRNA ekspresyonunu degistiren bir dizi molekiiler
mekanizmaya neden olur. Ornegin, besinler, hiicre igindeki sinyal yolaklarini aktive
ederek miRNA ekspresyonunu degistirebilir (Chen vd., 2015). Besinsel miRNA’lar
ayrica, yiyeceklerin sindirilmesi ve emilimiyle ilgili siireg¢leri de diizenler. Bu
miRNA’larin hiicre i¢indeki tasiyict molekiiller ve gen ekspresyonu tizerindeki etkileri

sindirim sistemi saglig1 igin kritiktir (Preethi vd., 2021).

Yapilan arastirmalar, siit eksozomlarindaki miRNA'larin 6nemli bir biyoaktif besin
icerigi oldugunu ve insan gen regiilasyonunu potansiyel olarak etkileyebileceklerini
ortaya koymustur. Bu ¢alisma, siit miRNA'larinin beslenme yoluyla tiirler arasi1 transferi
ve biyoaktif olma potansiyellerini ilk kez gdsteren bir ¢alismadir. Immiin sistemle iliskili
siit miRNA'larinin, inek siitii tiiketimine bagli olarak insan genlerini hedefleyerek
ekspresyon seviyelerini degistirerek bagisiklik sisteminde rol oynayabilecekleri 6ne
siriilmiigtiir (Baier vd., 2014). Ayrica, calismalar siit eksozomlarinin kolon kanseri
hiicrelerine, bagirsak hiicrelerine, bobrek hiicrelerine, makrofajlara ve insan periferal kan
mononiikleer hiicrelerine transfer edilebildigini bildirmistir. (Benmoussa vd., 2020; Rani

vd., 2017; Izumi vd., 2015; Izumi vd., 2012).

Sonug olarak, besinsel miRNA’lar besin alimi ve metabolizma siireclerinde dnemli bir
rol oynarlar ve saglik icin Onemlidirler. Yiyeceklerin miRNA ekspresyonunu
degistirebilecegi bilgisi, beslenme aligkanliklarinin diizenlenmesi i¢in yeni bir strateji
sunmaktadir (Mendes-Silva vd., 2021; Preethi vd., 2021). Bununla birlikte, fizyolojik
stabilitelerini ve biyoaktif potansiyellerini kesfetmek i¢in ise daha fazla ¢caligmaya ihtiyag

vardir.
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Sekil 2.6. Besinsel miRNA’lar (Chen vd., 2021)
2.7. Viicut Sivilarindaki MiRNA’lar

miRNA’lar, viicut sivilar1 gibi dolasimdaki biyolojik sivilarda da yaygin olarak
bulunurlar (Cortez vd., 2011). Dolasimdaki miRNA’lar, hiicrelerden salinarak, hedef
hiicrelerde gen ekspresyonunu diizenleyebilirler ve bu nedenle potansiyel bir diyagnostik
ve terapotik arac olarak kullanilabilirler (Wang vd., 2014). Bazi ¢alismalar, belirli kanser
tirleri icin dolasimdaki miRNA’larin birer biyobelirte¢ olarak kullanilabilecegini
gostermistir (Schwarzenbach vd., 2014). Dolasimdaki miRNA’larin bir diger 6nemli
ozelligi ise, beyin kan-beyin bariyerini gecebilme yetenekleridir. Bu nedenle, beyin
hastaliklarinin tanisi ve tedavisinde potansiyel bir kullanim alan1 olarak da goriilebilirler
(Wahid vd., 2018). Sonug olarak, dolasimdaki miRNA’larin biyolojik sivilardaki varligi,
cesitli hastaliklarin tanisi ve tedavisi i¢in umut vaat eden bir alan olarak goriilmektedir
(Wang vd, 2014). Sekil 2.7°de wviicut sivilarindaki miRNA’lar sematik olarak

gosterilmistir.
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Sekil 2.7. Viicut sivilarindaki miRNA’lar (Yu vd., 2021)
2.8. Siit MiRNA’lan

Siit miRNA’lar1, siitte bulunan kii¢iik non-kodlayici RNA’lar (sncRNA’lar) sinifindadir
ve siitiin biyolojik aktivitesine katkida bulunurlar. Siit miRNA’lar1, memeli siitii ve diger
siitlerde bulunur ve hem anne hem de yavru sagligi icin dnemlidir (Le Doare ve ark.,
2018). Siit miRNA’lar, siitteki hiicreler tarafindan salgilanir ve siitiin biyolojik
islevlerinde 6nemli bir rol oynarlar. Siit miRNA’lar1, hiicre farklilagsmasi, biiyiime ve
bagisiklik fonksiyonlar1 gibi siireglere katkida bulunabilirler. Ayrica, siit miRNA’lar1,
besin emilimi ve bagirsak sagligina da katkida bulunabilirler (Chen vd., 2020). Siit
miRNAlar1, insanlar tarafindan tiiketildiginde biyolojik aktivite gdsterebilirler. Ornegin,
siit miRNA’lari, bagirsak mikrobiyotasinda baz1 degisikliklere neden olabilirler ve
metabolik fonksiyonlari etkileyebilirler (Baier vd., 2021). Siit miRNA’lari1, yavru gelisimi
ve saghg igin de 6nemlidir. Ornegin, anne siitiinde bulunan miRNA’larm, yavru
bagisiklik sistemi gelisimine yardimci oldugu ve enfeksiyonlardan korunmaya yardimci

oldugu diistiniilmektedir (Chen vd., 2010).
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Sonug olarak, siit miRNA’lari, siitlin biyolojik islevlerinde 6nemli bir rol oynarlar ve hem
anne hem de yavru sagligi i¢in faydalidirlar. Ayrica, siit miRNA’lar1 insanlar tarafindan
tiiketildiginde biyolojik aktivite gosterebilirler ve metabolik fonksiyonlar etkileyebilirler
(Le Doare ve ark., 2021; Chen vd., 2010; Baier vd., 2021).
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Sekil 2.8. Siit miRNA’larinin farkli 6zelliklerinin sematik gdsterimi (Rani vd., 2017)

Sekil 2.8’de siit miRNA’larmin farkli 6zellikleri sematik olarak gosterilmistir. Siit
miRNA'lar sindirim siireclerine karsi kararl olabilir ve bagirsak bariyerini gegerek kan
dolasimina ulasabilir (Sekil 2.8a), bu konu hala tartisitlmaktadir. Tim laktasyon
asamalarinda kolostrumda daha bol bulunurlar (Sekil 2.8b). Proliferasyon, farklilasma
gibi 6nemli hiicresel siireglerin diizenlenmesinde rol oynarlar (Sekil 2.8c).  Siit
miRNA'lariin varlig: siit kalite kontrolii i¢in biyobelirte¢ olarak kullanilabilir (Sekil
2.8b).

Stit miRNA’larinin tanimlanmasi ve karakterizasyonu, siit {irlinleri arastirmalarinda
gelismekte olan bir ¢caligsma alanidir ve bunlarin siitteki varliginin 6neminin anlasilmasi
gerekmektedir. MiRNA’lar1 ve beslenmeyi saglamadaki rollerini arastirmak igin bir¢cok
calisma yapilmaktadir. MiRNA’larin biyolojik siire¢lerin ¢oguna dahil olmasi, siitiin
biyoaktif bir bileseni olarak bu niikleik asit tiirlerinin aragtirilmasina ilgi uyandirmaktadir.
Biyoaktif bir bilesen olarak rolleri, hiicre dist miRNA’larin hiicreler arasi haberci olarak
hareket edebilmeleri ve diger hiicrelere girdiklerinde hiicresel siirecleri etkileyebilmeleri

gercegiyle giiclendirilir (Rani vd., 2017).
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Inek siitii, memeli siitii icerisinde dénemli bir besin kaynagidir. Son yillarda yapilan
arastirmalar, inek siitlinde bulunan eksozomal siit miRNA’larin bir¢ok biyolojik siirecte
rol aldigimi gostermektedir (Zempleni vd., 2019). Eksozomal siit miRNA’larinin, meme
bezleri ve siit lireten hiicreler tarafindan salgilandig: ve siitteki miRNA’larin, hayvanlarin
bliylime, gelisme ve hastalik direnci gibi bircok fizyolojik siirecte rol aldigi
belirtilmektedir (Izumi vd., 2015). Eksozomal siit miRNA’larinin, inek siitiinden alinan
makrofajlar ve bagirsak hiicreleri iizerinde 6nemli bir etkiye sahip oldugu gosterilmistir.
Bu miRNAlar, bagirsak hiicrelerinin biiylimesi, proliferasyonu ve farklilagmasi tizerinde
etkili olabilir (Xiao vd., 2014). Bazi arastirmalar, eksozomal siit miRNA’larinin
insanlarm saglhigma da olumlu katkilar saglayabilecegini gostermektedir. Ornegin, inek
miRNA-29b-3p’nin,
diisiiniilmektedir (Zempleni vd.., 2019).
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Sekil 2.9. Eksozomlarin rollerinin ve igeriklerinin basitlestirilmis gosterimi (Cintio vd.,
2020).

Eksozomlar, hiicreler tarafindan iiretilen ve hiicre disinda bulunan nanovezikiillerdir. Bu
nanovezikiiller, niikleik asitler, proteinler, lipitler ve metabolitler gibi ¢esitli bilesenleri
tasirlar. Eksozomlar, saglik ve hastalik durumlarinda, hiicreler arasi iletisimin hem yakin

hem de uzak mesafelerdeki bir araci olarak 6nemli bir rol oynarlar (Sekil 2.9).
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2.9. Siit Isleme Asamalarinin MiRNA’lar Uzerinde Etkisi

Siit islenme asamalari, siitiin kalitesini artirmak ve tliketiciye daha giivenli bir {iriin
sunmak icin onemlidir. Ancak, bu asamalarin siitteki miRNA’lar iizerindeki etkisi de
incelenmektedir (Cai vd., 2018). Siitiin islenmesi sirasinda, miRNA’larin yapis1 ve
aktivitesi degisebilir. Baz1 arastirmalar, islem gormiis siitlerdeki miRNA’larin sayisinin

ve ¢esitliliginin azaldigin1 gostermistir (Howard vd., 2015).

Pastorizasyon, siitiin mikroorganizmalar1 6ldiirmek ve saglikli bir siit iiriinii elde etmek
icin uygulanan bir 1sil islemdir. Bu islem, siitiin biyolojik, kimyasal ve fiziksel
ozelliklerini degistirebilir ve bu nedenle pastdrize siitteki miRNA’lar {izerinde de etkisi
olabilir (Howard vd., 2015). Bazi aragtirmalar, pastdrizasyonun siitteki miRNA’larin
sayisint ve cesitliligini azalttigini gostermektedir. Yapilan bir aragtirmada, pastorize
stitteki miRNA sayisinin, ¢ig siitteki miRNA sayisina gore azaldigi bulunmustur (Howard
vd., 2015). Pastorizasyon, miRNA’larin aktivitesini degistirebilir. Bir c¢alismada,
pastorize siitteki miRNA’larmn hiicre biiylimesi, proliferasyon ve apoptozis ilizerindeki
etkilerinin, ¢ig siitteki miRNA’larinkine kiyasla daha az oldugu bulunmustur (Howard
vd., 2015). Bununla birlikte, baz1 arastirmalar, pastdrizasyonun siitteki miRNA’larin
aktivitesini etkilemedigini gostermektedir. Bir caligmada, pastorize ve ¢ig siitteki
miRNA’larin hedef genler iizerindeki etkilerinin benzer oldugu bulunmustur (Howard

vd., 2015).

Homojenizasyon, siitiin yag fazindaki pargaciklarin kiiciiltiilmesi igslemidir ve siitiin daha
kolay karigmasini ve piiriizsiiz bir yapt kazanmasini saglar. Bu islem, siitiin biyolojik,
kimyasal ve fiziksel Ozelliklerini degistirebilir ve bu nedenle homojenize siitteki
miRNA’larin lizerinde de etkisi olabilir (Howard vd., 2015). Bazi arastirmalar,
homojenizasyonun siitteki miRNA’larin sayisint  ve ¢esitliligini  azalttigini
gostermektedir. Ornegin, bir calismada, homojenize siitteki miRNA sayisinim,
homojenize edilmemis siitteki miRNA sayisina gore yaklasik %50 azaldig1 bulunmustur
(Chen vd., 2021). Homojenizasyon, miRNA’larin aktivitesini degistirebilir. Bir

caligmada, homojenize siitteki miRNA’larin hiicre biiyiimesi, proliferasyon ve apoptozis
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iizerindeki etkilerinin, homojenize edilmemis siitteki miRNA’larinkine kiyasla daha az

oldugu bulunmustur (Howard vd., 2015).

Fermantasyon, siitiin bakteriyel aktivite ile islenmesi siirecidir ve siitiin kalitesi, besin
bilesimi ve sindirilebilirligi tizerinde dnemli bir etkiye sahiptir. Fermantasyon ayrica
miRNA’lar lizerinde de etkilidir. miRNA’lar, gen ekspresyonunu diizenleyen kisa RNA
molekiilleridir. Siitiin fermantasyonu sirasinda, bakteriler tarafindan tiretilen enzimler,
siitin miRNA profili {izerinde degisikliklere neden olabilir. Bu degisiklikler, siitiin
sindirimi ve biyoyararlilig1 lizerinde etkili olabilir (Izumi vd., 2012). Arastirmalar,
fermantasyonun siitteki miRNA’larin ekspresyon diizeylerinde 6nemli bir degisiklige
neden oldugunu gostermistir. Ornegin, siitin  Lactobacillus acidophilus ile
fermentasyonu, siitteki miR-148a ve miR-200a ekspresyon diizeylerini énemli 6l¢iide
azaltmistir. Bununla birlikte, siitiin Bifidobacterium lactis ile fermentasyonu, miR-148a
ve miR-200a’nin ekspresyon diizeylerinde 6nemli bir degisiklige neden olmamistir (Chen
vd., 2016). Yapilan farkli ¢caligmalar 15181nda farkl siitlerdeki miRNA stabiliteleri Cizelge

2.2’de gosterilmistir.

Cizelge 2.2. Farkl: siitlerdeki miRNA stabiliteleri (Li vd., 2019’dan degistirilerek
alimustir)

Kaynak miRNA stabilitesi

Inek Siitii miR-200c (6nemli kayip yok), miR-29b (| %40) (mikrodalga ile
15s 1sitma), miR-223, miR-125b (6nemli kayip yok, 30, 60, 120
dakika boyunca simiile edilmis gastrointestinal sistem kosullar1
altinda), miR-148a, miR-182, miR-21, miR-25, miR-2478
(6nemli kay1p yok, tiikiiriik, gastrik, safra ve pankreas sivisi ile in
vitro sindirim)

Bufalo Siitii miR-21, miR-500 (6nemli kayip yok, 10 dk kaynatma, giin
boyunca 4°C)

Yagsiz Siit miR-200c  (]63%), miR-29b (]%67) (28sn 75,55°C’de
pastorizasyon, 145 bar’da 60°C’de homojenizasyon)

Insan Siitii miR-22-3p, miR-30-5p, miR-148a-3p, miR-181-5p, miR-182-5p

(6nemli kay1p yok, 20 dk in vitro gastrik sindirim ve 30 dk in vitro
pankreatik sindirim)
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2.10. miR-125b ve Fonksiyonlar:

miR-125b, memelilerde yaygin olarak bulunan bir miRNA’dir ve cesitli biyolojik
stireclerde 6nemli bir rol oynar. miR-125b, hiicre proliferasyonu, apoptoz, farklilagma,
immiin yanit ve kanser gibi siire¢lerde diizenleyici bir role sahiptir (Wang vd., 2020).

miR-125b, 6zellikle norolojik fonksiyonlarda dnemli bir rol oynar. Beyinde, miR-125b,
noroblastlarin  farklilasmasinda, noronlarin aksiyon potansiyellerinde ve sinaptik
plastisitede diizenleyici bir rol oynar. miR-125b ayrica, Alzheimer hastaligi, Parkinson
hastalig1, iskemik beyin hasar1 ve diger norolojik bozukluklarin patogenezinde de 6nemli

bir rol oynar (Wang vd., 2020).

miR-125b, kanser hiicrelerinde degisen bir ekspresyon paternine sahiptir. Bazi
kanserlerde miR-125b’nin ekspresyonu artarken, digerlerinde azalir. miR-125b’nin
kanser hiicreleri tlizerindeki etkileri, hiicre proliferasyonunu, migrasyonu, invazyonu,

apoptozu ve kemoterapi direncini diizenlemesiyle agiklanabilir (Jiang vd., 2022).

Sonug olarak, miR-125b, norolojik fonksiyonlar, immiin yanit ve kanser gibi cesitli
biyolojik siire¢lerde diizenleyici bir role sahiptir. Bu miRNA’nin patolojik durumlarda

hedef alinmasi, ¢esitli hastaliklarin tedavisinde potansiyel bir yaklagim olabilir.

2.11. MiR-125b’nin Kolit Hastahigindaki Rolii

miR-125b, bagirsak hiicrelerinde ifade edilen bir mikroRNA’dir ve bagirsak sagligi i¢in
onemli bir rol oynadig1 diisliniilmektedir (Sukocheva vd., 2022). Son yillarda yapilan
aragtirmalar, miR-125b’nin bagirsak hastaliklar1 patogenezinde etkili oldugunu
gostermektedir. Ornegin, Crohn hastalig1 gibi inflamatuvar bagirsak hastaliklarinda miR-
125b diizeylerinde azalma gozlemlenmistir (Wu vd., 2008). Bir aragtirmada miR-
125b’nin, bagirsak epitel hiicrelerinde apoptozisi azaltarak mukozal bariyer
fonksiyonunu korudugu bulunmustur (Sukocheva vd., 2022). miR-125b ayrica bagirsak
kanseri ile de iligkilendirilmistir. Bir ¢alismada miR-125b’nin, kolon kanseri hiicrelerinde

apoptozisi artirdig1 ve tiimor biiyiimesini baskiladigi gosterilmistir (Zhang vd., 2022).

Cesitli ¢aligmalar, miR-125b’nin kolonun inflamatuvar durumuna katkida bulundugunu

gostermistir (Liu vd., 2017). miR-125b, kolit hastalarinda diisiik seviyelerde bulunur.
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Bununla birlikte, miR-125b seviyelerini arttirmak, kolit belirtilerini hafifletmek i¢in
potansiyel bir yaklasim olabilir (Chen vd., 2022). miR-125b, kolonun inflamatuvar
yanitin1 diizenleyen ¢esitli hedeflere yonelik olarak etki gosterir. Ornegin, miR-125b,
TLR4, TLRY9 ve IL-6R gibi inflamatuvar sinyal molekiillerinin ekspresyonunu
diizenleyerek inflamasyonu azaltir (Liu vd., 2017; Chen vd., 2022). Ayrica, miR-125b,
kolit hastalarinda artan intestinal permeabiliteyi de azaltabilir. Bir ¢aligmada, miR-
125b’nin arttirilmasi, kolit modelindeki farelerde intestinal permeabiliteyi azaltti ve

boylece inflamasyonu azaltt1 (Yue vd., 2022).

Sonu¢ olarak, miR-125b’nin inflamatuar bagirsak hastaliklari, 06zellikle kolit
patogenezinde 6nemli bir rolii vardir. miR-125b’nin inflamasyonu azaltic1 etkileri, hedef

aldig ¢esitli molekiiller ve mekanizmalar araciliiyla gergeklestirilir.

2.12. MiR-21 ve Fonksiyonlari

miR-21, bir mikroRNA molekiiliidiir ve insanlarda bir¢ok hiicre tipinde bulunur. Bu RNA
molekiilli, hiicrelerin biiyiimesi, proliferasyonu ve apoptozu gibi biyolojik siireglerinin
diizenlenmesinde 6énemli bir rol oynar (Cheng vd., 2015). miR-21, kanser hiicrelerinde
asir1 derecede ifade edilir ve kanser hiicrelerinin yayilmasina ve invazyonuna katkida
bulunur (Jenike vd., 2021). Ayrica, miR-21, kardiyovaskiiler hastaliklar, norolojik
bozukluklar ve bagisiklik sistemi hastaliklar1 gibi diger bir¢ok hastalikta da rol oynar
(Asangani et al., 2016). miR-21, baz1 hedef genlere baglanarak onlarin ekspresyonunu
diizenler. miR-21’in hedef genleri arasinda PTEN, PDCD4, TPM1, RECK, SPRY2 ve
maspin bulunur. Bu hedef genlerin ¢gogu, timor slipresorleri veya metastaz inhibitorleridir
(Buscaglia vd., 2011). miR-21, hiicrelerin kanserli hiicrelerden normal hiicrelere
doniismesini 6nleyen bir sinyal yolunu da inhibe eder. Bu nedenle, miR-21, kanserin
baslangicinda bir rol oynayabilir (Asangani vd., 2016). miR-21’in bir¢ok hastalikta rol
oynayan ¢oklu hedef genlere sahip olmasi, onu bir terapotik hedef haline getirir. miR-
21’in inhibisyonu, kanser hiicrelerinin biiyiimesini ve metastazini inhibe etmek igin

kullanilabilecek bir stratejidir (Jenike vd., 2021).
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2.13. MiR-271’in Kolit Hastahi@indaki Rolii

miR-21’1in kolit hastaliginda artmis bir diizeyde ifade edildigi ve kolit patogenezinde
onemli bir rol oynadig1 gosterilmistir (Zhu vd., 2018). miR-21’in artmis ekspresyonu,
inflamasyonu inhibe eden ve bagirsak epitelyumunun biitiinliiglinii koruyan faktorlerin
azalmasina neden olur (Wu vd., 2016). miR-21, TLR4/NF-«xB yolunu inhibe ederek kolit
hastaliginin gelisimine karsi koruyucu bir rol oynar (Zhu vd., 2018). miR-21’in
inhibisyonu, kolit hastaliginin siddetini azaltabilir ve bagirsak hasarini onleyebilir (Wu
vd., 2016). Ayrica, miR-21’in kolit hastaliginda bagirsak mikrobiyotasi lizerinde de etkili
oldugu gosterilmistir. miR-21’in artmig ekspresyonu, bagirsak mikrobiyotasindaki
patojenik bakterilerin artmasina neden olur ve bu da kolit hastaliginin gelisimini

tetikleyebilir (Sun vd., 2017).

ySp Low-grade dysplasia High-grade dysplasia
Earty adenoma Intermediate adenoma Late adenoma

miR-21 I

\' Tumor suppressors
(PDCD4, PTEN, BTG2, etc.)
ROS, Inflammatory cytokines, and oncogenes.*
— 2

Sekil 2.10. MikroRNA-21, zebra baligindaki PI3K/AKT, STAT3 ve PDCD4/TNF-a
sinyal yolaklar1 araciliiyla kolite bagl karsinom ve kolorektal kanserdeki rolii (Lai vd.
2021)

Indell o

Yapilan bir ¢aligmada, bagirsakta miR-21’in indiiklenebilir asir1 ekspresyonu ile bir zebra
baligi modeli (ImiR-21) iiretilmistir. Sonuglar, miR-21"in, PI3K/AKT, PDCD4/TNF-a ve
IL-6/STATS3 sinyal yolag: araciligryla miR-21’de kolorektal kanser veya kolit ile iliskili
kanseri indiikleyebilecegini gostermektedir. miR-21, PI3K/AKT ve NF-kB sinyal
yolaklarimi aktive ederek ilk iltihaplanmaya yol agmistir; daha sonra miR-21 ve TNF-a,

PDCD4’1li ve bunun tiimor baskilama aktivitesini bastirmistir. Sonunda, aktif STAT3,
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giiclii bir inflamatuvar yaniti uyarmis ve tiimor hiicrelerinin istila/metastaz siirecini

etkinlestirmistir (Sekil 2.10) (Lai vd., 2021).

Sonug olarak, miR-21, kolit hastaliginin gelisiminde 6nemli bir rol oynar ve miR-21’in

inhibisyonu, kolit hastaliginin tedavisinde potansiyel bir strateji olabilir (Wu vd., 2016).
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3.MATERYAL VE YONTEM

Bu tez ¢aligmasinda Siitag Siit San. AS.’den temin edilmis yaklasik %3,8 yag ve %3,5
protein oranina sahip Holstein irki ineklerden elde edilmis siit 6rnekleri kullanilmistir.
miRNA analizinde kullanilmak iizere 7 farkli asamadan siit ve iretilecek kefir
orneklerinden her 6rnek i¢cin 50 mL nuclease free santrifijj tiiplerine alinarak RNA analizi

gergeklestirilmistir (Sekil 3.1.).

e

1. Ornek islenmemis
Alimi sSuat

l SantrifUugasyon ve yad ayrnimi (%1 yad)

Yagsiz sit

l Homojenizasyon (60°C, 200 bar)

2. Ornek
At o
Pastorizasyon Pastorizasyon UHT
(85°C, 5 (95°C, 5 S!enluzas;:on
dakika) dakika) (135-140°C,
2-4 saniye)
— -
3.0rmek 4. Ormmek S5.0rmek
Aliron Al fe = Al
Sade Kefir Prebiyotik
Yapimi Katkih (%62)
Kefir Uretimi

6.0rnek Kefir poitd 7.Ornek
Alirmi A Ay

Sekil 3.1. Siit ve siit tiriinleri eldesinin sematik gosterimi
3.1. Numunelerden Total RNA izolasyonu

Tez c¢aligmamizda ilk olarak yapilan santrifiijleme isleminde, siitin farkli
yogunluklardaki bilesenlerini ayrigtirarak serum fazini elde edildi. Santrifiijleme
isleminde once 1200g’de 4°C’de 10 dakika santrifiij yapildi. Ardindan bu islem
tekrarlandi. Olusan pellet ve siipernatant igeren bilesenden iistte kalan siipernatant
ayristirilip 20.000g 4°C’de 30 dakika santrifiij islemi tekrar yapildi. En sonda kalan

stipernatant 2mL’lik mililitrelik cryo tiiplere ayristirild.
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Tez calisgmamizda islenmemis siit, igme siitii ve kefir iirlinlerinden elde edilmis 7 farkli
ornekten total RNA izolasyonu gerceklestirilmistir. inek siitii miRNA ’larinin siitiin serum
fazinda eksozomlarda korunarak bol miktarda bulunduklar1 bilinmektedir. Siit serum
fazindan total RNA izolasyonu ig¢in literatiire uyumlu olarak miRNeasy Serum/Plasma
Advanced Kiti (Qiagen mi) kullanilmstir. Inek siitii miRNA arastirmalarinda belirli bir
endojen small RNA kontrolii bulunmamaktadir. Bu sebeple RNA izolasyon protokoliiniin
teknik normalizasyonu ve kalite kontrolii amaciyla kit prosediiriinde belirtildigi sekilde
ve literatiirde Onerildigi iizere sentetik Caenorhabditis elegans cel-miR-39-3p (10 fmol)
kullanilmistir. Protokole uygun olarak total RNA izolasyonu temel basamaklar1 asagida

verilmistir.

* 200 pL 6rnege 60 pL Lizis tamponu (Buffer RPL) eklenerek santrifiijlemistir.

» Spike-in Control ve 20uL tampon (Buffer RPP) ilave edilerek soliisyon
12000g’de 3 dakika santrifiij edilmistir.

* FElde edilen supernatant yeni bir mikrosantrifiij tiipiine aktarilarak %100
izopropanol eklenip ve vortekslenmistir.

* Elde edilen 6rnek kit igerigi ile saglanan RNeasy UCP MinElute spin kolonlarina
transfer edilmistir ve kisa bir santrifiij islemi (15s ~8000g) uygulanmaistir.

* Bu islem sonrasi kit i¢eriginde bulunan diger tamponlardan 700uL Buffer RWT
ve 500uL Buffer RPE karisima sirasiyla eklenmistir ve her tampon ekleme sonrasi
soliisyon santrifiijlenerek (15s ~8000g) karisim olusturulmustur.

* Karisima 500uL %80 etanol eklenmistir ve spin kolonlar santrifiijlenerek (15s
~8000g) spin kolon filtresi yikanmustir.

* Spin kolon yeni 2mL’lik toplama tiipiine aktarilarak 5 dakika maksimum hizda
santrifiij isleminden gegcirilerek spin kolonun filtresi kurutulmustur.

* Spin kolon yeni 1,5mL’lik toplama tiipiine aktarilmis ve spin kolon zarina RNaz
icermeyen su eklenerek drnek 1dk inkiibe edilmistir.

* Ardindan 1dk en yiiksek hizda mikrosantrifiij cihazinda 6rnek santrifiijlenerek
RNA izole edilmistir.

* Elde edilen total 6rnekleri -80°C’de saklanmustir.
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RNA miktar ve safliginin degerlendirmesi i¢cin A260/A280, A260/A230 degerleri
Nanodrop Spektrofotometre cihazi kullanilarak hesaplanmistir. Ayrica, Qubit 4

(ThermoFisher) ile 6rneklerdeki DNA miktarlar1 florometrik yontemlerle de dl¢tilmiistiir.

Sekil 3.2. Numunelerin eldesi ve RNA izolasyonu ¢aligma ortami

3.2. cDNA Sentezi

qRT-PCR yontemi i¢in LNA (Locked Nucleic Acid) ile gelistirilmis, miRNA’ya 6zgii
ileri PCR primeri ve SYBR Green igeren miRCURY LNA miRNA SYBR Green,
miRCURY LNA RT Kit, RNA Spike-In Kit ve miRCURY LNA SYBR Green PCR Kit
ve miRCURY LNA miRNA PCR primerleri (Qiagen) kullanilarak tiim prosediirler tiretici

firmanin 6nerdigi protokoller takip edilerek gerceklestirilmistir.

LNA teknolojisi, riboz halkasinin Watson-Crick baglanmasi i¢in ideal konformasyonda
“kilitlendigi” bir yiiksek afiniteli RNA analoglar1 siifidir. LNA oligoniikleotidleri,
tamamlayict bir DNA veya RNA sarmalina hibridize edildiginde énemli derecede bir
termal stabilite sergiler. Dahil edilen her bir LNA monomeri i¢in dupleksin erime
sicakligr 2-8°C artar. Ayrica, LNA oligoniikleotidleri, geleneksel DNA ve RNA
oligoniikleotidlerinden daha kisa olusturulabilir ve buna ragmen yiiksek erime sicakligini
koruyabilir. Bu durum, oligoniikleotidin kii¢iik veya olduk¢a benzer hedefleri tespit

etmesi i¢in oldukg¢a 6nemlidir.

LNA oligoniikleotidleri tipik olarak bir LNA ve DNA veya RNA karisimindan
olustugundan, oligoniikleotidin LNA icerigini degistirerek duyarliligt ve o6zgiilliigii
optimize etmek miimkiindiir. LNA’nin oligoniikleotidlere dahil edilmesinin, PCR,
mikroarray ve in situ hibridizasyon dahil olmak tiizere bir¢ok hibridizasyona dayali

teknoloji i¢in duyarlilig1 ve 6zgiilliigii gelistirdigi gosterilmistir.
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Bu asamada cDNA sentezi i¢in miRCURY LNA RT Kit kullanilmistir.

* Her template RNA 0Ornegi niikleaz icermeyen su kullanarak Sng/pl’ye
seyreltilmigtir.
* Reaksiyonlar Cizelge 3.1°e gore hazirlanmistir. Vortekslenip buz {izerine

koyulmustur.

Cizelge 3.1. Ters transkripsiyon reaksiyonu protokolii

Sx Rnaz 10x RNA Sablon Toplam
miRCURY icermeyen miRCURY spike-in RNA (5  Reaksiyon
SYBR su RT Enzim ng/nl) Hacmi
Green RT Karisimi

Reaksiyon

Tamponu

2l 4.5 ul 1 pl 0.5 ul 2u 10 pl*

e Reaksiyonlar 42°C’de 60 dakika inkiibe edilmistir.
e Ters transkriptazi inaktive etmek i¢in 95°C’de 5 dakika inkiibe edilmistir.

e Ardindan hemen 4°C’de sogutulmustur.

Cizelge 3.2. Ters transkripsiyon reaksiyon sicakligi dongii protokolii

Asama Siire Sicakhik
Ters 60dk 42°C
Transkripsiyon

(RT) Asamasi

(Inkiibasyon)

Inaktivasyon 5dk 95°C
Sogutma - 4°C

* Cizelge 3.2°deki protokol kullanilarak cDNA sentezi gergeklestirilmistir.

3.2.3. qRT-PCR Yontemi ile miRNA Anlatim Analizi

qRT-PCR asamasi i¢in Quantitative, Real-Time PCR Using Individual miRCURY LNA
miRNA Syber Green PCR protokolii kullanilmistir.

* Kullanimdan hemen 6nce 10uL RT reaksiyonuna 590uL. RNaz i¢cermeyen su

eklenerek cDNA 1:60 oraninda seyreltilmistir.
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* Cizelge 3.3’te bulunan protokole gore her cDNA 06rnegi i¢in reaksiyon karigimi

hazirlanmistir.

Cizelge 3.3. miRCURY LNA miRNA Syber Green PCR protokolii i¢in reaksiyon
karigim1 protokolii

2x ROX Resuspended c¢DNA Rnaz Toplam
miRCURY Reference PCR primer icermeyen reaksiyon
SYBR® Dye mix su hacmi
Green (yalnizca
Master ABI
Mix cihazlari)
SuL 0.5uL/0.05  1uL 3ul( 1 pl* 10ul

puL* 1:30

diliie)

* Reaksiyonlari iyice karigtirtlmistir ve 10puL’lik PCR tiiplerine dagitilmistir.

» Tiipler oda sicakliginda kisaca santrifiijlenmistir.

Cizelge 3.4. miRCURY LNA miRNA PCR Syber Green PCR protokolii

Asama Zaman Sicakhik
PCRilk 1s1 2 dk 95°C
aktivasyonu
2 adimh dongii
Denatiirasyon  10s 95°C
Annealing 60s 56°C

Dongii Sayisi 40
Erime Egrisi 60-95°C
Analizi

* Cizelge 3.4’teki protokole uygun olarak Rotor Gene (Qiagen) real time PCR
cihazinda RT-qPCR reaksiyonu ger¢eklestirilmistir.

Ham Cq degerlerini (PCR cihazina bagli olarak Cp veya CT) elde etmek i¢in gergek
zamanli PCR cihaz ile Version 2.1.0.9. yazilimi kullanilarak veri analizi

gerceklestirilmistir.
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3.3. Veri Analizi ve Yorumlanmasi

gRT-PCR analizi sonucunda elde edilen CT degerlerinden ACT degerleri (ilgilenilen
genin CT degeri — house keeping genin CT degeri) formiilii kullanilarak hesaplanmigtir
(Livak vd., 2001; Schmittgen vd., 2008). Normalizasyon i¢in sentetik cel-miR-39-3p
ekspresyon degerleri referans olarak kullanilmistir. qRT-PCR ile analiz edilen
miRNA’larin CT degerleri t-test ve One-way ANOVA testi ile degerlendirilerek P-
degerleri hesaplanmustir. Istatistiksel analizler i¢in Graphpad Prism (Version 9.5.1)

programi kullanilmis ve P-degeri < 0.05 istatistiksel olarak anlamli kabul edilmistir.
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4. BULGULAR
4.1. RNA izolasyonu Sonuclar

Siit ve kefir iiriinlerinden elde edilen numunelerden ger¢eklestirilen islemler sonrasi farkli
yedi Ornekten RNA izolasyonlar1 basarili ile gerceklesmistir. Orneklerin RNA
konsantrasyonlar1 3ng/ulL ve 10ng/ulL arasinda degismektedir. Tiim 6rneklerden RNA
izolasyonu en az 2 kere gergeklestirilmis ve tiim Sl¢iimler iki kere yapilmistir. Qubit 4
florometre analizinde RNA miktar 6l¢iimiinde Qubit RNA HS (High Sensitivity) Assay
Kit analizinin hassasiyet disinda 6l¢iim alindigindan sadece 1. Numune (1,40ng/ul) i¢in

sonug¢ alinmistir.

4.2. RT-qPCR Analizi Sonuclari

Elde edilen 7 numuneden izole edilen RNA 6rneklerinde bulunan miR-125b ve miR-21
miktarlart RT-qPCR yontemi ile analiz edilmistir. Literatiirde siit 6rneklerinde farkli
islemlerde siit igerigindeki miRNA miktarlarinda degisiklikler gozlenmistir ve farkli
miRNA’larin  fiziksel ve kimyasal Ozelliklerinden kaynakli olarak siit isleme
siireglerinden farkli sekilde etkilendikleri gozlenmistir (Howard ve ark., 2015). Bu
amagla, kolit ile iligkili oldugu bilinen miR-125b ve miR-21 ham siitte, farkli islemlerden
gecmis siit ornekleri ve kefir drneklerindeki kantitatif miktar1 RT-qPCR yontemi ile
analiz edilerek her 6rnek icin en az 2 tekrar olmak iizere CT degerleri elde edilerek
ortalama CT degerleri ve cel-miR-39 CT degerlerine gore normalize edilmis ACT
degerleri hesaplanmistir. CT esik degeri 35 istlinde olan orneklerde miRNA tespit
edilmemis olarak kabul edilmistir. Tekrarlar yapilmasina ragmen sadece 1, 2, 3 ve 4.
numunelerinden anlamli CT degerleri elde edilmistir. Yalnizca bir kere miR-125b igin
yapilan RT-qPCR analizi sonucunda 5. numuneden 33,42 CT degeri elde edilmistir, bu
nedenle hesaba katilmamustir. 1, 2, 3 ve 4. numunelerden elde edilen CT degerleri ise 24
ile 33 arasinda degismektedir. RT- qPCR ydntemi ile analiz edilen miR-125b ve miR-
21’in melting curve egrileri Sekil 4.1. ve Sekil 4.2.’de verilmistir. Sekil 4.3’te RT-qPCR

yontemi ile analiz edilen miRNA’larin jel elektroforezindeki goriintiileri verilmistir.
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Sekil 4.1. RT-qPCR yontemi ile analiz edilen miR-21'in melting curve analiz egrisi

20
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Sekil 4.2. RT-qPCR yontemi ile analiz edilen miR-125b’nin melting curve analiz egrisi

Sekil 4.3. RT-qPCR yontemi ile analiz edilen miRNA’larin %3’liik jel elektroforezinde
goriintiilenmesi 1) miR-21, 2) miR-125b, 3) miR-21 (NTC), 4) miR-125b (NTC). 50bp
DNA ladder kullanilmistir.
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4.3. Istatistiksel Analiz Sonuclar

RT-qPCR ile analiz edilen miRNA'larin ekspresyon verileri T-test ve One-way ANOVA
testi ile degerlendirilerek P-degerleri hesaplanmustir. Istatistiksel analizler i¢in Graphpad
Prism programimin Version 9.5.1. yazilimi kullanilmis ve P-degeri <0.05 istatistiksel

olarak anlamli kabul edilmistir.

sk p=0,0132
L
30
_ 28
&
@ 1.numune = Islenmemis Siit
D 26
- 2.numune = Homojenizasyon (60°C, 200bar)
o
24 - ===
22 T T
@ @
& &
e@ e@
\- (»-

Sekil 4.4. miR-125b i¢in 1. ve 2. numunenin CT degerlerinin karsilastirilmasi
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Sekil 4.5. miR-21 i¢in 1. ve 2. numunenin CT degerlerinin karsilastirilmast
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Sekil 4.6. miR-125b i¢in 2, 3 ve 4. numunelerin CT degerlerinin karsilastiriimasi
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Sekil 4.7. miR-21 i¢in 2, 3 ve 4. numunelerin CT degerlerinin karsilagtiriimasi
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CT degerleri baz alinarak yapilan T-testi sonuglarina gore iki miRNA’da da 1. ve 2.

numuneler arasinda P degerlerinde anlamlilik gézlenmistir.

6. ve 7. numunelerde miR-21 i¢in CT degerleri anlamli bulunmamigtir. miR-125b i¢in ise
7. numunede CT degerleri 25,39 ve 33,7 olarak bulundu fakat 4. numune baz alinarak

yapilan t-testinde anlamlilik gozlemlenmemistir. P degeri 0,5502 olarak hesaplanmustir.

Arastirtlmak istenen miRNA’nin CT degeri referans miRNA’nin (cel-39) CT
degerlerinden ¢ikarilarak normalize edilmis ACT degerleri hesaplanmistir. qRT-PCR ile
analiz edilen miRNA'larin ekspresyon verileri normalize edilerek ACT degerleri
hesaplandiktan sonra T-test ve One-way ANOVA testi ile degerlendirilerek P-degerleri
hesaplanmustir. Istatistiksel analizler icin Graphpad Prism programi kullanilmis ve P-

degeri <0.05 istatistiksel olarak anlamli kabul edilmistir.
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Sekil 4.8. miR-125b i¢in 1. ve 2. numunelerin ACT degerlerinin karsilagtirilmasi
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Sekil 4.9. miR-21 i¢in 1. ve 2. numunelerin ACT degerlerinin karsilastirilmasi
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Sekil 4.10. miR-125b i¢in 2, 3 ve 4. numunelerin ACT degerlerinin karsilagtiriimasi
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Sekil 4.11. miR-21 i¢in 2, 3 ve 4. numuneler i¢in ACT degerlerinin karsilastirilmasi

ACT degerleri baz alinarak yapilan T-testi sonuglarina gore iki miRNA’da da 1. ve 2.

numuneler arasinda P degerlerinde anlamlilik gézlenmistir.

ACT degerleri baz alinarak yapilan One-way ANOVA sonuclarma gore iki miRNA’da

da 2. numune baz alinarak yapilan 3. ve 4. numuneler arasinda P degerlerinde anlamlilik

(P <0,05) gozlemlenmistir.
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5. TARTISMA ve SONUC

Bu caligmanin temel amac siitte oldukga fazla ekspresyonu oldugu bilinen ve kolit
hastalig1 ile iliskili olan miR-21 ve miR-125b’nin homojenizasyon, pastdrizasyon ve
fermantasyon asamalarindan sonra belirlenen miRNA’larin miktarlarinin farkliliklarinin
arastirilmasidir. Bu amagla 7 farkli asamadan ge¢mis siitte miR-21 ve miR-125b’nin
homojenizasyon, pastorizasyon ve fermantasyon stresleri ardindan seviyeleri

belirlenmistir.

Benmoussa vd. tarafindan ticari inek siitiinden konsantre edilmis hiicre dis1 vezikiiller ile
murin kolit modeli lizerindeki etkisi fareler lizerinde gavaj yolu ile beslenme calismasi
yapilarak arastirilmistir. Sonuglara gore, miR-21 ve miR-125b kolitik kontrollere kiyasla
gavaj yoluyla hiicre dis1 vezikiiller ile beslenen kolitik farelerde 6nemli 6l¢giide azalmigtir
(Benmoussa vd., 2019). Ozellikle miR-125b, anti-inlamatuvar protein TNFIP3 (A20)’nin
translasyonunu engelledigi bilinen kolit ile iliskili bir miRNA’dir. Bu protein NF«xB’nin
neden oldugu iltihaplanma, hiicre birlesimi ve sitokin iiretimi/saliminin diizenlenmesinde
merkezidir (Zaidi vd., 2017; Hymowitz vd., 2010; Catrysse vd., 2013; Hitotsumatsu vd.,
2008; Evans vd., 2004).

Homojenizasyon, siitiin yag fazindaki pargaciklarin kiiciiltiilmesi igslemidir ve siitiin daha
kolay karismasint ve piiriizsiiz bir yap1 kazanmasini saglar. Homojenizasyon, siitlin
biyolojik, kimyasal ve fiziksel 6zelliklerini degistirebilir ve bu nedenle homojenize
siitteki miRNA'larin iizerinde de etkisi olabilir (Izumi vd., 2012). Pastorizasyon, siitteki
mikroorganizmalari 6ldiirmek ve saglikli bir siit iiriinii elde etmek i¢in uygulanan bir 1s1l
islemdir. Bazi arastirmalar pastdrizasyon isleminin siitteki miR-200c miktarin1 ve
cesitliligini azalttigim1  gostermektedir (Howard vd., 2015). Fermantasyon, slitiin
bakteriyel aktivite ile islenmesi siirecidir ve siitiin kalitesi, besin bilesimi ve
sindirilebilirligi lizerinde 6nemli bir etkiye sahiptir. Arastirmalar siitiin fermantasyon
sirasinda, bakteriler tarafindan iretilen enzimlerin, siitin miRNA profili iizerinde

degisikliklere neden olabilecegini gostermektedir (Izumi vd., 2012).

miR-21'in kolit hastaliginda artmis bir diizeyde ifade edildigi ve kolit patogenezinde
onemli bir rol oynadigi bilinmektedir (Zhu vd., 2018). miR-21'in inhibisyonu, kolit
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hastaliginin siddetini azaltabilir ve bagirsak hasarin1 dnleyebilecegi diisiiniilmektedir
(Wu vd., 2016). Calismamizda islenmemis siit olan 1. numunemizde miR-21’in en fazla
ekspresyona sahip oldugu gozlemlenmistir. Ardindan homojenizasyon (60°C, 200 bar)
asamasindan gecen 2. numunemizde miR-21 ekspresyonunda anlamli (P = 0,0005) bir
kayip vardir. Daha sonra homojenize olan siit 6rnegimiz 3 farkli asamadan tekrar
gecirilmigtir. 85°C°de 5 dakika pastorizasyon islemi goren 3. numune ve 2. numune
arasindaki CT degerleri baz alinarak yapilan One-way ANOVA testine gére miR-21
seviyesinde anlamli (P = 0,0010) bir azalma gdzlenmistir. Ayni1 sekilde 95°C’de 5 dakika
pastorizasyon asamasindan gecen 4. numune de 2. numune ile karsilagtirilan CT ve
degerleri ile yapilan One-way ANOVA testinde miR-21 ekspresyon seviyesinde azalma
(P = 0,0003) gbzlenmistir. Normalizasyon i¢in bulunan ACT degerleri de bu bulgular
desteklemektedir (P = 0,0005, P = 0,0059, P = 0,0024).

miR-125b ise kolit hastalarinda diisiik seviyelerde bulunmaktadir (Chen vd., 2022).
Yapilan bir ¢alismada miR-125b’nin artirllmasinin, kolit modelindeki farelerde intestinal
permeabiliteyi azalttifi ve boylece inflamasyonu azalttigi gozlemlenmistir (Yue vd.,
2022). Calismamizda 1. numunedeki miR-125b’nin diger numunelere gore en fazla
eksprese oldugu gozlenmistir. 2. numune ve 1. numune arasinda hem CT degerlerine gore
yapilan T-testi sonuclart 2. numunede istatistiksel olarak anlamli bir sekilde miR-
125b’nin ekspresyonunun azaldigr (P = 0,0132) gdzlenmistir. Ayni sekilde ACT
degerlerine gore yapilan istatistiksel analizde de anlamli bir sekilde azaldig1 gézlenmistir
(P =0,0058). 2. numune kontrol olarak alinarak yapilan 3. ve 4. numuneler i¢cin One-way
ANOVA testi sonuglarinda ise 3. ve 4. numuneler i¢cin CT degerlerine gore iki numunede
de anlaml1 bir sekilde (p=0,0051, p=0,0011) miRNA miktarinda azalma gozlenmistir.
ACT degerlerine gore yapilan istatiksel analizlere gore ekspresyonun anlamli bir sekilde

azaldig1 gézlenmistir (P = 0,0136, P = 0,0024).

2. numuneden elde edilen UHT Sterilizasyon (135-140°C, 2-4 saniye) isleminden gecen
5. numunede, 4. numuneden 6rnek alinarak elde edilen 95°C’de pastorize olmus siitten
elde ettigimiz kefir olan 6. numunede ve yine 4. numuneden elde edilen prebiyotik katkili
(%2) kefir olan 7. numunede anlamli bir CT degeri gdzlenmemistir, bu nedenle hesaba

katilmamustir.
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Yapilan bazi arastirmalarda homojenizasyonun siitteki miRNA’larin sayisin1 ve
cesitliligini azalttigim gdstermistir. Ornegin bir ¢alismada homojenize siitteki miRNA
sayisinin homojenize edilmemis siite gore yaklasik %50 azaldigi bulunmustur (Chen vd.,
2021). Arastirmamiz bu ¢alismay1 desteklemektedir. Hem miR-21 hem de miR-125b i¢in
yapilan RT-qPCR analizlerine gore homojenize olmus siitteki miRNA ekspresyonu

islenmemis siite gore iki miRNA i¢inde azalmistir.

Pastdrizasyonun bir 1s1l iglem olmasi, siitiin biyolojik, kimyasal ve fiziksel 6zelliklerini
degistirebilecegini ve bu nedenle pastorize siitteki miRNA'lar iizerinde de etkisi
olabilecegi diisliniilmektedir. Baz1 arastirmalar, pastorizasyon igleminden sonra siitteki
miRNA’larin  ekspresyonunun azaldigin1 gostermektedir. (Howard vd., 2015).
Yaptigimiz RT-qPCR analizlerine gore iki miRNA i¢inde pastdrize olmus siitlerde

ekspresyonun azaldig1 gézlemlenmistir.

Siitiin fermantasyonu sirasinda, bakteriler tarafindan iiretilen enzimler, siitiin miRNA
profili iizerinde degisikliklere neden olabilir. Bu degisiklikler, siitiin sindirimi ve
biyoyararliligi lizerinde etkili olabilir (Benmoussa vd., 2017). Arastirmalar,
fermantasyonun siitteki miRNA'larin ekspresyon diizeylerinde 6nemli bir degisiklige
neden oldugunu gostermistir. Ornegin, siitin  Lactobacillus acidophilus ile
fermentasyonu, siitteki miR-148a ve miR-200a ekspresyon diizeylerini énemli 6l¢iide
azaltmistir (Chen vd., 2016). Tez c¢alismamiza gore yapilan RT-qPCR analizleri
sonucunda hem kefirin hem de prebiyotik¢e zenginlestirilmis kefir numunelerinde miR-
21 ve miR-125b’nin ekspresyonuna (CT > 35) rastlanmamistir. Bu da fermantasyon
isleminin miRNA ekspresyon diizeylerini 6nemli 6l¢iide azalttigini gdstermekte ve

bundan 6nce yapilan ¢alismalar1 dogrulamaktadir.

Kolit hastaligi, bagirsaklarin iltihaplanmasi nedeniyle ortaya ¢ikan bir hastaliktir. Kolit
hastalig1, genellikle bagirsaklarda yliksek miR-21 seviyeleri ile iliskilendirilmistir.

Arastirmamizin sonuglaria gore, miR-21 seviyelerinin azaltilmasinin kolit hastaliginin

seyrini iyi yonde degistirebilecegini gdstermektedir. Bazi aragtirmalar, miR-21

seviyelerinin azaltilmasi ile bagirsak iltihabinin azalmasi arasinda dogrudan bir iliski
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oldugunu ortaya koymaktadir (Lai vd., 2021). Bu nedenle, miR-21 seviyelerinin

azaltilmasi, kolit hastaliginin tedavisinde yeni bir yaklagim olabilir.

Tez ¢alismamizin neticesinde elde edilen bulgular, gelecekte kolit hastalig1 tedavisine
yonelik yeni tedavi yontemlerinin gelistirilmesine yardimei olabilir. Ornegin, mirR-21
seviyelerinin azaltilmasi icin tasarlanmis yeni ilaglar gelistirilebilir. Bu ilaglar, kolit
hastaliginin semptomlarin1 azaltmak ve hastalifin seyrini iyi yonde degistirmek igin
kullanilabilir. Ayrica, bu ¢aligmalar, miR-21 seviyelerinin diger hastaliklarin tedavisinde
de kullanilabilecegini gostermektedir. Ek olarak, bulgularimiza goére farkli asamalardan
gecen siit ve siit {rlinlerindeki miR-21 seviyeleri géz oOniline alindiginda kefir ve
prebiyotik¢e zenginlestirilmis kefirin kolit hastaligi seyrini olumlu yonde etkileyecegi

diistiniilmektedir.

MiR-125b, bir¢cok hiicre tipinde bulunan bir RNA molekiiliidiir ve inflamasyon
stireclerinde 6nemli bir rol oynamaktadir. Son yillarda yapilan arastirmalar, miR-125b
seviyelerinin artmasinin kolit hastali§inin seyri i¢in iyilestirici etki ettigini gdstermektedir

(Sukocheva vd., 2022).

MiR-125b, bagirsak hiicrelerinde iiretilen bir molekiildiir ve bagirsak epitel hiicrelerinin
biitiinliigiinii korumaya yardimct olur. Kolit hastalifi gibi inflamasyonlu bagirsak
hastaliklari, bagirsak bariyerinin bozulmasina ve bakterilerin bagirsak duvarindan
gegmesine neden olabilir (Wu vd., 2008, Zhang vd., 2022). MiR-125b'nin artmasi,
bagirsak bariyerinin yeniden olugsmasina ve bakterilerin bagirsak duvarindan gegisinin

azalmasina yardimci olabilir.

Ayrica, miR-125b'nin artmasi, inflamasyon siirecini de azaltabilir. Mir-125b, bagirsak
hiicrelerinde iiretilen bir anti-inflamatuvar molekiildiir ve inflamasyon siirecini
baskilayabilir (Rasheed vd., 2019). Bu nedenle, mir-125b seviyelerinin artmasi, kolit
hastaliginin ~ semptomlarinin ~ azaltilmasina ve hastaligin = seyrinin iyi yonde

degistirilmesine yardimeci olabilir.

Sonu¢ olarak, miR-125b seviyelerinin artmasi, kolit hastaliginin seyrini iyi yonde

degistirebilir ve hastaligin semptomlarini azaltabilir. Bu nedenle, miR-125b seviyelerinin
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artmasi, kolit hastaligmin tedavisinde yeni bir yaklasim olabilir. Tez ¢alismamizin
sonuglarina gore ham siit, pastdrize siit ve homojenize siitte miR-125b seviyeleri dikkate

alindiginda bu siitlerin kolit hastaliginda tiiketilmesi hastaligin seyri i¢in olumlu olabilir.

Bulgularimizdan elde ettigimiz 6nemli bir bilgi de farkli ¢alismalarla desteklendigi
takdirde, siitiin fermente olup olmadigin1t miR-21 ve miR-125b’nin seviyeleri ile analiz
edebilme durumudur. Sonuglarimiza gore fermente olmus siitte yani kefir ve prebiyotikce
zengin kefir icerigin miR-125b ve miR-21’in anlatimina rastlanmamistir. Bu nedenle

miR-21 ve miR-125b bu amagla kullanilabilecek biyobelirte¢ potansiyeline sahiptir.

Calismalarimizin bazi limitasyonlart mevcuttur. Tez ¢aligmamiz limitli sayida miRNA ile
yapilmigtir. Calismamizin devami igin farkli siit miRNA’larinda da ¢alisilmasi 6nemlidir.
Yaptigimiz islemler Tiirkiye’de kullanilan siit islenme asamalarini icermektedir.
Yurtdisinda kullanilan asamalar ardindan farkli sonuglar elde edilebilme olasiligi s6z
konusudur. Kullandigimiz siit Holstein 1rki ineklerden elde edilmistir. Farkli irklardan

elde edilen siitlerde ayn1 sonuglar elde edilmeyebilir.

Sonu¢ olarak ¢alismamiz homojenizasyon, pastorizasyon ve fermantasyon gibi siit
islenme agamalarinin siitlin igerigindeki miRNA’larin ekspresyon seviyelerini azalttigini
ortaya koymustur. Fakat bazi ¢alismalar homojenizasyon, pastdrizasyon ve fermantasyon
asamalarinin miRNA’larin anlatim seviyelerini degistirmedigini gostermektedir. Bu
nedenle gerek kolit hastalig1 ile gerek kanser ile iligkili olan miRNA’larin arastirilmasi
onem arz etmektedir. Ayrica laktik asit fermantasyonu, alkol fermantasyonu ve
prepiyonik asit fermentasyonu gibi c¢esitli fermantasyonlar sonucunda miRNA’larin

ekspresyon seviyelerinin arastirilmasi bir sonraki ¢aligmalar i¢in 6nemlidir.
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