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ONSOZ

Tiirkiye'de koyun yetistiriciligi onemli bir ekonomik faaliyettir. Akkaraman
koyun 1rki tiilkemizde yetistiriciligi yapilan sayica en fazla popiilasyona sahip koyun
irkidir. Meme dokusu gelisimi siit {iretimini etkileyen birincil faktordiir. Tamamen
farklilagsmig salgt hiicrelerine, iyi kan akimi ve dengeli bir bag dokuya sahip iyi
geligsmis bir meme dokusu yiiksek iiretim kapasitesine sahip olacaktir. Metabolik
yolaklarla iligkili olan genler siit verimi ve kompozisyonu gibi ekonomik oneme
sahip verimleri direkt olarak etkilemektedir. mikroRNA’lar (miRNA) ise yaklasik
21-23 niikleotit uzunlugunda ve tek iplikli RNA molekiilleridir ve gen ifadesinde
diizenleyici rol oynarlar. Koyun tiirlinde siit verimi ve kompozisyonu ile

miRNA’larn iliskisini inceleyen ¢alisma sayisi oldukea sinirlidir.

Bu ¢aligmada siitten elde edilen dokuz adet miRNA’nin siit verimi yiiksek ve
diisiik olmak tizere iki grup olarak incelenen Akkaraman-Savak koyununda siit
verimi igin bir biyobelirteg olarak kullanilip kullanilmayacagi incelenmistir. Yapilan
caligmanin sonucunda; koyun tiiriinde ilk kez oar-miR-16b ile siit verimi arasinda,
oar-miR-27a ile de siit proteini ve laktoz arasinda negatif korelasyon oldugu ortaya

konulmustur.
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Uyesi Dog. Dr. Ozge OZMEN’e sonsuz tesekkiir ederim. Tezimde ve doktora
sirecimde emegi gecen, saha asamasinda ¢ok biiyilkk destekleri olan Firat
Universitesi Veteriner Fakiiltesi Ogretim Uyesi Dog. Dr. Selim KUL’a tesekkiirii
bor¢ bilirim. Projenin yiiriitilmesine mali destek saglayan Ankara Bilimsel
Aragtirma Projeleri Koordinatorliigii'ne tesekkiir ederim. Calisma siiresince bana
kapilarin1 agan Ankara Universitesi Veteriner Fakiiltesi Genetik Anabilim Dali’na,

Anabilim Dali Bagkani Dog¢. Dr. Bengi CINAR KUL’a, Aras. Gor. M. Yenal
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1. GIRIS

Zengin mineral igerigi, yiiksek protein orani ve fonsiyonel biyoaktif peptidler
acgisindan iyi bir biyolojik kaynak olmasi nedeniyle uluslararasi pazarda koyun
stitiine olan talep giderek artmaktadir. Diinya’da koyun varligi 1 202 milyon bas olup
bu sayinmn 246 milyonluk kismini (yaklasik yiizde yirmi bir) sagilan koyunlar
olusturmaktadir. Diinyada toplam koyun siitii tiretimi 10,42 milyon ton iken Tiirkiye
yillik 1 101 013 ton koyun siitii iiretimi ile Diinya’da Cin’den sonra ikinci sirada yer
alir (Mohapatra ve ark., 2019). Koyun siitii yiiksek yag ve protein oranina sahip
olmasi nedeniyle 6nemli bir besin kaynagidir. Tiirkiye’de koyun yetistiriciligi onemli
bir ekonomik faaliyettir. Tiirkiye 2018 y1l1 Haziran sayimlaria gore, 35 194 972 bas
koyun varligina sahiptir (TUIK, 2018). Akkaraman Tiirkiye'nin yerli bir irkidur.
Dogu ve Giineydogu Anadolu boélgesi ile Akdeniz ve Karadeniz’in i¢ kisimlarinda
yetistirilir. Kangal varyetesi Sivas bolgesi ve Malatya ¢evresinde Karakas varyetesi
Diyarbakir'da yetistirilir. Elazig bdlgesinde ise Savak adi verilen varyetesi
bulunmaktadir (Ozmen ve ark., 2020). Akkaraman 1rki koyun popiilasyonu varlig
tilkemizde birinci sirada (%45) bulunmaktadir. Tirkiye'de yetistirilen yerli koyun
irklar1 genelde diisiik kombine verimli olup yetistiriciler bunlarin bir¢ok veriminden
yararlanmaktadir. Akkaraman koyun 1rki elverissiz ¢evre sartlarina ve hastaliklara
kars1 dayanikli bir irktir. Yeterli olmayan bakim ve besleme kosullarina dayaniklidir,
degisken iklim kosullarinda yasama giicii yiiksektir. Kuyrugu yaglh wrklar grubunda
olmasi nedeniyle beslemede yetersiz kosullar oldugunda dahi yasama giicii yiiksektir.
Uysal yapisi nedeniyle idare ve sevki kolaydir. Fakir mera sartlarinda beslenme ve

aldig1 besini verime ¢evirme yetenegi iyidir (Akgapinar, 2000).

Siit, 16kosit hiicreleri ve epitel hiicrelerin olusturdugu somatik hiicreleri igerir.
Siitiin i¢cinde bulunan somatik hiicrelerin saysi ile siitiin kalitesi ve meme dokusunun
saglik durumu (inflamasyon, mastitis gibi) hakkinda bilgi sahibi olunabilmektedir.
Meme bezindeki gen ifadesi ise siitte bulunan bu somatik hiicrelerden elde edilebilen
total RNA tayini ile miimkiindiir (Sarikaya, 2006). Siit, meme dokusu saglig, siit

kalitesi ve verimi, mastitis gibi meme dokusu ve siit verimini etkileyen bazi



hastaliklara diren¢ konularinin molekiiler diizeyde incelenmesinde invaziv islemler

gerekmeksizin elde edilebilen 6nemli bir kaynaktir (Ozkan ve ark., 2016).

Laktasyon; beslenme, besinlerin absorbsiyonu ve transportu, kan glikoz seviyesi,
meme dokusu, karaciger ve yag dokudaki hiicre aktivitesi, salgi hiicrelerindeki
protein ve yag sentezi, yag asidi ve karbonhidrat yapimindaki metabolik ve
diizenleyici yolaklar, genetik ve epigenetik mekanizmalar gibi bircok faktoriin

etkilesimi ve denetimi ile gergeklesen dinamik bir stirectir (Strucken ve ark., 2015).

Laktasyon siiresi koyunlarda irklara gore farklilik gostermektedir. Yerli ik
koyunlarda 3-5 ay, et¢i koyun wrklarinda 3-4 ay ve siit¢ii koyun irklarinda ise 7-8 ay
kadardir. Laktasyonun baslangicinda siit verimi disiiktiir, zamanla artar ve yine
stiresi 1rklara gore degisken olmakla birlikte pik yaparak laktasyonun sonlarina dogru
tekrar azalir. Laktasyon piki kuyrugu yagl olan irklarda laktasyonun ortalama 60.-
70. giinlerinde olurken, siit verimi yiiksek siit¢ii irklarda daha erkendir ve ortalama

30.-40. giinlere denk gelir (Akgapinar ve ark., 1982).

Meme dokusu gelisimi siit iiretimini etkileyen birincil faktordiir. Tamamen
farklilagsmis salgi hiicrelerine, iyl kan akimi ve dengeli bir bag dokuya sahip iyi
gelismis bir meme dokusu yiiksek tliretim kapasitesine sahip olacaktir. Metabolik
yolaklarla iligkili olan genler siit verimi ve kompozisyonu gibi ekonomik oneme
sahip verimleri direkt olarak etkilemektedir (Strucken ve ark., 2015). DGAT1
(Diacylglycerol O-acyltransferase 1), ABCG2 (ATP-binding cassette sub-family G
member 2), OPN (Opsin receptor), GHR (Growth hormone receptor), FASN (Fatty
acid synthase) ve SCD (Acyl-CoA desaturase) genleri; genom boyu iligkilendirme
caligmalari, fonksiyonel genomik ve karsilagtirmali genomik analizler sonucunda siit
yag verimini etkileyen aday genler veya genetik belirtegler olarak belirtilmistir (Shen
ve ark., 2016). Ancak bu genlerin, mikroRNA’lar (miRNA) gibi farkli genetik
mekanizmalar ile ifadeleri kontrol edilmektedir.

miRNA’lar yaklasik 21-23 niikleotit uzunlugunda ve tek iplikli RNA

molekiilleridir, gen ifadesinde diizenleyici rol oynar. miRNA'lar DNA'dan



transkripsiyonu yapilan ancak proteine ¢evirisi yapilmayan genler tarafindan
kodlanirlar yani kodlanmayan RNA'lardandir. Ilk defa Lee ve ark. (1993), tarafindan
C.elegans’ta kesfedilmislerdir. miRNA’lar hedef mRNA’ya kismen baglanarak,
baglandiklar1 mRNA’larin protein Uretimini baskilarlar ya da hedef mRNA’lar1
degrade ederek gen ifadesini durdururlar (Guttman ve ark., 2009). 1993 yilinda ilk
mMIRNA lin-4 kesfinden bu yana, insan, fare, ¢iftlik hayvanlari ve bitkilerde binlerce
miRNA’nin belirlenmesine ve miRNA veritabanlarinda depolanmasina yol agmustir.
Ciftlik hayvanlarinda yapilan ¢alismalar birgok miRNA’nin doku ve tiir spesifik
oldugunu ve bu miRNA’larin belirlenmesinin biyolojik stireclerde Snemli rol

oynadigimi ortaya koymustur (Liu ve ark., 2009).

1.1. Akkaraman Koyun Irki

Akkaraman koyun 1rkinin yayilma alani i¢-bati Anadolu sehirlerinden Kiitahya
ve Eskisehir’den baslar Sivas gibi I¢ Anadolu sehirlerine kadar uzanir. Tiirkiye yerli
koyun 1rklar1 arasinda en yiiksek populasyona sahip koyun irkidir (Kaymake1 ve ark.,
2001). Akkaraman koyun 1rkinin Kangal, Karakas ve Savak olmak iizere {i¢ varyetesi
bulunur. Kangal tipi Sivas basta olmak iizere i¢ Anadolu bdlgesinde yaygin bulunur
ve yetistiricilik amaci et verimidir, Karakas tipi ise Diyarbakir basta olmak iizere
Dogu Anadolu illerinde yaygindir ve siit verimi amagl yetistirilir. Bu iki varyetenin
disinda bir de Elazig yoresinde Savak-Akkaraman olarak bilinen Akkaraman
varyetesi bulunur. Siitiinden {iiretilen Savak tulum peyniri bu varyetenin onemini

arttirmaktadir (Ozmen ve ark., 2020).

Akkaraman koyun 1rki, yerli ik koyunlarimiz arasinda iri yapili olarak
adlandirilir ve kuyrugu yagldir. Kuyrugun tizerinde bulunan ‘S’ seklindeki kivrim
Akkaraman 1rkina 6zgii bir 1k 6zelligidir. Kulak yapisi uzun ve sarkiktir. Saglam ve
uzun bacak yapisina sahiptir. Koyunlarda boynuz bulunmaz. Viicudu o6rten yapaginin
rengi beyazdir, gozlerin etrafinda ve ayaklarin iizerinde degisken oranda siyah

lekeler bulunabilir (Sekil 1.1) (TAGEM, 2009).



Sekil 1.1. Akkaraman-Savak Koyunu (Ozmen ve ark., 2020).

Siit veriminin 6n planda oldugu ve siit¢li siiriilerin kullanildig1 yetistiricilik
alanlarinda damizlik hayvanlarin se¢iminde segilecek hayvanin siit verimi
ozelliklerinin 6nemi artar. Siit veriminin kriter olarak degerlendirilebilmesi i¢in
stitiin miktarin1 ve bilesimini etkileyen faktorlerin bilinmesinin yaninda bu faktorler
tizerine etkili genetik farkliliklara neden olan mekanizmalara iliskin bilgilerin de
elde edilmesi gerekir. Koyun varligimizin yaklasik %47’si ile en biiyiik paya sahip
olan Akkaraman koyun irki ile ilgili yapilan bazi ¢aligmalarda laktasyon siiresi,
laktasyon siit verimi ve gilinliik ortalama siit verimleri sirastyla 155.9 giin, 84,71 ml

ve 529,6 ml olarak bildirilmektedir (Karaca, 2002).

1.2. Meme Anatomisi

Kii¢iik ruminantlarda (koyun ve ke¢i) meme inguinal bolgede, ventral ¢izginin
her iki tarafinda iki ayr1 meme dokusu seklinde bulunur. Meme bezleri fibroelastik
konnektif doku (apparatus suspansorius mammarum) ile ¢evrilidir ve birbirinden bu
yap1 ile ayrilarak bag doku duvarina (Ligamentum suspansorium uber) baglanir. Bu
ligament ile iki meme dokusu arasinda meme olugu (sulcus intermammarius) olusur

ve ayni zamanda abdominal duvara sikica baglanirlar. Her bir meme, yaris1 biiyiik bir



sarnicla (sinus lactiferus) tipik tubulo-alveoler yapiya sahiptir ve glandiiler sarnig
(sinus lactiferus pars glandularis), meme bas1 sarnici (sinus lactiferus pars papillaris)
olmak iizere iki anatomik yapiya ayrilmis durumdadir. Sinus lactiferusun pars
galndularisi ve pars papillarisi birbirinden diiz kas hiicrelerinden olusan fiberler ile
ayrilir ve bu yap siitiin drenaji i¢in dnemlidir. Ayn1 zamanda bu yap1 makineli sagim
sirasinda meme bezini iki yartya ayirarak siitiin tekrar yukar: tirmanmasini Onler.
Meme bezi sisteminin boyutu ve sekli irka gére ve koyunun siit verim Kkabiliyetine
gore degisir. Yiiksek siit verimli olanlarda daha gelismis ve daha lobiiler bir yap1
gosterir.  Diiz kas hiicrelerinden olusan bir baska sfinkter ductus papillaris’te
bulunur, memenin distal kisminda tek bir delik ile disar1 agilir (Sekil 1.2) (Pourlis,
2019).
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Sekil 1.2 Koyunlarda memenin sekretuar boliimlerinin anatomisi (Pourlis, 2019).

1.3 Meme Dokusunun Gelisimi ve Siit Sentezi

Meme bezi embriyonik, pubertal ve reprodiiktif olmak iizere iic ana basamakta
gelisir (Marcias ve Hinck, 2012). Embriyonik donemde epitelyal ve cevreleyici
kompartmanlar olmak fiizere iki hiicresel kompartman bulunur. Bu dokular
embriyonik olarak ekdoderm ve mezodermden kdken alirlar. Fonksiyonel meme
dokusu olusturmak iizere hiicre farklilagsmasi fotal gelisimin ¢ok erken evrelerinde

baslar. Ilk fark edilebilir yap1 ektodermden koken alan tek kath kiibik epitelyum



tabakasidir. Bu tabaka daha sonra bazal mezenkim dokusunu sekillendirir.
Ekdodermden yiikselen bu alan inguinal bolgede orta ¢izginin iki tarafinda da

sekillenir ve “meme bandi” olarak adlandirilir (Tuner, 1952).

Meme ¢izgisi (siit ¢izgisi) ya da kabartis1 epitel hiicre sikilasmasi olarak ortaya
cikmaya baslar. Meme c¢izgisinin kiire seklinde lokalize epitel hiicre kiimeleri
seklinde farklilasmasi ii¢ asamada gerceklesir. Ilki meme taci olarak adlandirilan deri
germinal epitelyumundan meme ¢izgisi boyunca belirli lokalize bolgelerde
proliferasyon sekillenmesidir. Bu yap1 hizli sekilde meme kabartisina doniistir.
Meme kabartisida daha sonra meme kiiresini olugturur ve alttaki mezenkimal yapiya
penetre olur. Bu kabarti meme tomurcugu olarak adlandirilir ve ortalama gebeligin
36-46. giinlerine denk gelir. Meme tomurcugu tiim meme bezlerinin sekillendigi
yapidir ve sayisi hayvan tiirlerine 6zgii olarak degismektedir (Jenkinson ve ark,
2013). Ruminantlarda bir (koyun ve ke¢i) veya iki (inek) ¢ift olarak inguinal
bolgeye yerlesir ve meme ucu sayisini belirler. Koyunlarda bir ¢ift meme

tomurcugundan 2 adet meme basi sekillenir (Turner, 1952).

Dogum sonrasi donemde meme bezi sadece rudimenter duktal sistemden
olusurken heniiz siit iiretim kabiliyeti yoktur. Endokrin hormonlarin etkisi altinda
meme bezi pubertaya kadar tiim viicutla birlikte allometrik bir biiyiime agamasina
girer. Terminal Son Tomurcuklart (TEB, Terminal End But) lobut seklinde gelisen
duktuslarin ucunda bulunan ve yag yastigina penetre yapilardir. Primer duktal yapilar
TEB’in dallanmaya ugramasyila olusur ve ¢evre bag doku tarafindan diizenlenirler.
TEB’deki ortiicti hiicreler daha sonra myoepitel hiicrelere farklilasarak cift sirali
tubuler duktal yapiyr olustururlar. Sekonder dallar gebelik hormonlarmin etkisiyle
primer duktuslardan filizlenelerek aga¢ benzeri bir yapi sekillendirirler. Siklik
ovaryan stimulasyon altinda kisa tigiincii dallar sekillenirken siit salgis1 yapabilen
tim alveoler yap1 ancak gebelik hormonlarinin baslamasiyla olusur. Gebelik ve
laktasyon esliginde meme agacinda biiylik degisiklikler olusur. Meme dokusunun
laktasyona hazir olmasi i¢in bir dizi degisim gegirmesi gereklidir. Bu degisiklikler

primer olarak progesteron ve PRL (Prolaktin) hormonlarinin etkisi altinda sekillenen



meme bezi maturasyonu ve alveologenezdir. Gebeligin sebep oldugu ilk degisim

sekonder ve tersiyer duktal dallanmalardaki biiyiik artistir (Jenkinson ve ark., 2013).

Hormonlar puberta, gebelik ve laktasyon donemlerinde meme bezi gelisimi, siit
salgis1 ve siit kompozisyonunu diizenlerler (Sekil 1.3). Lokal hiicre biiylimesini
pubertal dénemde &strojen yonetir. Ostrojen, Insiilin Benzeri Biiyiime Faktorii 1
(IGF1) ile birlikte hareket ederek ductal morfogenezi diizenler. Hiicre igi Ostrojen
reseptorlerinin iki formu vardir; ESR1 (Ostrojen Reseptor 1) ve ESR2 (Ostrojen
Reseptor 2). ESR1 duktal morfogenezi diizenleyen ana reseptordiir ve gen ifadesi
susturulmus farelerde yapilan deneylerde fenotipte gézlemlenen gelisimsel defektler
ile ispatlanmistir, ESR1 ve IGF1 geni susturulan farelerde rudimenter ductal sistem
gelismemistir. Biiyiime faktorleri ise duktal dallanma yapisini belirler. Epitelyal
Biiyiime Faktorii (EGF) ve Fibroblast Biiyiime Faktorii (FGF) tiyeleri Tirozin Kinaz
reseptorleri iizerinden meme dokusu duktal morfogenezini etkiler. Progesteronun
alveologenez iizerine de kritik etkileri vardir (Marcias ve Hinc, 2012). Insiilin,
instilin benzeri biiylime faktorii, tiroid hormonu, paratiroid hormonu, oksitosin,
plasental laktojen ve glikokortikoidler, ruminantlar ve rodentlerde siit protein
ifadesini etkileyen hormonlardir. Insiilin’in STAT5A (Signal transducer and
activator of transcription 5A) aktivasyonu iizerine ¢ok gii¢lii pozitif etkisinin oldugu
bildirilmektedir (Bionaz ve ark., 2012).
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Sekil 1.3. Meme gelisimi ve siit salgisinin baglamasinda gérevli hormonlar (Austin ve Short,
1958’den Tiirkgelestirilmistir).

Yavrular siitten kesildikten sonra involusyon fazina giren meme dokusu
gerileyerek alveoler yapinin ¢ogunu kaybeder. Her gebelik tekrar lobulo-alveoler
farklilasmay1 baslatir. Bu morfolojik degisimler bir¢ok kez hiicre farklilagmasi,
cogalmasi ve dokularin yeniden sekillenmesi dongiisii gerektirir. Tim bu dongiiler
embriyonik gelisim ve metastatik yapilarda da benzer oldugundan meme dokusu bu

alanlardaki ¢alismalar i¢in de iyi bir model olusturur (Galio ve ark., 2013).

Meme bezinin iretkenligi; beslenme, genetik ve epigenetik faktorlerin etkisi
altindadir. Meme bezinin gelisimi ile siitiin sentez ve salgilanmasi ise laktasyon
stireci ile iligkilidir. Dinamik bir siire¢ olan laktasyon, her evresinde; bakim, besleme,
saglik ve molekiiler mekanizmalar gibi faktorlerin etkisi altindadir (Do ve ark.,
2017b).

Bu acidan laktasyon ve kuru donem arasinda gerek morfolojik gerekse

molekiiler diizeyde bir takim farkliliklar gériilmektedir (Li ve ark., 2012). Molekiiler



diizeyde goriilen farkliliklar; genetik ve epigenetik degisimler sonucu olusmaktadir

(Do ve ark., 2017b).

Laktogenez siit salgisinin baglamasi olarak tanimlanabilir (Cowie ve ark., 2011).
Linzell ve Peaker (1971)’a gore bu fizyolojik siire¢ iki asamaya ayrilabilir. Ilk
asama gebelik sirasinda meme bezinin az miktarda kazein ve laktoz gibi 6zgiin siit
bilesenlerini yeterince salgilamak {izere farklilasmasindan olusur. ikinci asama
dogumla baglantili olarak bol miktarda siit salgisinin oldugu doénem olarak

tanimlanabilir (Lerias, 2014).

Alveoler epitel hiicreler tarafindan salgilanan siit, limene gecerek alveoler ve
duktal epitel hiicreleri ¢evreleyen myoepitel hiicrelerin kasilmasiyla kanallar
boyunca iletilir. Alveoller iyi gelismis vaskiiler yapiya ve hiicre dis1 matriks,
fibroblastlar ve adipositleri de iceren stromal bir yapiya sahiptir. Siit bilesenlerinin
stitiin s1v1 faziyla bulugsmasinda bes yolak islev goriir. Birinci yolak; siit proteini,
laktoz, kalsiyum ve diger bilesenlerin eksostoz yolu ile siitiin sivi fazina ulagmasidir.
Ikinci yolak apikal membrana hareket ederek membrana bagl siit yag globiilii olarak
yag damlaciklan seklinde siit yagi salgisidir. Ugiincii yolak immunoglobiiliinler gibi
proteinlerin hiicreler arast bosluga vezikiiler transsitozudur. Bir diger yolak ise
iyonlar, su ve glukozun apikal ve bazal membrandan hiicreye direkt transportla
gecisidir. Son olarak plazma bilesenlerinin ve l6kositlerin hiicreler arasi yol ile
gecmesidir ki bu yolak sadece gebelik, involusyon ve mastitis gibi inflamatuar
durumlarda agiktir (Sekil 1.4) (McManaman ve Neville, 2003).



Capillaries

Sekil 1.4. Meme alveolii ve alveoler epitel hiicrelerden siit salgis1 yolaklar: (Kisaltmalar:
SV, sekretuar vezikiill RER, diiz endoplasmik reticulum; BM, bazal membran N, nukleus;
PC, plazma hiicresi ; FDA, fat depleted adiposit; GJ, gap junction; ME, myoepithelial hiicre
(McManaman ve Neville, 2003).

Koyunlarda meme bezinin siit iretim kabiliyeti siit salgilayan hiicrelerin sayis1
ve aktivite diizeyine baghdir. Laktasyon periyodu sirasinda hiicre sayilarinda
degisimler meydana gelir. Erken ve orta laktasyon déneminde alveollerin sayisinda,
seklinde ve farkilasmasinda artis sekillenirken, epitelyum hiicrelerde kolumnar yap1
ve sekretuar vezikiiller artar. Siit iiretiminde laktasyon pik donemi sonrasi disiis, siit
salgilayan hiicrelerin sayica biiyilk oranda azalmasiyla olusur. Bu azalma ya
apoptozis ile ya da siitiin ejeksiyonu sirasinda yipranma sonucu olusur (Pourlis,

2019).

Koyun, ke¢i ve sigir tiirlerinin siit salgisinda onemli bir faklilikta siitlin
bezlerden salgilanma seklidir. Viicutta bulunan tiim bezler salgilarini ii¢ sekilde
yaparlar; apokrin, merokrin veya holokrin salgilama. Apokrin sistemle salgi yapan
bezler hiicre zarinin ve stoplazmanin da bir kismii kaybederlerken, merokrin salgida
boyle bir durum yoktur (Sekil 1.5a ve b). Kegi, koyun ve insanlarda siit bezleri
apokrin salg1 yaparken ineklerde merokrin salgi tiirii goriiliir. Bu nedenle koyun ve

kegilerde SHS (Somatik Hiicre Sayisi) ineklerden daha yiiksektir (Caldwell, 2014).
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Sekil 1.5. Apokrin ve Merokrin Salgilama a. Apokrin b. Merokrin salgilama (Anonim,
2019).

Koyunlar mevsime bagli polidstrik hayvanlardir. Mevsime bagimli olarak
gerceklesen bu reprodiiksiyon dongiisii Melatonin hormonunun kontrolii altinda
gerceklesir. Melatonin seviyesindeki mevsimsel degisimler biyolojik saate baglidir
ve hayvanin mevsimsel iretkenliginde anahtar sinyallerdir. Koyunlarda
mevsimsellik, mevsim ve giin uzunlugu ile baglantili olarak endojen ritim seklinde
reprodiiktif dongiiyii sekillendirir ve bu dongii genetik olarak kodlanir. Hipofiz
bezindeki suprakiazmatik niikleus (SCN) ve Pars Tuberalis (PT) Bmall (Brain and
muscle ARNTL like 1), Clock, PER1 (Periyot 1), PER2 (Periyot 2) , CRY1
(Cryptochrome 1), CRY2A (Cryptochrome 2A) , ReV- ERBa (Niicleer receptor
subfamiliy 1, grup d, member 1) ve CK/e (Kazein kinaz izoform epsilon) gibi
sirkadyan ritim genleri tarafindan diizenlenir. 24 saatin iizerinde Melatonin
profilindeki degisim bu genlerin ifadesini degistirerek PT ve SCN2’deki biyolojik
saat genlerine ait mMRNA’larin seviyesini degistirir. Koyunlarda Melatonin ve
Prolaktin profillerindeki degisim birbiriyle baglantili bulunmustur. Prolaktin
salgisinin Melatonin tarafindan diizenlenmesi iki mekanizma ile gerceklesir.
Sirkadyan ritim mekanizmasinda Melatonin, PRL ifadesini dogrudan etkileyebilir.
Bu segenek laktotropik hiicrelerde hormonun depolanmasina sebep olur. AKksi
durumda da Prolaktin salgis1 dogrudan Melatonin tarafindan inhibe edilebilir.

Prolaktin sentezi anterior hipofizdeki laktotropik hiicrelerde meydana gelir.
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Prolaktinin ana gérevi mamogenez, laktogenez, galaktopoez ve involusyon
gibi siireglerin kontroliidiir. Ayrica bu hormon siit proteinlerinin (B-kazein, o-
laktalbumin, laktoz) biyosentezinde ©Onemli rol oynar. Koyunlarda Prolaktin
seviyesindeki degisim de mevsimseldir. Prolaktin seviyesi ilkbaharda diiser, yazin
karanlik siklusun yarisinda pik yaparken, sonbaharda fotoperiyodun ilk yarisinda
sabitlenir. Giin 15181 saatlerindeki mevsimsel degisim ilkbahar ve yaz aylarinda kisa
Melatonin sinyaline sebep olur (Giinde dort-sekiz saat) boylece Prolaktin salgisinda
inhibisyona sebep olmazken sonbahar ve kis aylarinda uzun siiren Melatonin impulsu
(10 saatten fazla) Prolaktin konsantrasyonunda diisiise sebep olur. Melatonin ayni
zamanda Prolaktin salgisin1 dopamin araciligiyla da inhibe eder. Giinlerin uzadigi
donemde laktasyona baslayan disilerde siit veriminin giinlerin kisaldigt dénemde
laktasyona baglayanlara gore %50 daha fazla oldugu belirtilmistir.  Kisalan
fotoperiyoda kars1 olusan Melatonin seviyesindeki artis, Prolaktin seviyesinde diisiise
ve siit veriminde azalmaya sebep olmaktadir (Molik ve Zieba-Przybylska, 2017).

Laktogenez, mammogenez, galaktopoez ve involusyon gibi siiregler birgok
faktoriin varligimi gerektirirken bu faktorler birbiriyle giiclii sekilde baglantilidir.
Melatonin ve Prolaktin disinda 6nemli etkisi olan bir bagka hormon ise somatotropik
sistem hormonlarindan GH (Growth hormone) ve IGF-1 (Insiilin Growth Faktor
1)’dir. Biiylime hormonu, Prolaktin’e benzer sekilde hipofiz bezinin anterior
kisminda {iretilir ve protein, yag asidi sentezinde etkilidir. Kan glikoz seviyesinin
diigiiriilmesi ve Prolaktin salgisindan da kismen sorumludur. Laktasyonun baginda
GH seviyesi yiikselir. GH’deki artis laktasyon da GHRH ve endojen opioidler
tarafindan kontrol edilir. Laktasyonun baglamasi ve siirdiiriilmesinde 6nemli olan bir
diger hormon grubu ise tiroid hormonlaridir (Gherelin ve Orexin). Hayvanlardaki
tiretim kapasitesi (Siit verimi, bilylime ve gelisme, yapag1 verimi) biiyiik oranda troid
homonlarinin uygun fonksiyonuna baglidir. Mevsimsel iireme siklusu gosteren
hayvanlarda T3 ve T4 hormonlar1 reprodiiktif aktivitenin sonlandiriimasinda
sorumludur. Normal tiroid fonksiyonu gosteren bir koyunda tiroksin reprodiiktif
periyodu kisaltir ve andstrus donemine gecisi hizlandirir. Koyunlarda laktasyon
stiresince tiroid hormonu seviyeleri farklilik gosterir. Siirecin basinda seviyeleri

diistiktiir, zamanla tiroksin konsantrasyonu artar. Troid hormonlarindan 6zellikle Tri-
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iodotironin’in PRL geni iizerinde baskilayict etkisi oldugu ve bu etkinin de PRL
tizerinden siit verimine yansidigl gosterilmistir. Ayrica koyunlarda troid hormonlari

salgisinin giin uzunlugu ile korele oldugu deneysel olarak ispatlanmistir (Molik ve
ark., 2009).

Sit, fiziksel ozellikleri ve kompozisyonu tiirler arasinda farkliliklar gosteren
meme dokusu salgisidir.  Yag, protein, laktoz, mineraller, enzimler, hiicreler,
hormonlar, immunglobulinler ve vitaminleri iceren karmasik bir su-yag
emilsiiyonudur ve her tiiriin siit salgis1 tiire hatta irka 6zgii olarak degiskenlik gosterir
ve Ozgilindiir (Ha ve ark., 2015). Cizelge 1.1 ve Cizelge 1.2°de inek, ke¢i ve koyun

tiirline ait yaklagik siit kompozisyonlari ve vitamin mineral igerikleri verilmistir.

Cizelge 1.1 inek, koyun ve kegi tiirlerine ait yaklasik siit komposizyonu degerleri (Balthazar
ve ark., 2017).

Parametre Inek Siitii Kegi Siitii Koyun siitii
Nem (g/100g) 87.9+0.5 87.6+0.7 82.9+1.4
Yag (g/100g) 3.3+0.2 3.840.1 5.9+0.3
Kiil (2/100g) 0.7+0.0 0.8+0.1 0.9+0.1

Laktoz (g/100g) 4.7+0.4 4.1+0.4 4.8+0.4
Protein (g/100g) 3.440.1 3.740.1 5.5£1.1
Kazein (g/100g) 3.0£0.1 2.4+0.1 4.740.5
0-S1 kazein (%)° 39.7 5.6 6.7
0-S2 kazein (%)° 10.3 19.7 22.8
B-S1 kazein (%)° 32.7 54.8 61.6
K-kazein (%)° 11.6 20.4 8.9
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Cizelge 1.2 Inek, koyun ve kegi tiirlerine ait yaklasik vitamin ve mineral icerikleri
(Balthazar ve ark., 2017).

Paramerte Inek Kegi Koyun
Mineraller
Kalsiyum (mg/100g) 112.0£14.5 130+4.0 197.5+2.5
Demir (mg/100g) 0.1£0.1 0.06+0.0 0.1£0.0
Magnezyum (mg/100g) 11.0+0.5 14.5+1.5 19.5+3.0
Fosfor (mg/100g) 91.0+5.5 109+12.0 141.0£1.7
Potasyum (mg/100g) 145.0£11.5 185+4.5 138.0+£2.0
Sodyum (mg/100g) 42.0£6.5 39.5+1.5 39.0+7.0
Cinko (mg/100g) 0.4£0.0 0.43+0.1 0.620.1
Bakir (mg/1009) Eser 0.04+0.0 0.1+0.00
Selenyum (pg /100g) 1.8+1.3 1.66+0.4 1.7+1.0
Manganez (ng /100g) 6.0+0.0 8.0 7.15+1.8
Vitaminler
Retinol (ug /100g) 35.0+£0.8 0.04+0.1 64+19.5
Karotenoidler (ug /100g) 16.0+8.0 Eser Eser
Vitamin A (ugRE /100g) 37.0+8.0 54.2+0.0 64.6+5.5
Vitamin E (mg/100g) 0.08+0.01 0.04+0.0 0.11£0.01
Tiamin (mg/100g) 0.04+0.01 0.59+0.00 0.07+0.01
Riboflavin (mg/100g) 0.2+0.01 0.17+0.0 0.3+0.02
Niasin (mg/100g) 0.13+0.05 0.23+0.0 0.41+0.05
Pantoteik Asit (mg/100g) 0.43+0.12 0.31+0.0 0.43+0.02
Vitamin Bg (mg/100g) 0.64+0.01 0.48+0.0 0.07+0.01
Folat (ug /100g) 8.5£1.5 1.0£0.0 6.0+0.06
Biyotin (ug/100g) 2.0+0.5 1.75+0.3 2.5+0.0
Vitamin By, (ug /100g) 0.5+0.3 0.65+0.0 0.66+0.05
Vitamin C (mg/100g) 1.0+0.5 1.29+0.0 4.6+0.04
Vitamin D 0.2+0.1 0.15+0.1 0.2+0.0

1.4 mikroRNA (miRNA) Biyogenezi

1993°te kesfedilmelerinden beri (Lee ve ark. 1993) mikroRNA’lar (MiRNA)
insan, hayvan ve bitkilerde gen ifadesinin post-transkripsiyonel diizenleyicileri
olarak dnem kazanmislardir. Bir miRNA hedefine baglanip hem mRNA’nin proteine
¢evrimini engelleyerek hem de degredasyonunu saglayarak etki gosterebilir. mMiRNA

ailesi ¢esitli memeli tiirlerinin hiicre, doku ve viicut sivilarinda izole edilen ¢ok
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kiigiik, yaklagik 18-22 niikleotid uzunlugunda, kodlanmayan RNA’lardan olusur
(Alsaweed, 2015).

Memeli hiicrelerinde yapilan bir¢ok fonksiyonel calisma gostermistir Ki
mMiRNA’lar protein sentezinin %50’sinden fazlasini diizenlemektedirler. Farkli
mMIRNA’larin birgok rolii deneysel olarak incelenmis, memeliler ve bitkilerde gok
genis bir alanda biyolojik stirecleri diizenledikleri kesfedilmistir. Normal biyolojik
stiregleri kontrol etmelerine ek olarak miRNA’larin kanser, otoimmun hastaliklar,
gastrointestinal hastaliklar, reprodiiktif sistem hastaliklar1 gibi birgok patoloji ile de

iliskili olduklar1 yapilan ¢aligmalarla ispatlanmigtir (Alsaweed, 2015).

Memelilerde miRNA genlerinin biiylik ¢ogunlugu gen duplikasyonu nedeniyle
birden fazla izoforma (paralog) sahiptir. Ornegin insan genomunda let-7 genine ait
12 adet gen bolgesi bulunur. Paraloglar genellikle miRNA’larin 5° ucunda 2.-7.
niikleotid pozisyonunda Ozdes sekanslara sahiptir ve bu alt1 niikleotidlik bolge
(Cekirdek bolge, seed region) hedef mRNA ile baz eslesmesi agisindan oldukg¢a
onemlidir. Birgok MiRNA geninin transkripsiyonuna RNA Pol II aracilik ederken,
Alu tekrar1 igeren kiiciik bir grup mIiRNA Pol III tarafindan da transkribe
olabilmektedir. Bir dizi Pol II iligkili transkripsiyon faktorii miRNA gen ifadesini
kontrol eder. Bu Pol II bagimli transkripsiyon miRNA genlerinin 6zel durumlarda ve

hiicre tiirlerinde siki bir sekilde kontrol edilmesine imkan saglar (Kim ve ark., 2009).

mMiRNA’lar ¢ekirdek sekanslarindaki benzerlik baz alinarak miRNA ailelerine
gruplandirilirlar. Olgun (matiir) miRNA’lar hiicre ¢ekirdeginde baslayip stoplazmada
sonlanan bir seri biyokimyasal olay sonucunda sekillenirler. Bu biyokimyasal olaylar
stoplazma ve ¢ekirdek siireci olarak degerlendirildiginde iki basamaktan olusur
(Alsaweed ve ark., 2015; Do ve ark., 2017c; Kim ve ark., 2009).

Cekirdek Siireci: mMIRNA olgunlasmasinin ilk asamasi sa¢ tokasi yapisindan
catallanmayla pre-miRNA sekillenmesidir. Bu reaksiyon niikleer RNase III tip
proteini olan Drocha tarafindan gerceklestirilir. Drocha bir ko-faktore ihitiyag duyar

bu ko-fakoér Di George Sendrom Kritik Bolge Geni 8 (DGRCS8) proteinidir. DGRC8
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ile birlikte Drocha ‘mikroprekiirsor kompleks’ olarak bilinen genis bir kompleks
sekillendirir (Do ve ark., 2017c; Kim ve ark., 2009). miRNA genlerinin ¢ogu RNA
polimeraz Il (RNA Pol II) tarafindan kok ilmek (Stem-loop) iceren pri-miRNA
(pirimer miRNA)’ya transkribe olurlar. Bu pri-miRNA yiizlerce niikleotidden
onlarca kilobaza degisen boyutta olabilir. miRNA’lar temel olarak RNA Pol 1l
tarafindan transkribe edilirken intronlardan veya uzun kodlanmayan RNA
(IncRNA)’lardan da koken alabilirler (Gebert ve Macrae, 2019). Alu-tekrarli
elementlerin iginde kalan MIRNA’lar istisnai olarak RNA pol III tarafindan
transkribe olabilirler. mRNA’lar gibi RNA Pol II tarafindan transkribe olan
mMiRNA’lar 5’ sapka yapisina ve poly-A kuyruguna sahiptirler. Pri-miRNA’lar
¢ekirdekte mikroprekiirsér olarak adlandirilan multiprotein kompleksi tarafindan
islenir, bu kompleksin ana bileseni RNAse III enzimi Drocha ve DGRC8/Pasha’dur.
Bu kompleks pri-miRNA’nin kok ilmegini ¢ift zincir/tek zincir RNA birlesme
yerinin uzakligin1 6lgerek acar ve yaklagik 70 niikleotid uzunlugunda sa¢ tokasi
yapisinda prekiirsor-miRNA  (pre-miRNA)’y1 olusturur 3 ucunda bulunan 2
niikleotidlik baz ¢ikintist RNAse III aracili bolinmeye (clevage) 6zgii bir yapidir ve
pre-miRNA’y1 ¢ekirdekten stoplazmaya tasiyan Exportin-5 (EXP5) tarafindan taninir
(Bushati ve Cohen, 2007). EXP5 niikleer transport reseptor ailesinin bir iiyesidir,
tRNA’larin transpotunda mindr export faktdr olarak bilinmesine ragmen EXP5’in
major yiiklerinin MiRNA’lar oldugu kesfedilmistir. EXP5 tasiyacagi molekiile
baglanir ve GTP-bagimli olarak calisir. Tasidigi molekiilii GTP hidrolizinden sonra
sitoplazmaya serbest birakir (Kim ve ark., 2009).

Sitoplazma siireci: Dicer tarafindan pre-miRNA’larin ¢ift zincirli miRNA
dublekslerine doniisiimii stoplazmik siirecte gergeklesir. Olusan ¢ift zincirli mMiIRNA
dubleksi ATP-bagimli RLC (RISC-loading complex) kompleksine dahil olur. Daha
sonra MIRNA zincirlerinden biri (yolcu zincir) RLC’den ayrilirken diger zincir
(klavuz zincir) olgun RISC kompleksini olusturmak tizere RLC’de kalir ve hedef
mRNA’nin yakalanmasinda kalip gorevi goriirler (Sato ve ark., 2010). Olgun
MIRNA’nin bir zinciri Drocha tarafindan belirlenirken diger ucu Dicer tarafindan
sekillendirilir. Dicer Okaryotlarin hemen hepsinde bulunan yiiksek derecede

korunmus bir proteindir. Baz1 organizmalar birden fazla Dicer homologuna sahiptir
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ve bu homologlar farkli islevlere sahiptir. Ornegin Drosophila melanogaster’de
Dicerl miRNA biyogenezi i¢in gerekli iken Dicer2 siRNA (small interferring RNA)

tiretiminde fonksiyoneldir (Kim ve ark., 2009).

Dicer boliinmesini takiben yaklasik 22 niikleotid uzunlugundaki RNA
dubleksleri Ago proteinine yiiklenerek RISC kompleksini meydana getirir. Yaklasik
22 niikleotidlik RNA dubleksinin bir zinciri (klavuz zincir) Ago lizerinde kalirken
diger zincir (yolcu zincir) degrade olur. siRNA dubleksleri iizerinde yapilan
caligmalar gostermektedir ki dubleksin iki ucundaki termodinamik denge hangi
zincirin segilecegini belirler. 5° ucunda daha istikrarsiz baz dizisine sahip olan zincir
tipik olarak varligii siirdiiriir  (Sekil 1.6). MIRNA prekiirsorlerinde yapilan
termodinamik denge profillemesi ¢alismalar1 hepsi olmasa da ¢ogu mMiRNA’nin bu

kurala uydugunu gostermektedir (Kim ve ark., 2009).

mMIRNA biyogenezinin diizenlenmesinde ise gelisimsel ve/veya dokuya Ozgii
sinyalizasyon ile miRNA biyogenezi kontrol altinda tutulur. miRNA seviyesinin
hassas kontrolii normal hiicre fonksiyonlarinin siirdiiriilmesi acisindan kritiktir ve
mMiRNA’larin disregiilasyonu ¢ogunlukla hastaliklar ve kanser olusumu ile iligkilidir

(Gebert ve Macrae, 2019).
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Transkripsiyon

miRNA geni

o 1
-
3 Pri-miRNA

mikroprekirsor kompleks

AGOidzetine  _ Sp. -
Bi zincc Klavuz: zcirolaak yakleg
AGO( -S‘ucmda&hazsmohnw"
2 tercih edilir.
Yoleu zincir ayrilarak degrade ofur -5' terminal nikleotidi A yada U olan
tercih edilir

Sekil 1.6. miRNA Biyogenezi (Gebert ve Macrae, 2019°dan Tiirkgelestirilmistir).
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MIRNA  kontroliinde trasnkripsiyonel ve posttranskripsiyonel kontrol
mekanizmalart mevcuttur. Transkripsiyonel kontrol MIRNA biyogenezinin ana
diizenlenme noktasidir. Birgok Pol Il baglantili transkripsiyon faktori miRNA
genlerinin transkripsiyonel kontroliinde yer alir. Posttranskripsiyonel kontrolde
Drocha siireci dnemli diizenleme noktasidir. mMiRNA haberlesme aginda geribildirim
(feedback) mekanizmalari, biyogenezi transkripsiyon sonrasi kontrol altinda tutar.
Biyogenez faktorleri, miRNA’larin kendisi ve hedefleri igeren bir¢ok asamasinda
geribildirim dongiisii ile kontrol edilir. mMIRNA biyogenezinin kontroliinde genellikle
iki tip geribildirim dongiisti islev goriir; Tek negatif geribildirim ve ¢ift negatif
geribildirim. Tek negatif geribildirim genellikle iki bilesenin de denetimli veya sabit
ifadesi ile sonuglanirken, ¢ift negatif geri bildirim karsilikli 6zel ifade ile sonuglanir.
Drocha ve Dicer’in seviyeleri tek negatif geribildirim ile kontrol edilir. Drocha,
DGCRS ile birlikte diizenleyici bir ¢gember olugturur. DGRC8’i mRNA’sin1 keserek
baskilarken, DGRC8 Drocha’nin protein stabilizasyonu ile ifadesini arttirir. Cift
negatif geribildirim ise genellikle 6zgiin mMiRNA’larin hiicresel farklilasma sirasinda

genetik ifade degisimlerini kontrol etmek tizerine etkili olur (Kim ve ark., 2009).

mMIRNA’larin biiyiik bir ¢ogunlugu tiirler arasinda korunmustur. Bu 6zellikleri
mMiRNA’lar1 karsilagtirmali genomik ¢aligsmalari igin merak konusu haline getirmistir
(Barozai, 2012). Dolfin ve ark. (2018), bes farkli hayvan tiiriinde ve bes dokuda ifade
edilen miRNA’larin korunmusluk oranini belirlemek ve karsilastirmak amaciyla
yaptiklar1 ¢alisgmada miRNA’larin ¢ok bilyiikk oraninin yiiksek derecede korunmusg
oldugunu bularak bu tezi destekleyici sonuglar elde etmislerdir.

Memelilerde miRNA’lar viicut sivilarinda degredasyona karsi 6zel molekiiller
tarafindan miikemmel sekilde korunurlar. Argonat (Ago) miRNA iliskili proteinler
mMiRNA’lara ilk koruyucu tabakay: olustururlar. Bu proteinler RISC (RNA induced
silincing complex) kompleksinin bir pargasidir. Ago proteini amino N-terminal
domaini, Piwi-Argnat-Zwille (PAZ) domaini, Middle domain (MID) ve P-element
induced wimpy testes (PIWI) damaini olmak tizere 4 domainden olusur (Sekil 2.7)
(Gebert ve Macrae, 2019). Bu kompleks o&zellikle mRNA translasyonunun

baskilanmasinda miRNA’lar tarafindan rehberlik edilen Ago-2 proteinini igerir. Bu
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protein bu nedenle miRNA’lar ile yakin iligkilidir ve miRNA’larin fonksiyonelligini
saglar. Ago-2’nin miRNA’lart degredasyona karsi korudugu ilk olarak RNase
korunma deneyleri ile ispat edilmistir. Daha sonra bu yakin koruma, miRNA’larin
kanda altt aydan fazla stabil kalmasinin sadece Ago2-miRNA-niikleoprotein
kompleksi tarafindan saglandiginin  ispatlanmasiyla kesinlestirilmistir. Ikinci
koruyucu tabaka ise miRNA’larin HDL (High Density Lipoprotein) ve siit yag
globiilleri gibi yagdan zengin hiicre dis1 vezikiiller tarafindan kapsiile alinmasidir.
Ilging sekilde bu cift koruma sadece MIRNA’larin yasamasini saglamamakla birlikte
ayni zamanda tanisal ve prognostik belirte¢ olarak kullanilmalarini ve hiicreden
hiicreye haberlesme araci olarak biyolojik fonskiyonlarinin da uzun émiirlii olmasini

saglar (Benmoussa ve Provost, 2019).

Sekil 1.7. Ago proteini domainleri (Khun ve Tor, 2013). Klavuz zincirin 5’fosfat yapisi
MID ve PIWI domainlerinin arasina sikica baglanir ve 5’ niikleotidi MID domaini’nin 6zgiil
loop yapisi tarafindan fark edilir. Cekirdek sekansinin bazlari dar aralik (narrow groove)
tarafindan isaretlenir, hedef RNA’y1 fark etmek iizere hazirlanir. Helix 7 yapis1 6. ve 7.
bazlar arasinda bir kivrim olusumunu indiikleyerek yalanci klavuz-hedef eslesmelerinden
korunmada bir dolgu gorevi goriir. Argonatin aktif bdlgesi katalitik tetratlardan olusur
(H,D,D ve E) ve Mg" iyonlarina bagh calisr.
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1.5 miRNA’lar ve Siit

Stit bircok memeli tarafindan salgilanan sadece miktar olarak degil ayni
zamanda yeni doganlarin gelisimi ve sagligi i¢in hem kisa donemde hem de ilerleyen
donemlerinde etkili tek besin maddesidir. Maternal siit, yeni doganlarin beslenme
ihtiyacin1 karsilayan zengin bir besin maddesi olmakla birlikte ayni zamanda
antimikrobiyal molekiiller gibi biyoaktif bilesenleri, biiyiime faktorlerini, kazein ve
yag fragmentleri, bagisiklik hiicreleri, antikorlar1 ve katalitik aktif antikorlar1 evrim
tarafindan sekillendirilmis fonksiyonel bir besindir. Yeni dogan barsak duvarina
entegre olarak lokalize mikrokimerizm (Kimerizm, aymi bedende birbirinden
tamamen farkli iki genomun bulunmasi durumu) ile yeni dogan igin uygun bagisiklik

gelisimini saglayan maternal hiicreler igerir (Moles ve ark., 2018).

Diger biyolojik sivilarda oldugu gibi siitteki MiRNA’larin ¢esitli tiirlerde kesfi
(Melnik ve ark., 2016; Melnik ve Schmitz, 2017) siit miRNA’larinin prognostik,
tanisal ve fonksiyonel acidan arastirilmalarinin 6niinii agmustir.  Ozellikle siitiin
hacmine oranla yiiksek miktarda miRNA icermesi arastiricilarin stit miRNA’larina

olan ilgisini arttirmstir.

Siitteki miRNA’larm kaynag: ilk basta tartismalara neden olmustur. Insan serum
ve siitlindeki miRNA’larin karsilagtirllmasi siitte bulunan miRNA’larin  biiyiik
¢ogunlugunun kan dolasimindan gegmedigini ortaya koymustur (Alsaweed ve ark.,
2015). Birgok miRNA’nin siitte serbest oOlmasina karsin son g¢alismalar biiyiik
cogunlugunun kii¢iik hiicre dis1 vezikiiller (ekstraseliiler vezikiiller, EV, ekzosomlar)
ile kapsiile edildigini gostermektedir (Benmoussa ve ark., 2019; Harwejinen ve ark.,
2016).

Ekstraseliiler vezikiillerin proteomik analizleri (Benmoussa ve Provost 2019;
Chen ve ark., 2017) en ¢ok ifade edilen proteinlerin meme dokusu hiicrelerinden
koken aldigim1 ancak bagisiklik hiicreleriyle iligkili birgok proteinin siit ekstraseliiler
vezikiillerine 6zgii oldugunu ortaya koymustur (Benmoussa ve Provost, 2019;
Harwejnen ve ark., 2016; Reinhard ve ark., 2012).
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Siitin MIRNA igerigi ve meme dokusunun hiicre profili RNA sekanslama
metoduyla karsilastirildiginda (Hou ve ark., 2017; Li ve ark., 2012; Schen ve ark.,
2016) siitte en ¢ok bulunan MiRNA’larin ayn1 zamanda meme dokusunda da en ¢ok
ifade edilen mMiRNA’lar oldugunu ve laktasyonda yiiksek Onemi oldugunu
dogrulayarak bu miRNA’larin epitel kokenli oldugu ispatlanmistir (Chen ve ark.,
2017; Do ve ark., 2017a; Do ve ark., 2017b; Muroya ve ark., 2016).

Bu calismanin amaci siitten elde edilen dokuz adet miRNA’nin siit verimi
yiiksek olan bireylerde bir belirteg olarak kullanilip kullanilmayacaginin

incelenmesidir.
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2. GEREC VE YONTEM

Bu ¢alismada, T.C. Tarim ve Orman Bakanligi’nin yirittiigii, Elaz1g ili halk
elinde kiigiikbas hayvan 1slah iilkesel projesi kapsaminda (Proje adi: Savak
Akkaraman-3, Proje Kodu: 23SAV2012-3), ayni bakim ve beslenme kosullarina
sahip kayith koyunlar kullanilmistir. Bu projeye ait calisma izni Ek-1’de

sunulmustur.

Projede deney ve kontrol grubu olmak iizere iki grup olusturulmustur; deney
grubunu (n:20) laktasyon siit verimi yiiksek hayvan popiilasyonu olustururken
kontrol grubunu (n:20) siit verimi laktasyon ortalamasinin altinda olan hayvanlar
olusturmaktadir. Deneyde toplam 40 adet saglikli 4 yasinda, Akkaraman 1rki
koyundan siit 6rnegi alinmistir. Siit kompoziyonu, Somatik hiicre sayimi ve RNA

izolasyonu i¢in ayni hayvana ait alinan siit 6rnegi ii¢ ayr1 falcon tiipte toplanmustir.

Hayvanlarin saglikli oldugunu dogrulamak i¢in Brucella ve mastitis agisindan
saglikli hayvanlar se¢ilmistir. Kayit altinda olan bu koyunlarin Brucella agilamalari
diizenli olarak yapilmaktadir. Subklinik mastitisin tanis1 icin segilen 80 adet 4
yasinda koyundan sabah sagimindan 6nce somatik hiicre sayimi (SHS) testi yapilmak
amactyla iki meme lobundan siit 6rnegi alinmis ve California Mastitis testi (CMT)
uygulanmugtir.  Subklinik mastitisin  koyunlarda goriilme sikligt %70 oldugu
literatiirlerde belirtilmektedir, bu nedenle toplam secilen 80 adet koyundan siit 6rnegi

alinarak subklinik mastitis tanis1 koyulan hayvanlar proje dist birakilmistir.

2.1 Siit Orneklerinin Toplanmasi

Siit ornekleri sabah sagiminda buz iizerine yerlestirilmis DNase ve RNase free
tipler icerisine alinmistir (100 ml). Siit 6rnekleri soguk zincirde laboratuvara

ulagtirllmastir (Sekil 2.1).
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Siit orneklerinin alindig1 sabah sagiminda, hayvanlarin elle sagim yontemi ile,

1000 mI’lik meziir kullanilarak siit verimleri de Olgiilerek kaydedilmistir.

Sekil 2.1. Hayvanlarin sagilmasi ve siit 6rneklerinin toplanmas.

2.2 Siit Orneklerinin Analizi

Ornek alman meme dokusunun saglikli oldugunu dogrulamak igin California

Mastitis testi ile somatik hiicre sayimi yapilmistir.

Meme yangisi olarak tanimlanan mastitisin tanis1 igin ¢esitli yontemler
kullanilmaktadir. Bu yontemler; memelerin ve siitiin klinik muayenesi, kimyasal
yontemler, fiziksel muayene ve inceleme, hiicresel ve bakteriyolojik incelemeler
olarak gruplandirilabilir. Bununla birlikte subklinik mastitislerde tani koymak
zordur ¢iinkii meme dokusunda ve siitte fiziksel olarak disaridan gézlemlenebilir bir
degisiklik olusmaz ve ancak belirli tan1 metodlar ile tespit edilebilir (Yageir ve

Kaymaz, 2006).

CMT siitiin icerisinde bulunan somatik hiicreleri belirler ve sahada uygulanmasi
oldukca pratik bir yontemdir. Siitte bulunan somatik hiicrelerin miktarinda ve siitiin

pH degerinde olusan degisimleri baz alarak sonu¢ veren bir testtir., CMT testi:
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negatif, slipheli, +1, +2, ve +3 olarak degerlendirilen 5 skalada test sonucu
vermektedir (Risvanli ve Kalkan, 2002).

California Mastitis Test, Schlam ve Noorlander (1957)’in tarif ettigi sekilde
uygulanmustir (Sekil 2.2).

B, 2

Sekil 2.2. CMT pozitif sonugta olusan jellesme

2.3 Somatik Hiicre Sayim

Alnan siit rnekleri soguk zincirde tasinarak, Firat Universitesi, Veteriner
Fakiiltesi, Dogum ve Jinekoloji Anabilim Dalin’a somatik hiicre sayimi yapilmak
tizere ulastirilmistir. Somatik hiicre sayimi1 DelLeval marka somatik hiicre sayim
cihazi ile gergeklestirilmistir. Sahada CMT testi negatif olan koyunlardan, sabah
sagimi sirasinda alinan 80 adet siit O6rnegi laboratuara getirilerek somatik hiicre
sayilar kit kullanilarak analiz edilmistir. Somatik Hiicre Sayis1 (SHS) sonuglart Ek-

6°da sunulmustur.
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2.4 Lactoscan Cihaz ile Siit Kompozisyonunun Belirlenmesi

Siit kompozisyonunun belirlenmesi amaciyla Subat ayinda ayrica alinan siit
ornekleri soguk zincirde tasmarak, Firat Universitesi, Veteriner Fakiiltesi, Zootekni
Anabilim Dalin’a ulastirilmis ve yine ayni anabilim dali laboratuvarinda bulunan
ultrasonik caligma prensibine sahip lactoscan cihazi (MilkAnalyser Master Classic
LM2,CHADHA salespvt. ltd.dairy equipment engineers) ile siit kompozisyonu

incelenmistir.

Yag, protein, laktoz, dansite, yagsiz kuru madde, su ve iletkenlik parametreleri
analiz edilmistir. Subat ve Haziran ayina ait lactoscan sonuglari Ek 2 ve Ek 3’te

sunulmustur.

2.5 miRNA Profillemesi

2.5.1 RNA Ekstraksiyonu

RNA izolasyonunun yapilmasi i¢in koyunlardan Subat aymnda toplanan siit
ornekleri soguk zincirde hemen Firat Universitesi, Veteriner Fakiiltesi, Zootekni
Anabilim Dalr’na ulastirtlmis ve yine ayni anabilim dalinin molekiiler genetik

laboratuvarinda miRNA izolasyonu yapilmustir.

Siitten MIRNA ekstraksiyonu i¢in miRNeasy Serum/Plasma Advanced Kit
(Qiagen, ABD, Kat. No: 217204) kullanilmistir. Ornekler 6nce 1800 g de 15 dakika
santrifiij edilerek Sekil 2.3’deki gibi fazlara ayrilmigtir, RNA izolasyonu i¢in orta

faz1 kullanilmstir.
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Tam Sut

Sanrtifij iglemiilesttinfraksiyonlaninaaynimas

Sut yag
Sutiun yagsiz sulukismi

Huicreler

Sekil 2.3. Siitiin Fraksiyonlari.

miRNA izolasyonu i¢in ugulanan kit protokolu su sekildedir;

e Orta fazdan 200 pl alinarak vortekslendi ve oda 1sinda 3 dakika bekletildi.

e 60 ul RPL buffer eklenerek pipetaj ile karigmasi saglandi.

e 3,5 ul Spike in eklenerek vortekslendi.

e 20 ul RPP buffer eklendi, 20 saniye vortekslenerek 3 dakika oda 1sinda
bekletildi. Bu agsamada faz ayrimi olustu.

e 1200 g de 3 dakika santrifiij edildi.

e Siipernatant yeni tiipe aktarilarak 200 pl isopropol eklendi ve vortekslendi.
Pipete edilerek kolona aktarildi.

e 15 saniye 8.000 rpm de santrifiij edilerek kolon yeni tiipe yerlestirildi ve 700
ul RWT buffer eklendi.

e 8000 rpm de 15saniye santrifiij edildi. Kolon yeni koleksiyon tiipiine alinarak
500 ul RPE buffer eklendi.

e 8.000 rpm de 15 saniye santrifiij edildi.
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e 500ul %80 lik etanol eklenerek kolon 2 mililitrelik santrifiij tiiplerine
aktarildi. Kolonun kapagi agik kalacak sekilde tam hizda 5 dakika santrifiij
edilerek izolasyon islemi tamamlandi. Yeni 2 mililitrelik santrifiij tiiplerine
alinarak 20 pl RNase dan ari su eklendi ve 1 dakika inkubasyon sonrasi 1
dakika tam hizda santrifiij edildikten sonra kullanilana kadar -80°de muhafaza
edildi.

2.5.2 RNA Miktar ve Kalitesinin Belirlenmesi

Calisma sonucu elde edilen total RNA kalite ve kantitesi Firat Universitesi,
Veteriner Fakiiltesi, Zootekni Anabilim Dali, Molekiiler Genetik Laboratuvarinda
bulunan Thermo NanoDrop Nd2000 spektrofotometri ile A260 / A280 nm dalga
boylarinda élgiilerek degerlendirilmistir. Ol¢iimlerde her bir érnek icin 2 pl RNA
kullanilmistir. A260/A280 nm dalga boyu oraninin 2.0 ve iistii olmasi durumunda
RNA saf olarak degerlendirilmistir. 40 adet Ornekten elde edilen RNA’larin
nanodrop sonuglart Ek 4’te belirtildigi gibidir.

Ornekler daha sonra kuru buz iceren straforlara aktarilarak, Ankara
Universitesi Veteriner Fakiiltesi, Genetik Anabilim Dalina ulastirilmis ve hemen -

80°C de depolanmustir.

2.5.3 cDNA Sentezi

Calismada mircury LNA RT kit (Qiagen, ABD, Katalog N0:339340)
kullanilarak reverse transkripsiyon (RT) islemi ile komplementer DNA (cDNA)
sentezi gerceklestirilmistir. CDNA miRNA’ya gore ¢ok daha stabil ve dayaniklidir bu
nedenle elde edilen miRNA 6rneklerinin hepsi cDNA’ya gevrilerek deney siirecinde

mMIRNA 6rneklerinin degredasyonu sonucu olusabilecek olumsuzluklar 6nlenmistir.
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izole edilen miRNA 6rnekleri -80°C’den ¢ikarildiktan sonra 4°C’de bir miktar
(10-15 dk.) bekletirerek ¢ozdiiriilmistiir.

cDNA sentezi Ankara Universitesi Veteriner Fakiiltesi Genetik Anabilim Dali
Laboratuarinda BioRad C100 1s1 dongiisii cihazi ile gergeklestirilmistir. Cihazin 1s1
dongiisii 42°C’de 60 dk, 95°C’de 5 dk, 4°C’de oo seklindedir. Sentez bilesenleri
Cizelge 2.1°de belirtildigi gibidir.

Cizelge 2.1. cDNA sentez bilesenleri.

Reaksiyon Bileseni Miktar
5x mirCURY buffer 2 ul
10x mirCURY enzim 1ul
RNase free su 5pul
Kalip RNA 2l
Toplam 10 ul

2.5.4 Referans Gen Secimi

Chen ve ark. (2010), sigirlarda yaptiklart ¢alismada siite 6zgii MiIRNA’lar
belirlemisler ve en ¢ok eksprese olan MiIRNA’y1, bta-miR-103 olarak bulmuslardir.
Do ve ark, (2017a) laktasyonda miRNA sinyal yolaklarin1 arastirdiklar:
caligmalarinda miR-7/03"i normalizasyon i¢in kullandiklarin1  belirtmislerdir.
Literatiir bilgisine dayanarak mevcut arastirmada referans miRNA olarak oar-miR-

103 segilmistir.

2.5.5 Es-Zamanh PZR Analizi

Es Zamanli (Real Time) PZR’da olusan iirliniin miktari ile orantili olarak artan
florasan boyanin ve problarin verdigi 1s1ma ve sinyaller tespit edilerek reaksiyon

boyunca olusan tiriin miktar1 izlenebilmektedir. PZR gogaltimini1 monitorize eden ve
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goriinebilir hale getiren floresanla isaretlenmis problar ve boyalar kullanilarak, iiriin

miktart ile dogru orantili olarak artan floresanin l¢iimiine dayali bir yontemidir.

Calismada analiz edilen miRNA’larin siparis edilen dizileri ve mirBase erisim

numaralar1 Cizelge 2.2’de 6zetlenmistir.

Cizelge 2.2. Calismada analiz edilen mMiRNA'lar ve miRbase erisim numaralari.

miRNA Dizi mirBase erisim numarast
oar-mir-485-3p 5'GUCAUACACGGCUCUCcUcuUcU M10016950
oar-mir-374b 5AUAUAAUACAACCUGCUAAGU M10025284
oar-miR-27a 5'UUCACAGUGGCUAAGUUCCGC M10025275
oar-miR-221 5'AGCUACAUUGUCUGCUGGGUUU M10025269
oar-miR-23a 5'AUCACAUUGCCAGGGAUUUCCA M10025270
oar-miR-181a 5'AACAUUCAACGCUGUCGGUGAGU M10014973
oar-miR-152 5'UCAGUGCAUGACAGAACUUGG M10025256
oar-miR-16b 5'UAGCAGCACGUAAAUAUUGG M10025257
oar-miR-103 5'AGCAGCAUUGUACAGGGCUAUG M10025248

Es Zamanli PZR reaksiyonlar1 icin Ankara Universitesi Veteriner Fakiiltesi
Genetik Anabilim Dalinda bulunan CFX 96 Real-Time PCR (Biorad, ABD) cihazi
ile sybeer green temelli mMiRCURY LNA SYBR® Green PCR Kit (Qiagen, ABD,
Kat. No: 339346) kullanilmistir. Calismada kullanilan primerler kilitli niikleik asit
primerlerlerdir. Kilitli Niikleik Asitler (LNA) 2’0 ve 4°C atomlarinda metilen
kopriisii igeren niikleik asit analoglaridir (Sekil 2.4). Bu koprii-kilit sistemi 3° endo
konformasyonda ribofuranoz halkasinin esnekligini sinirlayarak yapiy1 bisiklik

formasyona kilitler. Bu durum assay performansini, baglanma 6zgiilliigiinii arttirir.

miRNA'larin kii¢iik boyutlar1 ve ¢ok ¢esitli GC igerigi (%5-95) geleneksel
yontemler kullanarak analiz etmeyi zorlastirmaktadir. miRNA analiz igin DNA veya
RNA bazli teknolojilerin kullanilmast yiiksek belirsizlik ve diisiik dayaniklilig
ortaya g¢ikarabilir. Cilinkii oligoniikleotid/miRNA dubleksinin erime sicakligi (Tm),
dizilerin GC igerigine bagh olarak biiylik Olciide degisecektir. Bu durum bir¢ok
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MIRNA hedefinin ayn1 deneysel kosullar altinda analiz edildigi uygulamalarda sorun
yaratmaktadir. MIRNA analizindeki bu giigliikkler, LNA ile zenginlestirilmis
oligontikleotitler kullanilarak asilabilmektedir. LNA icerigi basitge degistirilerek
belirli erime sicakliklari olan oligoniikleotidler, MIRNAnin GC igerigine
bakilmaksizin tasarlanabilmektedir. miRNA'larla calisiilmanin bir diger zorlugu
diziler arasindaki yiiksek dereceli benzerliktir (homolojidir). Bazt miRNA ailesi
tiyeleri tek bir niikleotid vasitasiyla bile degisiklik gosterebilir. LNA, yakin iligkili
mMIiRNA dizilerinin olduk¢a gii¢lii ayrimina izin vererek primerlerin ayrim giiclinii
arttirarak ve primer 6zgilliigiinii ve hassasiyetini belirgin sekilde artirmaktadir. LNA
da riboz halkasi, 2'-O ve 4'-C atomlar1 arasinda bir metilen koprisii ile baglanir ve
bdylece riboz halkasi baglama i¢in ideal bicimde "kilit" yap1 olusturur. Bir RNA
oligoniikleotidi LNA icine eklendiginde, tamamlayic1 bir niikleotid ipligi ile

eslesmeyi daha hizli yapar ve ortaya ¢ikan dupleksin stabilitesini arttirir.

HO B=ACG,T HO B=ACGT HO B=AmCG,T
B B B
(@) O 0]
"‘-......O
OH H OH OH OH
DNA Monomer RNA Monomer LNA Monomer

Sekil 2.4. LNA'nin 2’ oksijen ve 4’ karbon atomlarinda bulunan metilen kopriisii yapist.

Arastirmada kurulan es zamanli PZR reaksiyon bilesenleri Cizelge 2.3’°deki

gibidir.
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Cizelge 2.3. Es Zamanli PZR Reaksiyon I¢in kullanilan Reaksiyon Bilesenleri.

Reaksiyon bileseni Miktar

2x Syber Green 5ul

Primer 1pl

cDNA Kalip 3 ul (1/60 diliisyonlu)
RNase free su 1wl
Toplam 10 pl

gPZR dongiisii 95°C’de 10 dakika (enzim aktivasyonu), 95°C’de 10 saniye
(denatiirasyon) 60°C’de 10 saniye (baglanma) ve 40 dongi seklinde kurulmustur.
55°C-90°C sicaklik degerleri arasinda 0,1°C’lik hassasiyette erime egrisi (melting
curve) analizi yapilmistir. Hesaplamalar Livak ve Schmitgen (2001)’e gore
gerseklestirilmistir ve  Normalizasyon oar-miR-103’¢ gére yapilmistir. Her 6rnek ve

analiz edilen her miRNA i¢in iki teknik replika uygulanmistir.

Gen ifadeleri belirlenirken her miRNA i¢in elde edilen C; (cycle thereshold/esik
deger) degeri elde edilmistir. C; degeri Floresan degerlerinin esik degerini gectigi
noktadir. AC;degeri; ilgili genin C; degerinden normalizasyon igin segilen genin C;
degerinin ¢ikarilmasiyla elde edilmistir. Calismada normalizasyon igin oar-miR-

103’e ait C; degerleri kullanilmistir. Formiilii asagidaki gibidir;

ACt (test) = Ct (hedef,test) - Ct(referans,test)

Ct (kontrol) = Ct (hedef,kontrol) — Ct (referans,kontrol)

Daha sonra test geninin AC; degeri, kontrol grubunun (siit verimi diisiik) AC;
degerine gore AACt = ACr(test) - ACt(kontroly formiilii uygulanarak normalize edilmistir.
Son olarak 2**“* formiilii ile siit verimi yiiksek ve diisiik gruplara ait 2**“* degerleri
oranlanmistir. oar-miR-103’e ait amlifikasyon, erime egrisi ve yiikseltgenme

grafikleri Sekil 2.5°de verilmistir.
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Sekil 2.5. Normalizasyonda kullanilan oar-miR-103’¢ ait amlifikasyon, erime egrisi ve
yiikseltgenme grafikleri

2.6 istatistiksel Analiz

Siit verimi, Lactoscan sonucglart ve miRNA ekspresyonlart incelendikten sonra
gruplar arasi istatistiksel analizler SPSS paket programi (PASW statistics 18)
kullanilarak yapilmistir.

Degerlerin normal dagilima uygunluklarinin analizi Shapiro-Wilk test ile analiz
edilmistir. Degerlerin normal dagilim gosterdigini belirledikten sonra parametrik
analiz  yontemleri  kullanilip  istatistiksel  farkin  anlamlilik  diizeyinin

degerlendirilmesinde P<0,05 sinir deger kullanilmistir.

Normal dagilima uygun olmayan niceliksel Olgiimlerin gruplar arasindaki
dagilimimin incelenmesinde Mann Whitney U testi kullanilmistir. Normal dagilim
gosteren iKili gruplarda niceliksel degerlerin incelenmesinde Bagimsiz Orneklem T

testi kullanilmustir.

Sayisal degiskenler arasindaki iligkiyi saptamak i¢in ise normal dagilima uygun
gruplarda Pearson korelasyon testi uygulanirken, normal dagilim gdstermeyen

gruplarda Spierman testi uygulanarak aralarindaki iliski incelenmistir.
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2.7. Biyoinformatik analizler

2.7.1 Farkh eksprese edilen mMiRNA’larin hedef gen tahmini

Calisilan miRNA’larin tiirler arasinda korunmus olup olmadigi ¢ekirdek
dizisinin (seed region) homolojik yapis1 NCBI internet sitesinde bulunan BLAST
(https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) veri tabaninda kontrol edilmistir (Cizelge
2.4). Elde edilen sonuglara gore analiz edilen miRNA’larin yiiksek diizeyde
korunmus oldugu belirlendikten sonra insana (Homo sapiens) ve ruminant olmasi
nedeniyle de Bos taurus’a ait hedef gen tahminleme veri tabanlar1 kullanilmistir.

Ciinkii koyuna ait/6zgiin hedef gen tahminleme veri taban1 bulunmamaktadir.
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Cizelge 2.4. Calisilan mMiRNA’larin homoloji gosteren baz dizileri ve miRBase erigim

numaralari.

miR-148a Sekans MiRBase erisim
numarasi
Ovis aries oar-miR-148a UCAGUGCACUACAGAACUUUGU MIMAT0030033
Homo sapiens hsa-miR-148a-3p UCAGUGCACUACAGAACUUUGU MIMAT0000243
Bos taurus bta-miR-148a UCAGUGCACUACAGAACUUUGU MIMAT0003522
miR-181a
Ovis aries oar-miR-181a AACAUUCAACGCUGUCGGUGAGU MIMAT0014973
Homo sapiens hsa-miR-181a-5p AACAUUCAACGCUGUCGGUGAGU MIMAT0000256
Bos taurus bta-miR-181a AACAUUCAACGCUGUCGGUGAGUU MIMAT0003543
miR-16b
Ovis aries oar-miR-16b UAGCAGCACGUAAAUAUUGG MIMATO0030036
Homo sapiens hsa-miR-16-5p UAGCAGCACGUAAAUAUUGGCG MIMATO0000069
Bos taurus bta-miR-16b UAGCAGCACGUAAAUAUUGGC MIMAT0003525
miR-23a

Ovis aries oar-miR-23a AUCACAUUGCCAGGGAUUUCCA MIMATO0030048
Homo sapiens hsa-miR-23a-3p AUCACAUUGCCAGGGAUUUCC MIMATO0000078
Bos taurus bta-miR-23a AUCACAUUGCCAGGGAUUUCCA MIMAT0003827

miR-374b
Ovis aries oar-miR-374b AUAUAAUACAACCUGCUAAGU MIMATO0030063
Homo sapiens  hsa-miR-374b-5p AUAUAAUACAACCUGCUAAGUG MIMATO0004955
Bos taurus bta-miR-374b AUAUAAUACAACCUGCUAAGUG MIMAT0009302

mir-27a

Ovis aries oar-mir-27a UUCACAGUGGCUAAGUUCCGC MIMATO0030053

Homo sapiens

hsa-miR-27a-3p

UUCACAGUGGCUAAGUUCCGC

MIMATO0000084

Bos taurus bta-miR-27a-3p UUCACAGUGGCUAAGUUCCG MIMAT0003532
miR-221
Ovis aries oar-miR-221 AGCUACAUUGUCUGCUGGGUUU MIMATO0030047
Homo sapiens hsa-miR-221-3p AGCUACAUUGUCUGCUGGGUUUC MIMATO0000278
Bos taurus bta-miR-221 AGCUACAUUGUCUGCUGGGUUU MIMAT0003529
miR-152
Ovis aries oar-miR-152 UCAGUGCAUGACAGAACUUGG MIMATO0030035
Homo sapiens hsa-miR-152-3p UCAGUGCAUGACAGAACUUGG MIMATO0000438
Bos taurus bta-miR-152 UCAGUGCAUGACAGAACUUGGG MIMAT0009238
miR-103
Ovis aries oar-miR-103 AGCAGCAUUGUACAGGGCUAUG MIMATO0030027
Homo sapiens hsa-miR-103a-3p AGCAGCAUUGUACAGGGCUAUGA MIMAT0000101
Bos taurus bta-miR-103 AGCAGCAUUGUACAGGGCUAUGA MIMAT0003521
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miRNA’lara ait hedef genlerin belirlenmesinde miRSystem, TargetScan ve
insan da validasyonu yapilmis hedef genleri iceren Tarbase veri tabanlar
kullanilmistir. TargetScan‘de Bos taurus (Venn diagramindan TargetScan Cow
olarak gosterilmektedir.) ve Homo Sapiens (Venn diagramindan TargetScan Human
olarak gosterilmektedir.) icin ayri ayri tlirlere gore arama yapilmistir. Bu veri
tabanlarindan miRSystem yedi miRNA hedef gen tahmin programini birlestiren bir
veritabanidir, DIANA, miRanda, miRBridge, PicTar, PITA, rna22, ve TargetScan

hedef gen tahmin programlarina ait ortak veriyi kullanmaktadir.

Her iki miRNA i¢in de elde edilen hedef genlerin giivenilirligini artirmak igin,
her dort veri tabaninda da ortak hedef genler Venn diyagrami kullanilarak

belirlenmistir.

2.7.2. Fonksiyonel Zenginlestirme Analizi (Gene Ontology Enrichment Analysis)

miRNA lar i¢cin belirlenen dort veri tabaninda da ortak bulunan hedef gen,
yolak analizlerinin ve Gen Ontoloji (GO) analizlerinin yapilmasi i¢gin DAVID 6.8
(http://david.abcc.ncifcrf.gov/) ¢evrimigi veri tabani kullanilarak analiz edilmistir.
Yolak analiz sonuglar1, Ovis aries se¢ilerek KEGG (Kyoto Encyclopedia of Genes
and Genomes) veri tabaninda koyun tiiriine gore 6zgii olarak elde edilmistir. Gen
Ontoloji (GO) analizleri ise Gene Ontology (http://geneontology.org/) ¢evrimigi veri
tabanina gore Biyolojik Fonksiyon, Hiicresel Komponent ve Molekiiler Fonksiyon

olmak tizere ii¢ farkli boliimde analiz edilmistir.

2.7.3. Hedef genlere ait Protein-Protein Interaksiyon (PPI) A1

Bu amagla g¢evrim igin STRING wveri tabami (http://string-db.org/)
kullanilmistir. Elde edilen ag, en az bir baska liste iiyesiyle fiziksel etkilesimler
olusturan protein alt kiimesini icermistir. STRING veri tabaninda elde edilmis olan
genlere ait PPI aglar sonra, Cytoscape paket programi kullanilarak bu mirRNA’lara

ait “hub” genler saptanmistir.
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3. BULGULAR

3.1. Gruplarmin Ozelliklerinin Belirlenmesi

Aragtirmada, T.C. Tarim ve Orman Bakanliginca yiiriitilen, Elaz1g ili halk
elinde kiigiikbas hayvan 1slah {ilkesel projesinde (Proje adi: Savak Akkaraman-3,
Proje Kodu: 23SAV2012-3) kayith koyunlar kullanilmistir. Koyunlara ait siit verimi
yiiksek ve diisiik iki grup olusturulmustur. Bu koyunlar diizenli olarak asilamalari
yapilan ve kayitlar1 tutulan hayvanlardir. Bir 6nceki yila ait siirliniin laktasyon siit
verimi ortalamasi 72 litredir. Bu kayitlardan yararlanilarak siiriiniin bir 6nceki yila ait
laktasyon verim ortalamasinin altinda kalan hayvanlar siit verimi diisiik gruba,
laktasyon siit verim ortalamasinin iizerinde kalan hayvanlar ise siit verimi yiiksek

gruba dahil edilmistir.

Laktasyon pik donemine denk gelen miRNA izolasyonu igin siit Ornegi
toplanirken, hayvanlarin sitit verimleride el ile sagim yontemiyle sagilan
hayvanlardan sabah sagimi sirasinda 1000 mililitrelik meziir kullanilarak Sekil
3.1°deki gibi Olclilmiistiir. Lactoscan analizinde, laktasyon basinda (Subat) ve
sonunda (Haziran) siit kompozisyonundaki farkliligi ortaya koymak i¢in Haziran
aymda ko¢ katimi Oncesi siit kompozisyonu analizleri tekrar gergeklestirilmistir.

Sonuglar Cizelge 3.1 deki gibidir.
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Cizelge 3.1. Calismada kullanilan koyunlara ait Subat ay1 siit verimleri.

Siit verimi yiiksek grup Siit verimi diisiik grup
Ornek no Siit verimi (ml) Ornek no Siit verimi (ml)
7 1250 2 250
17 650 3 450
21 800 14 400
25 700 16 250
27 1150 26 300
29 1500 30 300
34 550 31 300
35 800 36 250
37 900 40 250
38 800 45 400
41 900 46 300
43 600 49 300
44 1200 54 300
47 600 55 400
51 700 56 400
52 800 62 450
66 750 63 250
71 750 64 300
74 900 67 300

77 1150 72 350




Sekil 3.1. Siit verimi 6l¢imii.

Arastirmada miRNA analizinin yapilacagi, laktasyon pik donemine denk gelen
Subat aymnda siit verimleri Slciilmiistiir. ki gruba ait hayvanlarin siit verimleri

arasinda ise Cizelge 3.2’de belirtildigi sekilde anlamli bir fark bulunmustur (P<0,01).

Cizelge 3.2. Siit verimi yiiksek ve siit verimi diisiik grubun subat ayina ait siit verimlerinin
karsilastirilmast.

Siit Siit Verimi
VerimiYiksek Diisiik
M SD M SD t-test
Siit Verimi 872,5 252,604 325,00 67,8620 0,000**

(**P<0,01); M: Mean (ortalama) ~SD: Standart Sapma
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3.2. California Mastitis Testi (CMT) ve Somatik Hiicre Sayim (SHS)

sonuclari

Hayvanlarin saglikli oldugunu dogrulamak icin Brucella ve Mastitis agisindan

saglikli hayvanlar secilmistir.

Subklinik mastitisin tanisi i¢in secilen 80 adet, 4 yasinda, Akkaraman irki
koyundan sabah sagimindan 6nce SHS testi yapilmak iizere iki meme lobundan siit
ornegi alinarak CMT testi uygulanmistir. 80 koyuna uygulanan CMT sonucu 17 adet
CMT pozitif, 63 adet CMT negatif sonug elde edilmistir. CMT (+) sonug veren

hayvanlar 6rnekleme disinda birakilmistir.

Somatik hiicre sayisi, ¢ig siitiin kalitesini belirlemede ve meme sagliginin
yaygin olarak kullanilan onemli bir Olgiittiir. Siitte bulunan somatik hiicreleri
olusturan hiicreler; plazma hiicreleri, ¢ekirdeksiz kirmizi kan hiicreleri ile I6kositler,
epitel hiicreler ve epitel hiicre dokiintiileridir. SHS; hayvanin yas1 ve laktasyon
sayisi,  laktasyonun  donemi,  stres  varligi,  mevsimsel  degiskenler
ve beslenme durumu gibi bir¢cok etkene bagli olarak degisir. Ancak bu etkenlerin
yaninda siitteki somatik hiicre sayisindaki artiga sebep olan en Onemli neden
mastitistir. Mastitis nedeniyle siitte SHS’nin artmasi ile siit verimindeki azalma
arasinda dogrusal bir iliski oldugu bildirilmektedir (Onal ve Ozder, 2007; Patir ve
ark., 2010).

Somatik hiicre sayis1  siitiin  kalitesinin  ve  hijyenik  6zelliklerinin
incelenmesinde bir belirtegtir. Siitteki SHS’nin 1 x 10° adet/ml veya altinda olmasi
memenin saglikli olarak nitelendirilmesine yardimei olurken bu degerin istiindeki
durumlar ise mastitisin varligina isaret etmektedir (Heeschen ve Reichmuth 1995;
Shearer ve ark., 1992).
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Kalan 63 CMT (-) hayvanlardan alinan siit 6rneklerinden elde edilen SHS
sonuglarina gore 1x10° adet/ml iizerinde SHS sonucu veren hayvanlar 6rnekleme disi

brrakilmastir.

CMT (-) ve SHS < 1x10° adet/ml sartlarin1 saglayan hayvanlar arasindan
verim ortalamalarina bakilarak 20 adet siit verimi diisiik, 20 adet siit verimi yiiksek

koyun secilerek calisma gruplari olusturulmustur.

SHS ile siit verimi yiiksek ve diisiik gruplar arasinda istatistiki olarak fark
bulunmamistir (Cizelge 3.3). Bu sonug gruplari olusturan bireylerin hepsinin 1 X 10°
adet/ml degerinin altinda secilmis olmasi nedeniyle iki grup arasinda meme sagligi
acisindan fark olmadiginin, her iki gruptaki bireylerinde meme dokusu saglikli

hayvanlardan olustugunun gostergesi olarak kabul edilmistir.

SHS ve CMT sonugclarina ait bulgular EK-6 ‘da sunulmustur.

Cizelge 3.3. SHS ve Gruplar arasinda anlamli farklilik karsilastirilmasi.

Yiiksek Diisiik
M SD M SD t-test
Somatik Hiicre Sayist 61,3 47,1 58,2 41,7383 0,83

M: Ortalama SD: standart sapma

3.3. Lactoscan Sonuclari

Gruplardaki bireylere ait siit kompozisyonlar1 Master Classic LM2 (Milkotester,
Bulgaria) cihazi ile Subat (Laktasyon piki) ve Haziran (Laktasyon sonu) aylarinda

olmak tizere iki kez analiz edilmistir.

Olgiilen parametreler yag, yagsiz kuru madde, yogunluk, protein, tuz, laktoz,
donma noktas1 ve iletkenliktir. Subat ve Haziran aylar1 Lactoscan analizi

sonuglarinda elde edilen bulgular Ek 2 ve Ek 3°te listelenmistir.
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Laktasyon pik donemi (Subat) ve Laktasyonun son donemine (Haziran) ait
lactoscan analizi sonuglar1 Eslestirilmis Orneklem Testi (Paired Samples T) Test ile
karsilastirildiginda protein, yag ve laktoz oranlar1 arasinda anlamli farklilik
gozlenmistir (Cizelge 3.4). Bu sonuglar laktasyon boyunca siit veriminin ve siit
kompozisyonun degiskenlik gosterdigini ve dinamik bir silire¢ oldugunu

dogrulamaktadir.

Cizelge 3.4. Subat-Haziran aylar siit kompozisyonundaki anlamli farkliliklar.

Subat( M+SD) Haziran (M£SD) P
Protein 3,92+0,13 4,01+0,16 0,01**
Laktoz 5,94+0,21 6,05+0,23 0,03*
Yag 6,05+1,68 10,24+1,15 0,00**

(*P<0,05 , **P <0,01); M: Ortalama SD: Standart Sapma

3.4. Siit Orneklerinden RNA izolasyonu Sonuclar

miRNeasy Serum/Plasma Kit kullanilarak RNA izolasyonu kit protokoliine
gore gergeklestirimistir. Elde edilen RNA’larin miktarin ve Kalitesini belirlemek
amaciyla Nanodrop (Thermo, NanoDrop ND-2000C) ol¢iimleri gergeklestirilerek
elde edilen miRNA’larin safligi dogrulanmistir. 260 nm ve 280 nm dalga boyundaki
absorbans orant DNA ve RNA’nin saflik derecesini 6lgmek i¢in kullanilmaktadir.
Elde edilen niikleik asitin saf olarak elde edilmis oldugunun gostergesi olan 260/280
orani DNA icin yaklagik 1.8, RNA i¢in yaklasik 2.0 degerinde olmalidir. RNA

izolasyonu sonrasi Nanodrop ol¢timiinden elde edilen sonuglar EK 4’de 6zetlenmistir.

3.5. Real-Time PZR sonuglari

Real-Time PZR (gPZR) deneyleri sonucu elde edilen ortalama Ct degerleri Ek 5
‘te listelenmistir. Bu degerler relatif kantitasyonda kullanilmis olup, biitiin

reaksiyonlar iki teknik replika olacak sekilde uygulanmistir ve hesaplamada elde
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edilen iki degerin ortalamasi alinmigtir. Ct degeri belirtilmemis Orneklerde
amplifikasyon olmamistir. Calismaya dahil olan oar-miR-485 iki kez reaksiyon
kurulmasina ragmen ¢alismamustir (Ek 7). Bu primerlerin ¢alismama sebebinin oar-
miR-485’¢ ait baz dizilimindeki oOzellikle c¢ekirdek (seed region) bolgesindeki
niikleotit farkliligindan kaynaklandigi diisiiniilmektedir. Bu nedenle ileride
tasarlanacak caligmalarda bu miRNA’ya ait dizi analizinin yapilmasinin faydal
olabilecegi diistiniilmektedir. Olusan bu amplifikasyon sorunu nedeniyle oar-miR-
485 calismadan cikarilmistir. oar-miR-16b, oar-miR-23a, oar-miR-27a, oar-miR-
181a, oar-miR-374b, oar-miR-152 ve oar-miR-221’¢ ait amplifikasyon, erime egrisi

ve yiikseltgenme grafikleri Sekil 3.2.’de goriildiigii gibidir.
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Sekil 3.2. oar-miR-16b, oar-miR-23a, oar-miR-27a, oar-miR-181a, oar-miR-374b, oar-miR-
152 ve oar-miR-221 e ait amplifikasyon, erime egrisi ve yiikseltgenme grafikleri.

gPZR deneylerinde istatistiksel degerlendirmeler ACt degerleri ile yapilip
anlamli fark gozlenmesi durumunda ekspresyon Livak ve Schmittgen (2001)’in

tasarladigt metoda gore 2" formiilii ile analiz edilen miRNA’lara ait kat

degisimleri hesaplanmustir.

2anct degerleri Cizelge 3.5, Sekil 3.3 ve Sekil 3.4°de 6zetlenmistir. Orneklerin

ACt degerleri hesaplanirken normalizasyonlar oar-mir-7/03 ‘e gére yapilmistir.
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Cizelge 3.5 Siit verimi yliksek ve siit verimi diisiik gruplara ait miRNA’larin kat degisim

degerleri (Fold change).

Kontrol Yiiksek Siit Verimi Diisiik Siit Verimi
oar-mirl8la-5p 1 0.74 0.09
oar-mir-23a 1 1.55 3.26
oar-mir-27a 1 0.68 1.53
oar-mirléb 1 0.68 1.26
oar-mir-374b 1 0.73 1.56
oar-mir221 1 1.08 1.20
oar-mirl48a-3p 1 0.83 1.03
oar-mir-152 1 0.77 0.72

Folif Change Value o

"

=]
w

o
oar-mirl8la-5p oar-mir-23a oar-mir-27a oar-mirleb oar-mir-374b

m Control  mHigh MY mLow MY

oar-mir221 oar-mirl4sa-3p

oar-mir-152

Seki 3.3. Siit verimi yiiksek ve diisiik gruplar arasinda c¢alisilan miRNA’lara ait relatif ifade

seviyelerindeki kat degisimleri (P degeri <0.05).
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Sekil 3.4. Yiiksek ve disiik siit verimli gruplardaki bireylere ait miRNA ekspresyon
seviyelerine ait 1s1 haritas1 (heat map).

Stit verimi, Lactoscan sonuglart ve miRNA ekspresyonlar1 incelendikten sonra
gruplar arasi istatistiksel analizler SPSS paket programi (PASW statistics 18)
kullanilarak yapilmistir.

Gruplar arasinda ekspresyon seviyesinde anlamli farklilik gosteren miRNA’lar
oar-miR-181a, oar-miR-23a, oar-miR-27a, oar-miR-16b ve oar-miR-374 olarak
bulunmustur. Bu miRNA’larin gruplar arasinda anlamlilik diizeylerini belirlemede

Student T testi kullanilmuistir. Sonuglar Cizelge 3.6 da 6zetlenmistir.

Cizelge 3.6. mMiIRNA’larin gruplar aras1 anlamlilik diizeyleri.

Sit Verimi Siit Verimi

Yiiksek Grup Diisiik Grup
mMiRNA M SD M SD t-test
oar-miR-181a -1,02 1,35 -1,76 1,34 0,00**
oar-miR-23a -2,72 1,27 -3,79 1,82 0,03*
oar-miR-27a -0,61 0,89 -1,74 0,9 0,00**
oar-miR-16b -1,31 0,90 -2,20 1,31 0,02*
oar-miR-374 1,54 0,52 0,35 1,71 0,00**

(*P<0,05 **P<0,01) M: Ortalama SD: Standart Sapma

Gruplar arasinda siit komposizyonu agisindan istatistiksel bir fark olup

olmadigimi belirlemek i¢in Subat ayina ait lactoscan sonuglari Student T Testi ile
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analiz edilmistir. Siit yag1 digindaki siit kompozisyonu ile iligkili tim parametlerde
gruplar arasinda anlamli bir fark bulunmustur (Cizelge 3.7).

Cizelge 3.7. Siit kompozisyonu agisindan siit verimi yiiksek ve diisiikk gruplar arasindaki
anlamli farkliliklar.

Yiiksek Diisiik
M SD M SD t-test
Yagsiz Kuru 10,85 0,39 11,19 0,38 0,01**
Madde
Protein 3,87 0,13 3,97 0,12 0,01*
Laktoz 5,86 0,20 6,02 0,19 0,01*
Yag 6,62 1,38 5,96 1,19 0,13

(*P<0,05 , **P<0,01); M: Ortalama Deger SD: Standart Sapma

Siit verimi, siit kompozisyonu ve miRNA ifadeleri arasindaki iliskiyi incelemek
amaciyla gruplar arasinda anlamli fark gosteren miRNA’lar igin korelasyon analizi
yapilmistir. Spearman Korelasyon Testi sonucunda,yiiksek siit verimli grupta oar-
miR-27a ile protein ve laktoz arasinda; oar-miR-16b ile siit verimi arasinda negatif
korelasyon bulunmustur. Diisiik siit verimli grupta incelenen parametreler arasinda
herhangi bir iliski bulunmamistir. Sonuglar ve testin anlamlilik diizeyi Cizelge 3.8

deki gibidir.

Cizelge 3.8. Yiiksek siit verimli grupta oar-miR-27a ile protein ve laktoz, oar-miR-16b ile

stit verimi korelasyonu.

mMiRNA Korele oldugu parametre N Korelasyon anlamlilik diizeyi P
oar-miR-27a Protein 19 -0,46* 0,04
oar-miR-27a Laktoz 19 -0,46* 0,04
oar-miR-16b Siit Verimi 19 -0,45* 0,04

(*P<0,05, **P<0,01)
3.6. Biyoinformatik Analiz Sonuglari

Bulgular kisminda agiklandigi iizere oar-miR-16b ile siit verimi arasinda
negatif korelasyon; oar-miR-27a ile de siit protein ve laktozu arasinda negatif
korelasyon bulunmustur. Bu nedenle biyoinformatik analizler oar-miR-16b ile oar-
MiR-27a’ya uygulanmistir. Calismada ekspresyon seviyelerinde farklilik bulunan

oar-miR-181a, oar-miR-23a ve oar-miR-374bye ait analizler gosterilmemistir.
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3.6.1. Farkh eksprese edilen miRNA’lara ait hedef gen tahmini

oar-miR-16b ile oar-miR-27a’ya ait hedef genlerin belirlenmesinde materyal
ve metod boliimiinde belirtilen veri tabanlart kullanilmistir. TargetScan ‘de Bos
taurus (Venn diagramindan TargetScan Cow olarak gosterilmektedir.) ve Homo
Sapiens (Venn diagramindan TargetScan Human olarak gosterilmektedir.) i¢in ayri

ayr tlirlere gore arama yapilmistir.

oar-miR-16b i¢in Venn diyagraminda her dort veri tabanindaki ortak genler
gosterilmistir (Sekil 3.5). Buna gore hsa-miR-16b-5p i¢in miRSystem veri tabaninda
1087 gen, bta-miR-16b i¢cin TargetScan veri tabaninda 1352 hedef gen, hsa-miR-16b-
5p icin TargetScan veri tabaninda 1472 gen ve hsa-miR-16b-5p i¢in Tarbase veri
tabaninda insanda validasyonu yapilmis 6334 hedef gen belirlenmistir. Sekil 3.5’de
goriildiigii tizere bu hedef genlerden 490 tanesinin her dort veri tabaninda da ortak

oldugu saptanmustir.

oar-miR-27a igin ise 412 adet hedef genin her dort veri tabaninda da ortak

oldugu saptanmistir (Sekil 3.6).

miR-16b

TargetScan_Cow Tarbase

s255
miRSystem N TargetScan_Human

Sekil 3.5. miR-16b’ye ait miRSystem, TargetScan (Bos taurus ve Homo sapiens) ve Tarbase online
veri tabanlari tarafindan ortak belirlenen genlere ait Venn diagramu.
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miR-27a

TargetScan_Cow Tarbase

miRSystem TargetScan_Human

92

Sekil 3.6. miR-27a’ya ait miRSystem, TargetScan (Bos taurus ve Homo sapiens) ve Tarbase online
veri tabanlar tarafindan ortak belirlenen genlere ait Venn diagrami.

3.6.2. Fonksiyonel Zenginlestirme Analizi (Gene Ontology Enrichment
Analysis) ve Hedef genlere ait Protein-Protein Interaksiyon (PPI) Ag

sonuc¢lar

STRING veri tabanmi (http://string-db.org/) kullanilmiarak olusturulan miR-
16b i¢in belirlenen 490 adet ve miR-27a igin belirlenen 412 adet hedef gene ait
olusturulan PPI ag1 sirasiyla Sekil 3.7°de ve 3.8’de gosterilmistir. STRING veri
tabaninda elde edilmis olan miR-16b ve miR-27a i¢in belirlenen sirasiyla 490 ve 412
gene ait PPI aglar1 sonra, Cytoscape paket programi kullanilarak bu mirRNA’lara ait
“hub” genler saptanmistir. Buna gére miR-16b ve miR-27a igin iki temel “hub” gen

ag1 belirlemistir.
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Sekil 3.7. miR-16b’ye ait belirlenen 490 adet hedef genin PPI agi.
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e

Sekil 3.8. miR-27a’ya ait belirlenen 412 adet hedef genin PPI agi.

Cytoscape analizi sonucu miR-16b igin birinci modiil 20 genden (Sekil 3.9,
A) ve ikinci modiil 60 adet genden (Sekil 3.9, B) olugsmak {izere 80 adet “hub” gen
belirlenirken; miR-27a i¢in de birinci modiil 10 genden (Sekil 3.10, A) ve ikinci
modiil 18 genden (Sekil 3.10, B) olugsmak iizere 28 adet “hub” gen tespit edilmistir.
Belirlenen genler Cizelge 3.9°da her iki miRNA i¢in de ayr1 ayri listelenmistir. miR-
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16b ve miR-27a i¢in belirlenen sirasiyla 80 ve 28 adet gen daha sonra agiklandigi
tizere DAVID veri tabani kullanilarak, KEGG ile yolak analizi ve GO analizlerine
tabi tutulmustur.

Sekil 3.9. miR-16b i¢in belirlenen hub genler. A) 20 adet gen iceren birinci modiile ait PPI
ag1. B) 60 adet gen igeren ikinci modiile ait PPI ag1.

Sekil 3.10. miR-27a igin belirlenen hub genler. A) 10 adet gen igeren birinci modiile ait PPI
ag1. B) 18 adet gen igeren ikinci modiile ait PPI ag1.
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Cizelge 3.9. miR-16b ve miR-27a i¢in belirlenen “hub” genlerin listesi.

miR-16b miR-27a miR-16 miR-27a
Modiil 1'e ait belirlenen 20 adet gen = Modiil 1'e ait belirlenen 10 adet gen Modiil 2'ye ait belirlenen 60 adet gen Modiil 2'ye ait belirlenen 18
adet gen
CDC23 LONRF1 KIF23 DCUN1D4 RICTOR TSCgl
HECTD1 NEDD4 DCTN5 SMAD7 E2F7 HIP1
RNF144B CBLB KIF1B CDC25A EIFAE PRKCD
ZNRF2 RNF111 NF1 SMAD5 RNF138 ITSN2
RNF111 UNKL KIF1C FBXW7 CCND2 CREB1
UBE2V1 FBXW7 COPS2 SMURF1 RBBP6 REPS2
CuL2 UBE2D1 RNF217 BTRC CCND3 RPS6KB1
FBX021 WSB1 TGFBR3 KIF21A E2F3 NECAP1
RNF217 UBR1 CDK6 SMURF2 IGF1R LDLR
UBE4A UBE2F COPS7B cDc27 HECTD1 GRB2
WWP1 DYNC1LI2 CHEK1 ZNRF2 AGFG1
FBXW?7 UBE2Q1 KIF3B CAPZA2 PDPK1
SMURF1 SOCS6 CDC23 FKBP1A MAPK14
BTRC SIAH1 RAF1 WEE1 FGF1
UBE2Q1 SPTBN2 UBE2V1 IKBKB IGF1
SMURF2 FOXO1 FBX021 ACVR2A HBEGF
RNF138 RNF111 CCNE1 ACVR2B
SIAH1 AKT3 UBE4A ARFGAP2
RBBP6 CuL2 WWP1 SGK1
CDC27 DCUN1D1 KIF5A RNF144B




miR-16b Modiil 1’e ait 20 adet genin KEGG yolak analiz sonucuna gore
(Cizelge 3.10) 20 adet hedef genin Ubiquitin aracili proteolizis, Oosit maturasyonu,
Endositozis, TGF-beta sinyal yolagi, Hiicre dongiisi ve Wnt yolaklarinda
fonksiyonel oldugu bulunurken; miR-16b modiil 2’¢ ait 60 adet genin KEGG yolak
analiz sonucu ise (Cizelge 3.11) 60 adet hedef genin Ubiquitin aracili proteolizis,
Hiicre dongiisii, PI3K-Akt sinyal yolagi, p53 sinyal yolagi, FoxO sinyal yolagi, TGF-
beta sinyal yolagi, mTOR sinyal yolagi ve Progesteron aracili oosit maturasyonu

yolaklarinda fonksiyonel oldugu bulunmustur.

miR-27a Modiil 1’e ait 10 adet gene ait KEGG yolak analiz sonucu ise
(Cizelge 3.12) bu hedef genlerin Ubiquitin aracili proteolizis ve Endositozis
yolaklarinda fonksiyonel oldugunu, Modiil 2’ye ait 18 adet genin ise (Cizelge 3.13)
PI3K-Akt sinyal yolagi, mTOR sinyal yolagi, Endokrin Direnci, AMPK sinyal
yolagi, GnRH sinyal yolagi, Ostrojen sinyal yolagi, Insiilin direnci, FoxO sinyal

yolaklarinda fonksiyonel oldugu bulunmustur.

Gen Ontoloji (GO) Analiz sonuglaria gore ise; miR-16b Modiil 1’e ait 20 adet
genin; Biyolojik Fonksiyon (BP) olarak baslica protein ubikuitinasyonunda gorev
aldig1; Molekiiler Fonksiyon (MF); ubikuitin protein ligaz aktivitesi, ligaz aktivitesi,
protein baglanma, ¢inko-iyon baglanma; Hiicresel Komponent (CC) olarak da en
fazla gen sayisina gore sitozol, sitoplazma, niikleus da yer aldig1 belirlenmistir (Sekil
3.11, Sekil 3.12).

miR-16b Modiil 2’e ait 60 adet genin; Biyolojik Fonksiyon (BP); protein
poliubikuitinasyonu ve protein ubikuitinasyonu, hiicre boliinmesi, mikrotubiil temelli
hareket ve mitotik hiicrelerin G1/S ge¢is asamasinda fonksiyonel oldugu; Molekiiler
Fonksiyon (MF) da ise 60 adet genin 53 tanesi protein baglanmasinda fonksiyonel
bulunurken, Hiicresel Komponent (CC) olarak da sitozol, sitoplazma ve niikleus’da

yer aldig1 belirlenmistir (Sekil 3.13, Sekil 3.14).

miR-27a Modiil 1’e ait 10 adet genin, Biyolojik Fonksiyon; Biyolojik

Fonksiyon (BP) ; protein poliubikuitinasyonu ve protein ubikuitinasyonu; Molekiiler
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Fonksiyon (MP) bakimindan ubukuitin protein transferaz aktivitesi ve protein
baglanmasinda fonksiyonel bulunurken; tahminlenen miR-27a Modiil 1’e ait 10 adet
genin Hiicresel Komponent (CC) olarak sitozol ve sitoplazma da yer aldigi
saptanmustir. (Sekil 3.15)

miR-27a Modiil 2’ye ait 18 adet genin ise, Biyolojik Fonksiyon (BP) olarak
protein stabilizasyonu ve sinyal iletiminde gorevli oldugu; Molekiiler Fonksiyon
(MP) bakimindan protein baglanmasinda fonksiyonel bulunurken; tahminlenen miR-
27a Modiil 2’ye ait 18 adet genin 10 tanesi Hiicresel Komponent (CC) olarak plazma
membraninda fonksiyonel bulunmustur (Sekil 3.16, Sekil 3.17)
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Cizelge 3.10. miR-16b Modiil 1’¢ ait 20 adet genin KEGG yolak analiz sonucu.

Term

Ubiquitin mediated proteolysis
Hedgehog signaling pathway
Oocyte meiosis
Endocytosis
TGF-beta signaling pathway
Progesterone-mediated oocyte maturation
Cell cycle
Wht signaling pathway
HTLV-I infection
Circadian rhythm
Renal cell carcinoma
p53 signaling pathway
HIF-1 signaling pathway
Hippo signaling pathway

Pathways in cancer

Database

KEGG PATHWAY
KEGG PATHWAY
KEGG PATHWAY
KEGG PATHWAY
KEGG PATHWAY
KEGG PATHWAY
KEGG PATHWAY
KEGG PATHWAY
KEGG PATHWAY
KEGG PATHWAY
KEGG PATHWAY
KEGG PATHWAY
KEGG PATHWAY
KEGG PATHWAY
KEGG PATHWAY

ID

0as04120
0as04340
0as04114
0as04144
0as04350
0as04914
0as04110
0as04310
0as05166
0as04710
0as05211
0as04115
0as04066
0as04390
0as05200

Input

number

11

P P P PP DN DN DN DNDNDNND WO Www

Background

number

143
49
113
282
84
92
130
141
285
32
65
76
102
155
397

P-Value

2.99E-09
8.48E+05
9.43E+06
0.001308
0.001996
0.002378
0.004623
0.005401
0.020436
0.025247
0.04989
0.057972
0.076817
0.114132
0.267086

Corrected P-Value

4.48E-08
6.36E+06
0.000472
0.004904
0.005946
0.005946
0.009906
0.010127
0.03406
0.037871
0.068032
0.072465
0.088635
0.122285
0.267086




LS

Cizelge 3.11. miR-16b modiil 2’ye ait 60 adet genin KEGG yolak analiz sonucu.

Database #Term ID Input Background P-Value Corrected P-
number number Value
KEGG_PATHWAY Ubiquitin mediated proteolysis 0as04120 11 143 8.77E-03 9.91E-01
KEGG_PATHWAY Cell cycle 0as04110 10 130 1.28E-01 7.25E+00
KEGG_PATHWAY Prostate cancer 0as05215 7 85 2.37E+02 8.94E+03
KEGG_PATHWAY PI3K-Akt signaling pathway 0as04151 10 358 1.64E+03 4.62E+03
KEGG_PATHWAY MicroRNAs in cancer 0as05206 8 196 3.02E+03 6.83E+04
KEGG_PATHWAY p53 signaling pathway 0as04115 6 76 4.47E+03 7.54E+04
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Cizelge 3.12. miR-27a modiil 1’¢ ait 10 adet genin KEGG yolak analiz sonucu.

Database TERM 1D Input number  Background P-Value Corrected
number P-Value

KEGG_PATHWAY FoxO signaling pathway 0as04068 7 134 4.67E+03 7.54E+04
KEGG_PATHWAY TGF-beta signaling pathway 0as04350 6 84 7.84E+03 1.11E+04
KEGG_PATHWAY mTOR signaling pathway 0as04150 7 152 1.07E+04 1.34E+05
KEGG_PATHWAY Progesterone-mediated oocyte maturation 0as04914 6 92 1.31E+03 1.47E+05

Endocytosis 0as04144 2 282 0.005651 0.031078
KEGG_PATHWAY Ubiquitin mediated proteolysis 0as04120 5 143 1.84E+02 2.02E+03
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Cizelge 3.13. miR-27a modiil 2’¢ ait 18 adet genin KEGG yolak analiz sonucu.

#Term Database 1D Input number Background number P-Value Corrected P-Value
Proteoglycans in cancer KEGG PATHWAY 0as05205 8 210 1.38E-01 1.62E+01
PI3K-Akt signaling pathway KEGG PATHWAY 0as04151 8 358 8.70E+00 5.09E+02
mTOR signaling pathway KEGG PATHWAY 0as04150 6 152 1.13E+02 4.39E+03
Endocrine resistance KEGG PATHWAY 0as01522 5 97 9.21E+02 2.70E+04
AMPK signaling pathway KEGG PATHWAY 0as04152 5 125 3.13E+03 7.32E+04
EGFR tyrosine kinase inhibitor resistance KEGG PATHWAY 0as01521 4 82 4.14E+04 7.95E+05
Prostate cancer KEGG PATHWAY 0as05215 4 85 4.75E+04 7.95E+05
GnRH signaling pathway KEGG PATHWAY 0as04912 4 90 5.92E+04 8.66E+05
Longevity regulating pathway KEGG PATHWAY 0as04211 4 97 7.91E+04 9.46E+05
Estrogen signaling pathway KEGG PATHWAY 0as04915 4 99 8.55E+03 9.46E+05
Choline metabolism in cancer KEGG PATHWAY 0as05231 4 100 8.89E+04 9.46E+05
Insulin resistance KEGG PATHWAY 0as04931 4 113 1.43E+05 1.39E+06
Neurotrophin signaling pathway KEGG PATHWAY 0as04722 4 123 1.98E+04 1.78E+06
FoxO signaling pathway KEGG PATHWAY 0as04068 4 134 2.75E+05 2.21E+06
Hepatitis C KEGG PATHWAY 0as05160 4 135 2.83E+05 2.21E+06
Insulin signaling pathway KEGG PATHWAY 0as04910 4 139 3.17E+04 2.32E+06
Signaling pathways regulating pluripotency of stem KEGG PATHWAY 0as04550 4 142 3.45E+05 2.37E+06

cells

Pathways in cancer KEGG PATHWAY 0as05200 5 397 8.26E+05 5.37E+06
Rap1 signaling pathway KEGG PATHWAY 0as04015 4 211 1.59E+06 9.38E+05
Focal adhesion KEGG PATHWAY 0as04510 4 212 1.62E+06 9.38E+05
Fc epsilon RI signaling pathway KEGG PATHWAY 0as04664 3 66 1.68E+05 9.38E+05
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4. TARTISMA

Evcil ¢iftlik hayvanlarinda miRNA c¢alismalar1 temel olarak ekonomik Gnemi
olan verimlerden Ozellikle siit, et, yumurta, dol verimi, embriyo yasama giicii ve
hastaliklara direng gibi konular iizerine yogunlagsmistir. Bunlara ilave olarak
mMIRNA’lar ayn1 zamanda ¢iftlik hayvanlarinda goriilen belirli hastaliklarin tanisal
test ve biyobelirteci olarak ta kullanilmakta ve arastirilmaktadir (Fatima, 2019). 2019
miRBase kayitlarina gore sigirlarda 1085, koyunlarda 153, kegilerde 267 adet
MIRNA tanimlanmistir (miRBase, 2019). Bu rakamlardan da anlagilmaktadir Ki
koyun tiiriinde yapilan miRNA c¢alismalarinin sayisi1 olduk¢a azdir. Daha ¢ok sigir

tiiriine yonelinmistir.

Koyun tiiriinde tespit edilen MiRNA sayisi ve hedef gen etki mekanizmasina
yonelik calismalar oldukg¢a sinirli olmakla birlikte genellikle kas gelisimi ve dol

verimi konularina yogunlasilmistir (Dingel ve ark., 2018).

Bu ¢aligmanin hipotezi Akkaraman koyun irkinda laktasyonun pik déneminde,
stitten izole edilen oar-miR-181a, oar-miR-148a, oar-miR-16b, oar-miR-485-3p, oar-
miR-374b, oar-miR-27a, oar-miR-23a, oar-miR-221 ve oar-miR-/52" nin siit verimi

ve siit kompozisyonu ile olasi iligkisini aragtirmaktir.

4.1. oar-miR-16b

miR-16, miR-15 siiper ailesi igerisinde bulunan 8 MiRNA’dan birisidir. miR-
16'nin siit verimi ve siit kompozisyonu iizerine etkisini arastiran c¢alismalar son

derece sinirhidir.

miR-16 ile siit verimi arasindaki iligskiyi inceleyen calismalar sigir tiiriinde
yapilmis olup koyun tiiriinde heniiz uluslararasi literatiirde yayinlanmig bir ¢alisma
mevcut degildir. Sigir tiiriinde yapilan ilk ¢alisma ise Ammah ve ark. (2018)’nin

calismasidir. Rasyonlarina LSO (linseed oil, keten tohumu yagi) ve SFO (Safflower
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oil, aspir yagi) ilave ettikleri iki grup laktasyondaki Holstayn irki ineklerden elde
ettikleri meme dokusu ve kan orneklerinde kan triacil gliserit ve esterlesmemis yag
asitleri iizerine etkili olan ve siit verimi, siitliin yag, siit, protein ve laktoz oranina
etkili miRNA’lar1 arastirdiklar1 ¢alismalarinda hub (diger miRNA’lar ile en ¢ok
iliskili ) miRNA’lart miR-30d, miR-484 ve miR-16 olarak rapor etmislerdir. ilgili
calismada birbiriyle iliskili veya koordine olabilecek miRNA’lardan olusan 3 modiil
olusturulmus; siit proteini ile siit verimi tiglincii modiille, siit proteini, siit verimi ve
stit laktoz orani1 birinci modiille, siit yag orani ise ikinci modiille iliskili bulunmustur.
Bu modiilleri olusturan miRNA’lar igerisinde ikinci modiilde bta-miR-374 ve bta-
miR-23, ii¢lincli modiilde ise bta-miR-16a ve bta-miR-16b bulunmaktadir. Calismada
rasyonlarma SFO (Saturated Fatty Acid, Doymus Yag Asidi) katilan grupta 6zellikle
bta-miR-16"nin farkli ifade seviyesi dikkat ¢ekerken, SFO ile bta-miR-16 arasinda

korelasyon oldugu rapor edilmistir.

Mevcut galismada oar-miR-16b ifade seviyesi siit verimi yiiksek ve disiik
gruplar arasinda anlamli derecede farkli bulunurken (P<0.05), siit verimi yiiksek
grupta oar-miR-16b ile siit verimi arasinda negatif korelasyon varligi istatistiki
olarak ortaya koyulmustur. oar-miR-16b ve siit verimi arasindaki negatif korelasyon
sonucu Ammah ve ark. (2018), ¢alismasinda {igiincli modiildeki siit verimi ve miR-16

iliskisini destekler niteliktedir.

Yine sigir tiiriinde yapilan ikinci calisma da Chen ve ark. (2019), farkh
laktasyon donemlerindeki (erken, pik, orta ve ge¢ laktasyon) ineklerde miRNA ifade
profilini inceleyerek bta-miR-16’nin ifadesinin bu dort donemde de farkli oldugunu
belirttikleri ¢alismalarinda bta-miR-16 ile siit yagi arasinda negatif bir iliski
oldugunu miR-16 ifadesinin susturuldugunda TAG seviyesinin arttigini
belirtmektedir. Mevcut arastirma tek laktasyon donemini (pik laktasyon) kapsamakta

olup siit yagi agisindan gruplar arasinda anlamli bir fark bulunmamastir.

miR-16 ile ilgili arastirmalar daha c¢ok hiicre dongiisii iizerine etkilerinin
arastirildigr ¢alismalar olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Bu Amagla Chu ve ark. (2018),
miR-15 siiper ailesi (miR15a, miR15b, miR16, miR195, miR322, miR424, miR457 ve
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miR497) miRNA’larindan miR15b ile meme epitelyum hiicrelerinde hiicre gelisimi
tizerine etkili faktorleri inceledikleri c¢alismalarinda miR-75b"nin meme epitel
hiicrelerindeki lipid metabolizmasi arasinda negatif korelasyon bulmuslardir. miR-
15b’nin ERK, p-Erk, HGF, GHR, IGFla, Areg, p-AKT ve STAT3 gibi hiicresel
biiyiime faktorlerini etkiledigi rapor edilmistir. Arastirmamizda miR-16ya ait yolak
analizinde PI3K-AKT yolaginin iki miRNA arasinda ortak oldugu goriilmektedir.
PISBK/AKT/mTOR sinyal kaskad: hiicre biiylimesi, ¢ogalmasi ve hayatta kalma gibi
hiicresel diizenleyici mekanizmalar {izerinde O©nemli rol oynar ve bu

sinyalizasyondaki bozukluklar sayisiz literatiirde kanser tiirleri ile iligskilendirilmistir.

miR15a/16-1 ve miR-15b/16-2 kiimeleri (cluster) memeli tiirleri arasinda
yiiksek oranda korunmustur ve bu iki miRNA kiimesi hiicre dongiisii ve apoptozu
siklin D3 (CCND3) siklin E1 (CCNE1), CDK®6 ve apoptotik gen olan Bcl-2 tizerinden
diizenledigi bildirilmektedir (Yue ve Tigyi, 2010). Fosfoinozitid-3 kinaz (PI3K)
ailesi, biilylime ve yasama sinyallerinin iletiminden sorumlu proteinlerdir. Laktasyon
siireci boyunca meme dokusu hiicreleri laktasyon asamasina bagli olarak siirekli
degiskenlik gosterirler. Temel hiicresel siireclerin (¢ogalma, farklilasma, yasam giicii
ve hiicre oliimii) siirekli degisken dongii halinde laktasyonun asamasina ve iiretim
kapasitesine, genetik faktorlerin etkisi altinda degistigi dikkate alindiginda
laktasyonda ve meme dokusunda ifade edilen miRNA’larin temel hiicresel siireglerle
ve bu siiregler iizerine etkili yolaklarda islevsel olmasi1 beklenen bir bulgudur. Bu

hiicresel siiregler ayni zamanda siit iiretimi ve meme dokusunun saglik durumu

hakkinda 6nemli bilgiler elde edilmesini saglar.

miR-16b Modiil 2’ye ait 60 adet genin; Biyolojik Fonksiyon (BP); protein
poliubikuitinasyonu ve protein ubikuitinasyonu, hiicre boliinmesi, mikrotubiil temelli
hareket ve mitotik hiicrelerin G1/S gecis asamasinda fonksiyonel oldugu; Molekiiler
Fonksiyon (MF) da ise 60 adet genin 53 tanesi protein baglanmasinda fonksiyonel
bulunurken, Hiicresel Komponent (CC) olarak da sitozol, sitoplazma ve niikleus’da
yer aldig1 sonuglar kisminda belirtilmistir. Bu sonuglarla uyumlu olarak Liu ve ark.
(2008), miR-16 ailesinin birgok transkripti baskilayarak hiicre dongiisii siirecini

negatif olarak diizenledigini ifade ettikleri ¢alismalarinda CCND1’in CDK6 ve
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CDK4 ile birlikte hiicrenin; S fazina girisini Onleyerek GO0/G1’de kalmasini
sagladigin1 ve miR-16"nin CCND1 ifadesini baskilayarak hiicresel biiyiime ve hiicre
dongiisiinii negatif diizenledigini rapor etmislerdir. miR-16 Modil 1 ve 2 ye ait
genlerin KEGG yolak analizi sonuglari igerisinde her iki modiilde de hiicre dongiisii
sinyal yolaginin bulunmasi ve GO analizinde biyolojik fonksiyonunda hiicre
dongsiiniin bulunmasi bu sonuglar1 destekler niteliktedir. Yine miR-16 Modiil 1’de
bulunan HIPPO sinyal yolagi, miR-27"ye ait Modiil 1 ve 2°deki mTOR sinyal yolagi
ile birlikte organ boyutlari iizerinde; hiicre biiyiimesi, ¢ogalmasi, epitelyal gelisme ve
homeostaz iizerine diizenleyici rollerinden dolay1 anahtar yolaklardir (Sandhu ve

ark., 2016).

Chu ve ark. (2018), miR-16’nn iiyesi oldugu miR-15 ailesindeki miRNA’larin
meme epitel hiicrelerindeki lipid metabolizmasina etkilerini  arastirdiklari
caligmalarinda miR-15b’yi lipid metabolizmasi ile negatif korelasyon gosterdigini
rapor etmislerdir. miR-15b’nin ifadesinin hiicresel gelisim ile ilgili bilyiime faktorleri
tizerinde etkilerini inceleyerek ERK, p-ERK, PI3K, HGF, GHR, IGF1R, Areg, AKT,
p-AKT ve STAT3 iizerine etkili oldugunu, laktasyonda miR-15’in ifadesinin
azaldigini ifade ederek bu ailenin hiicre dongiisii iizerinde negatif etkisini destekler
nitelikte sonuglar elde edilmistir (Chu ve ark., 2018). PI3BK-AKT sinyal yolagi
Modiil 2’ye ait genlerin yolak analizinde ortak bulunmustur. PI3K-AKT/mTOR ve
JAK-STAT sinyal yolaklart meme bezi gelisimi ve siit proteini sentezi i¢in primer

yolaklardir (Jiao ve ark., 2019).

Mamogenez olarak adlandirilan meme bezi gelisiminde puberta doneminde ki
allometrik biliylime sonrasi ilk gebeligi takiben olusan hiicresel biiyiime, ¢ogalma,
salg1 liretme ve gerileme dongiilerinin laktasyon dongiisiine ve periyoduna gore
dongiisel dalgalanmalar seklinde siirekli tekrarindan olusmasi, tim bu dinamik
hiicresel siireglerin hiicre donglisli, ¢ogalmasit ve apoptozunun siirekli dongiisel
olarak birbirini izlemesini gerektirir. Bu dongiiler lizerinde ve meme bezi gelisiminde
etkili oldugu belirtilen genlerden birisi de IGF1 genidir (Knight, 2010). IGF1 mevcut
calismada miR-16 Modiil 2’de belirtilen genlerden birisidir. Son olarak Yukarida

tartistlan miR-16 ile ilgili; mevcut ¢alismada diger literatiirlerle ortak olan yolaklar
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ve IGF1 geninin hiicre dongiisiinde etkili olmast oar-miR-16b nin siit verimini ve
meme bezi gelisimini hiicre dongiisii genleri ve yolaklar1 {izerinden etkileyebilecegi

hipotezini desteklemektedir. Elde edilen ve yorumlanan bu bulgular koyun tiirtinde
bir ilktir.

Meme dokusu, gebeligin sonundan laktasyona gegis sirasinda dramatik
fizyolojik adaptasyonlara maruz kalan dinamik bir organdir. Biiyiime farklilagsma ve
gerileme dongiistinii reprodiiksiiyon durumuna gore bircok kez yineleyen bir doku
olmast nedeniyle hiicre dongiisii, farklilasmasi ve gelisimi ile ilgili yolaklar
laktasyonun donemine gore ve reprodiiktif doneme gore siirekli dinamik haldedir.
Siit verimi ve meme dokusu gelisimi {izerine de belirleyici etkileri olan metabolik

yolaklarla ilgili genler bircok MiIRNA’nin hedef genidir.

Yayimmlanan literatiirlere ve yaptigimiz biyoinformatik analizlere gbre oar-
miR-16b’nin bu yolaklardan bir ¢ogunda etkili oldugu, 6zellikle hiicre dongiisii ile
ilgili yolaklarda negatif diizenleyici etkisinin belirlenmesi mevcut arastirmada elde
ettigimiz Akkaraman-Savak koyun irkinda siit verimi ile negatif korelasyon
gostermesini agiklayabilir diizeydedir. Ciinkii laktasyon dénemi siirekli iiretkenligin
oldugu ve hizli hiicre dongiisii, gelisimi, farklilagmasinin gerekli oldugu bir

donemdir.

Hipofiz bezindeki suprakiazmatik niikleus (SCN) ve Pars Tuberalis (PT)
Bmall, Clock, Perl, Per2, Cryl, Cry2A, ReV- erbo ve Ckle gibi sirkadyan ritim
genleri tarafindan diizenlenmesi koyunlarda mevsimsel iiretkenlik periyodunun
baslangic1 ve devamlilig1 i¢in 6nemlidir (Molik ve Zieba-Przybylska, 2017). Yine
oar-miR-76b nin modiil 1 KEGG analizindeki yolaklar arasinda sirkadyan ritim
bulunmasi koyunlarda laktasyonun ve laktasyon verimliliginin belirlenmesindeki
fizyolojik farkliliklart ve bu donemin mevsimsel polidstrus gostermeyen diger
hayvanlardan farklilik arz ettigini dolayisiyla elde edilen sonuglarin koyun tiiriine

0zgii olabilecegi sonucunu desteklemektedir.
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4.2. oar-miR-27a

miR-27a ve siit verimi ve siit kompozisyonu ile ilgili yapilan calismalara
baktigimizda keg¢i, sigir ve domuzlarda yapilan arastirmalar disinda koyunlarda bu
miRNA’nin siitten eldesi, siit verimi ve siit kompozisyonu parametreleri ile iligkisini

arastiran bir caligmanin uluslararasi literatiirde heniiz olmadigini gérmekteyiz.

miR-27a’nin sigir tiirlinde ifadesi, siit verimi ve siit kompozisyonuna etkisini
belirten ¢alismalara baktigimizda; Do ve ark. (2017a), farkli laktasyon
doénemlerindeki ineklerden yaptiklari 6rneklemelerde, modiiller olusturarak yaptiklar
miRNA ifade ve korelasyon incelemelerinde icinde bta-miR-27°nin de bulundugu
modiiller ile siit laktozu arasinda korelasyon oldugunu belirtmislerdir. Bu sonug
mevcut arastirmada bulunan oar-miR-27 ile laktoz ve protein arasindaki korelasyonu
destekler nitelikte bir sonugtur. Yine sigir tiiriinde miR-27 ile siit yagi ve yag
metabolizmas: iizerine iliskisinin arastirildig: bir baska ¢alismada, hiicre kiiltiirtinde
MiR-27°nin asir1  ifadesinin adiposit formasyonunu miyojenik farklilagsmay1
etkilemeden inhibe ettigini ve miR-27 ifadesinin adipogenezin iki ana diizenleyicisi
olarak kabul edilen PPARy ve C/EBPo. (Tiroid hormone reseptor alfa)’y1 bloke ettigi
belirtilmistir. MiR-27 siit yagi iliskisini arastiran bir baska ¢alismada inek meme
dokusunda bta-miR-27’nin asir1 ifadesinin yag damla formasyonunu ve TAG
seviyesini disiirdiigii, PPARy ,C/EBPa, PLIN2 (Peripilin 2) ve FABP3 (Fatty Acid
Binding Protein 3)’iin ifadesini inhibe ettigi, bta-miR-27a ifadesindeki azalmanin ise

PLINZ2 disinda belirtilen diger li¢ genin mRNA ifadesini arttirdig: belirtilmistir.

miR-27 ile siit yagi arasindaki iliskiyi arastiran bir bagka ¢alisma ise kegi meme
dokusunda yapilmistir. Chen ve ark. (2015), erken laktasyon ve kuru dénemde kegi
meme dokusunda siit yagi ile iliskili olabilecek miRNA’lar1 incelediklerinde chu-
miR-27a, chu-miR-200a ve chu-miR-200c’nin siit yag metabolizmasinda etkisini
belirtmislerdir. Bu ¢alismalarin 1s18inda oar-miR-27a ile siit yagi regiilasyonu
arasinda sigir ve keci tiiriinde bir iliski oldugu agiktir ancak yaptigimiz analizler

sonucu koyunlarda oar-miR-27a siit verimi yiiksek ve diisiik gruplar arasinda anlaml
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derecede farkli ifade edilirken, siit yag: ile herhangi bir iligkisi saptanmamuis, siitiin

protein ve laktoz orani ile negatif korelasyonu istatistiki olarak ortaya koyulmustur.

miR-27 ayrica sigir ve kegi tiirlerinde yapilan iki ¢alisma sonucu Prolaktin
hormonu ile iliskilendirilmistir. Li ve ark. (2012), inek meme dokusunda farkli
laktasyon donemlerindeki MIRNA profilini ve hedef genlerini aragtirdiklar
calismalarinda bta-miR-27, bta-miR-374b ve bta miR-23’iinde i¢inde oldugu 5 adet
miRNA i¢in PRLR (Prolactin receptor like receptor)’nin olas1 hedef gen oldugunu ve
belirtilen 5 MiIRNA’nin Prolaktin hormonu ile birlikte meme bezi gelisiminde rol
oynayabilecegini onermektedir, Prolaktin ile miR-27 arasinda iliski oldugunu belirten
bir baska ¢alismada kegilerde yapilmis ve chu-miR-27b, chu-miR-23a, chu-miR-103
ve chu-miR-200a iizerine Prolaktinin doz bagimli etkisi oldugu, Prolaktin
seviyesindeki artisin bu miRNA’larin da ifade seviyesini arttirdigi rapor edilmistir
(Lin ve ark., 2013b).

Prolaktin siit verimi ve Ozellikle siit proteini iizerine etkili oldugu en iyi
bilinen hormonlardan birisidir, mevcut arastirmada oar-miR-27a ile siit proteini ve
laktozu arasinda negatif korelasyon bulunmus olsa da Prolaktin ile ilgili herhangi bir
yolak ile iligkisi tespit edilememistir. Ayrica bulunan korelasyonun negatif olmasinin
koyunlarda laktasyonun baslangicinda gerekli olan hormonlardan &strojen ve
Prolaktin seviyesinin mevsime, giin 15181 uzunluguna ve Melatonin seviyesine bagli
olmastyla ineklerde ve hiicre kiiltiiriinde yapilan ¢alisma sonuglarindan ayrilmasina
neden olabilecegini veya oar-miR-27a ifade profilinin koyun tiriinde diger tiirlerden
farklilik gosteriyor olabilecegini diisiindiirmektedir. Ciinkii  koyun tiirinde
reprodiiktif aktivite mevsimseldir. Reproduktif aktivitenin baslamasi ve bitmesinde
giin 15181 seviyesine bagimli degiskenlik gosteren Melatonin hormonunun etkisi diger
tirlerde ortak olan bazi hormonal ve hiicresel sinyalizasyonlardan farklilik

gostermesinin nedenlerinden biri olabilir.
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Siitte bulunan miR-27’nin immunite ile iligkili olabilecegini belirten domuz ve
sigir tiirlinde yapilan iki arastirmada, siitten izole edilen ekzosomal ssc-miR 27°nin
domuzlarda PPARYy ile iliskili oldugu ve immuniteyle iliskisi oldugu belirtilirken (Gu
ve ark., 2012), bir baska ¢alismada inek kolostrumunda normal siitten daha yiiksek
oranda tanimlanan ve immuniteyle iligkili olabilecegi belirtilen mMiRNA’lar arasinda

bta-miR-27"de gosterilmektedir (Izumi ve ark., 2012).

miR-27a Modiil 1’e ait 10 adet genin, Biyolojik Fonksiyon (BP); protein
poliubikuitinasyonu ve protein ubikuitinasyonu; Molekiiler Fonksiyon (MP)
bakimindan ubukuitin protein transferaz aktivitesi ve protein baglanmasinda
fonksiyonel bulunurken; tahminlenen miR-27a Modiil 1’e ait 10 adet genin Hiicresel
Komponent (CC) olarak sitozol ve sitoplazma da yer aldigi bulgular kisminda
belirtilmistir, miR-27a Modiil 2’ye ait 18 adet genin ise, Biyolojik Fonksiyon (BP)
olarak protein stabilizasyonu ve sinyal iletiminde gorevli oldugu; Molekiiler
Fonksiyon (MP) bakimindan protein baglanmasinda fonksiyonel bulunurken;
tahminlenen miR-27a Modiil 2’ye ait 18 adet genin 10 tanesi Hiicresel Komponent
(CC) olarak plazma membraninda fonksiyonel bulunmasi oar-miR-27a ile siit protein

ve laktoz arasindaki korelasyonu destekler niteliktedir.

Birgok calismada miR-27’nin hiicre ¢ogalmasi ve apoptozda goérevli oldugu
rapor edilmistir. miR-27’nin EGFR ile iliskisi tiimor baskilayic1 olarak rapor
edilirken, miR-27a’nin  G1/S ilerlemesini arttirarak proliferasyonu arttirdig
belirtilmistir (Li ve ark., 2019). Osorio ve ark. (2016), protein sentezinde mTOR-
Insiilin sinyal yolaginin gorevli oldugunu, Insiilinin mTOR sinyal yolag aktivitesini
indiikleyerek STATS’1 aktive ettigini ve bu yolla siit protein sentezini kontrol ettigini
belirtmistir bu sonuglar molekiiler fonksiyon analizinde, miR-27 modiil 2 yolak
analizinde mTOR, insiilin sinyal yolagi bulunmasmin ve dolayisiyla miR-27 hedef
genlerinin protein baglanmasinda fonksiyonel bulunmasi, miR-27 ile protein ve

laktoz arasindaki iliskiyi desteklemektedir.
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4.3. oar-miR-148-3p

miR-148 farkli hayvan tiirlerinde meme dokusunda ve siitte en ¢ok ifade edilen
mMiRNA’lar iginde ilk 10 da rapor edilmis ve siitiin kalite gostergesi i¢in aday
biyobelirteglerden birisi olarak gosterilmistir (Alsaweed ve ark., 2018; Chen ve ark.,
2010; Chen ve ark., 2017; Do ve ark., 2017b; Fatima ve ark., 2019; Li ve ark., 2016;
Melnik ve ark., 2016). Calismaya oar-miR-148-3p nin dahil edilme amaci bu
miRNA’nin koyun tiiriinde de en ¢ok ifade edilen ve siit kalite gostergesi olabilecek

miRNA’lar arasinda olup olmadigini arastirmaktir.

Insan, s1g1r, domuz ve panda siitiindeki hiicre dis1 vezikiillerde (eksozom) en
¢ok bulunan ilk yirmi miRNA’nin tiirler arasinda korunmuslugu karsilastirildiginda
miR-148a ve let-7 ailesinin tiim tiirlerde ortak oldugu, bu korunmuslugun sadece
sekans homolojisi degil ayn1 zamanda farkl: tiirlerde ortak olusunun siit hiicre dis
vezikiillerinde bu mMIRNA’larin evrimsel olarak yeni doganlarda hiicre
diizenlenmesinin fonksiyonu i¢in se¢ilmis olabilecegini belirtmislerdir (Herwijnen ve

ark., 2018).

Chen ve ark. (2010), ¢ig siit ve diger siit triinlerinde (pastorize siit, bebek
mamalari) yaptiklar1 arastirmada 7 adet siite 6zglii mMiRNA’y1 siit kalite kontroliinde
biyobelirte¢ olarak aday gostermislerdir. Bu miRNA’lar miR-26a, miR-26b, miR-
200c, miR-21, miR30-d, miR-99a ve miR-148 olarak belirtilmistir. Caligmada ayrica
kolostrum ve siit MIRNA profilleri de karsilastirilmis ve 15 miRNA’nin siite 6zgi,

32 miRNA’nin da kolostruma 6zgii oldugu belirtilmistir.

mIRNA ifade paternleri laktasyonun donemine gore de farklilik
gostermektedir. Do ve ark. (2017a), Holstayn irki ineklerde yaptiklari calismada
laktasyonu 3 basamakta incelemisler ve bu basmaklar arasindaki miRNA ifade
profillerini karsilastirarak ii¢ laktasyon asamasinda da (laktasyon, galaktopoez ve
involusyon) en ¢ok ifade edilen mMiRNA’lardan birinin miR-148 oldugunu
dogrulamiglardir. Ayni ¢alismada, farkli laktasyon asamalarinda dort kiime, sekiz

modiil olusturarak MIRNA ifadelerini gruplandirarak karsilastirdiklarinda miR-148i
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en ¢ok ifade olan ilk ti¢ MIRNA igerisinde bulmuslardir. Erken laktasyon ve kuru
periyottaki keci meme dokusu mMIiRNA profillemekarsilagtirmasinin  yapildigi
calismada erken laktasyondaki meme dokusunda 12 adet en yiiksek ifadeye sahip gen
belirlenerek, bu genlerin yag transportu ve yag metabolizmasi ile yakin iliskili
oldugu belirtilmistir. Fonksiyonel analizler sonucu PPARGC1A  (peroksizom
proliferator aktive reseptor gamma koaktivadrl alfa) ve PPARA (perokszom
proliferator aktive reseptor gamma)’nin birlikte ¢alistigini ve bu genlerin miR148a ve
miR-17-5p i¢in dogrudan hedef oldugunu belirtmisler ve bu iki MIRNA’y1
laktasyondaki meme dokusunda yiiksek ifade edildigini rapor ederek bu hipotezi
dogrulamak amacli Ke¢i Meme Epitel Hiicrelerinden (GMEC) hiicre kiiltiirii
caligmasi yapilmigtir. miR-148a asir1 ifadesinde PPARGC1A 'nin baskilandigi, miR-
148’in inhibisyonunda ise ifadesinin arttigini rapor etmislerdir. Ayrica miR-148’in
PPARGCI1A geninin 3” UTR bolgesinde bir baglanma bdlgesine sahip olmasi bu tezi
giiclendirmistir (Chen ve ark., 2017). Kegi tiirlinde yapilan bir bagka arastirmada
kegilerde kolostrum ve laktasyon asamalarindaki miRNA’larin karsilastirilmasinda
hem pik laktasyon doneminde hemde kolostrumda miR-148a-3p en ¢ok ifade edilen
MIRNA’lar arasinda bulunarak, bu miRNA’larin kegi siit performansinda 6nemli

etkileri olabilecegi diisliniilmiistiir (Hou ve ark., 2017).

Gu ve ark. (2012), domuz siitinde bulunan eksosomal mMIRNA’lari
karsilastirdiklar: galismada miR-148’1 inek ve kegi ¢alismalarinda oldugu gibi en ¢ok

ifade edilen miRNA’lar arasinda gostermislerdir.

Bu bilgiler 1s18inda bir¢ok tiirde miR-148’in siit ve meme dokusunda en ¢ok
ifade edilen mMIRNA oldugu ve ¢ig siit kalitesinin belirlenmesinde giiclii bir
biyobelirte¢ adayr oldugu agiktir. Birgok ¢iftlik hayvaninda siit ve meme dokusunda
ve laktasyonun farkli asamalarinda en ¢ok ifade edilen mMiRNA’lar arasinda
gosterilen MiR-148’in koyunlarda siit veya meme dokusundaki ifadesi hakkinda
uluslararasi literatiirde heniiz bir ¢alisma mevcut degildir. Bu ¢alisma oar-miR-
148a’nin koyun siitiinden izolasyonu ve ekspresyonunun incelemesi agisinda bir ilk

niteligindedir.
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Ancak c¢alisma sonucunda siit verimi yiiksek ve diisiik gruplar arasinda oar-
miR-148a ifadesi agisindan anlamli bir fark veya herhangi bir korelasyon
bulunmamuistir. Koyun siitiinde bu miRNA’nin ifade profilinin diger tiirlerden farkli
olabilecegi diisliniilmektedir. Ancak daha kesin yorumlarin yapilabilmesi i¢in oar-
miR-148a’nin farkli laktasyon donemlerinde de incelenmesi daha saglikli sonuglar
elde edilmesini saglayacagindan bu miRNA’nin ileri ¢aligmalarda farkli laktasyon

donemlerinde incelenmesi planlanmaktadir.

4.4. oar-miR-181a

miR-181 c¢esitli  literatiirlerde keg¢i ve sigir tlirlerinde  siit  yagi ile
iliskilendirilmis ve farkli ifade seviyesine sahip oldugu bildirilmistir (Chen ve ark.,
2016; Li ve ark., 2012; Lian ve ark., 2016). Calismaya oar-miR-/8/a nin dahil
edilme amaci yine koyun tiiriinde siitten izolasyonu ile siit yagi iliskisinin
arastirilmamis olmasidir. miR-181 ailesi miR-181a, miR-181b ve miR-181c ve miR-

181d olmak tizere dort tiyeden olusur.

miR-181a, IDH1 (izositrat Dehidrojenaz 1) iizerinde yag sentezini de iceren genlerin
ifadesini azaltir ve beta oksidasyon genlerinin ekspresyonunu arttirarak lipid
akiimiilasyonunu inhibe ettigi bildirilmektedir. Saanen 1rki kegilerden olusan elit
stiriden segilen hayvanlarda yapilan miR-181b ve siit yagi iliskisi arastirmasi
sonucunda chi-miR-181b meme dokusu hiicre kiiltiiriinde inhibe edildiginde IRS2
(Insiilin Reseptdr Substrat 2) geni MRNA’sinin ifadesinin arttigini, chi-miR-181b nin
asirt ifadesi durumunda ise azaldigini, ayrica chi-miR-181b ifadesinin siit yagi damla
aktimiilasyonunu ve Triagil Gliserol (TAG) seviyesini de disiirdiigii sonucu elde
edilerek miR-181 ailesinin siit yagi tlizerine etkisi dogrulanmistir (Chen ve ark.,
2016). Laktasyon donemlerine gore sigirlarda meme dokusunda miRNA ifade
seviyeleri karsilagtirildiginda 12 miRNA’nin laktasyonda kuru doneme gore
ifadesinin azaldigi bulunmustur. bta-miR-181’in bu miRNA’lar arasinda olmasi
diisiik ifadesinin yag akiimiilasyonunu, TAG seviyesini ve siit yag1 ilizerine negatif
etkisinden kaynaklandig1 hipotezini destekler niteliktedir (Gigli ve ark., 2013; Wang
ve ark., 2012;). Lian ve ark. (2016), sigirlarda bta-miR-/81’in ACSL1 (Acil koA
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Sentaz long chain family member 1) genini direkt hedef alarak siit yagi (TAG)
biyosentezini diizenledigini ortaya koymuslar ve diger miR-181 ve siit yagi iligkisini
kapsayan calismalar1 destekler nitelikte sonuglar elde etmislerdir. Li ve ark. (2012)
bu c¢alismalarin aksine sigirlarda  kuru donem ve laktasyon donemini
karsilagtirdiklarinda kuru doénemde bta-miR-181 ifadesini diisiik bulmuslar ve
Hekzokinaz 2 (HK2) geninin 3° UTR bdlgesinin bta-miR-181 ile eslesmesine ragmen
hiicre kiiltiirinde miR-181 transfeksiyonunda HK2 geni ifadesinde bir farklilik

gozlemlememislerdir.

Mevcut c¢alismada oar-miR-181a’nn ifade seviyesini siit verimi diisik ve
yiiksek gruplar arasinda anlamli olarak farkli bulmasina ragmen (P<0,001) oar-miR-
181a ifadesi herhangi bir siit kompozisyonu parametresi veya siit verimi ile korele
bulunmamustir. Ozellikle siit yag iizerine diizenleyici olarak literatiirlere giren miR-
181'in ifade seviyesinde gruplar arast anlamli fark bulunmasina ragmen siit yagi ile
korelasyon gostermemesinin iki olasi sebebi olabilecegi diisiiniilmiigtiir. Birincisi
olusturulan iki grup arasinda siit yagi acisindan anlamli bir fark tespit edilmemistir.
Bu durumda oar-miR-181a nin istatistiki olarak siit yagiyla korelasyonunu ortaya
koymamizi giiglestirmesi, ikincisi ise kegi ve sigirlarda yapilan ¢alismalarin aksine
koyunlarda bu miRNA’nin heniiz siit yagi iliskisinin ¢alisilmamis olmasi ve ilk kez
mevcut ¢alismada koyun tiirlinde ¢alisilmasi nedeniyle bu miRNA’nin ifadesinin ve
olasi siit yag iliskisinin koyunlarda farkli olabilecegidir. Bu sorularin
cevaplanabilmesi laktasyonun her ii¢ déneminde (laktasyon basi, ortasi ve sonu)
yapilacak ileri ¢aligmalara ihtiya¢ duyulmaktadir. Zira laktasyon dinamik bir siiregtir
ve mevcut caligma sadece laktasyon piki donemini kapsamaktadir. Bu nedenle oar-
mMiR-/81anin laktasyonun orta ve son donemlerinde ki etkisi de Ornek sayisi

artirilarak arastirilmalidir.
4.5. oar-miR-221
Chu ve ark. (2018), deneysel olarak farelerde ve hiicre kiiltiirinde miR-221 ile

siit yag1 arasindaki iliskiyi arastirdiklari ¢alismada, miR-221’in ifade seviyesinin

arttirlldigr hiicrelerde lipid damlalarinin  azaldigini, miR-221 inhibitdrii verilen
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hiicrelerde ise arttigini tespit ederek siit yagi metabolizmasi {izerine etkili bazi
genlerin miR-221 fizerine etkisini arastirmislardir. Arastiricilar ayrica fare meme
dokusunda farkli laktasyon asamalarinda miR-227"in ifade profilini de ¢ikartarak,
gebelikle birlikte mmu-miR-221 seviyesinin diismeye basladigini ve laktasyona kadar
bu diisiisiin devam ettigini, laktasyonun baslangicinda ise en diisikk seviyeye
ulastigini, laktasyon sonrasi involusyon asamasinda ise artmaya basladigini rapor
etmislerdir. mmu-miR-221’in ergin ama dogum yapmamis farelerde en yiiksek ifade

seviyesine sahip oldugu belirtilmistir.

Mevcut calismada oar-miR-221 igin siit verimi yiiksek ve diisiik gruplar
arasinda ifade acisinda anlamli bir fark bulunmamistir. miR-221’in siit verimi ve
kompozisyonu ile olan iligkisini arastiran calisma sayisi oldukca azdir. Bu konunun
aciga kavusturulmasi igin oar-miR-227'in farkli laktasyon donemlerindeki

koyunlarda ifade profilinin karsilagtiriimasi gerekmektedir.

Son yillarda yapilan ¢alismalar miR-221 siit kompozisyonuna etkisinden ziyade
meme dokusu iizerine etkisi oldugunu 6nermektedir. Jiao ve ark. (2019) sigir meme
dokusunda yaptiklar1 ¢alismada bta-miR-221’in sigir meme dokusunda hiicresel
¢ogalmay1 diizenledigini ve bu diizenleme islevini STAT5A (Signal Transducer and
activator of transcription 5A) ve IRS1 genleri iizerinden yaptigini bildirmislerdir. Do
ve ark. (2017b), laktasyon asamasina gore laktasyon ve involusyon olarak iki gruba
ayridigi ineklerde yaptigi miRNA profili ¢alismasinda bta-miR-221’in laktasyon ve
involusyon gruplari arasinda ifade agisindan en ¢ok fark bulunan miRNA olarak
bulmuslardir. Li ve ark. (2012), inek meme dokusunda laktasyon ve kuru déonemde
ifade edilen miRNA profillerini karsilastirdiklarinda bta-miR-374’tinde iglerinde
bulundugu dokuz miRNA’nin sadece laktasyonda, bta-miR-23b-3p’nin de iginde
bulundugu alt1 mMiRNA’y1 sadece kuru donemde farkli ifade edildigini belirleyerek
bta-miR-23b’nin meme kanal sisteminin gelisiminde etkili olabilecegini, bta-miR-23

ve bta-miR-374’1in olasi hedef geninin PRLR olabilecegini belirtmislerdir.

miR-23 ve miR-374 Ammah ve ark. (2018), ¢alismasinda da siit proteini, siit

verimi ve siit laktozu ile korele bulunan birinci modiilde birlikte yer almakta ve her

76



iki miIRNA’nin da laktasyon asamasinda farkli ifade seviyesine sahip oldugu
belirtilmektedir. iki farkli calismada da miR-23 ve miR-374iin birlikte farkli ifade
edilmesi bu iki miIRNA’nin sinerjik hareket edebilme ihtimalini akla getirse de
yaptigimiz analizlerde her iki miRNA’da gruplar arasinda anlamli ifade farki
gOstermesine ragmen, siit verimi veya herhangi bir siit kompozisyonu ile de iliskili

bulunmamastir.

4.6. oar-miR-152

miR-152, miR-148/152 ailesinin ii¢ liyesinden biridir. Ailenin diger iyeleri
miR-148a ve miR-748b ‘dir.

Shen ve ark. (2016), siit yagi metabolizmasinda ve sentezinde etkili mMiRNA
seviyelerini incelemek igin siit yag oranlari arasinda belirgin fark olan iki Holstayn
irk1 inekten meme dokusunda calisarak 292 bilinen, 116 yeni (novel) miRNA
tanimlamiglar; miR-33, miR-152 ve miR-224’{in siit yagi ile ilisksini ve olas1 hedef
genlerini  belirlemeye ¢alismislardir. Calismanin sonucunda mIiR-/52"nin  yag
metabolizmasinda 6nemli olan PRKAAL (Protein Kinase AMP-Activated Catalytic
Subunit alphal), PTSG2 (Prostoglandine endoperoxide synthase) ve UCP3
(uncoupling protein 3) genleri iizerinde etkili oldugunu ayrica miR-/52 nin siit yagi
tizerine etkili oldugunu bildirerek Wang ve ark. (2014), c¢alismasini destekler

nitelikte sonuglari literatiire kazandirmislardir.

Wang ve ark. (2014), siit kalitesine gore (yag, verim, protein) gruplandirdiklar
Holstayn 1rki ineklerde miR-152’nin siit kalitesi ve verimi iizerine etkisini
incelemisler ve siit kalitesi yiiksek olan grupta -kazein, trigliserit ve laktoz salgisini
arttirdigini belirterek miR-152’nin DNMT1 (DNA metil transferaz) geninin 3’'UTR
bolgesinde baglanma alanina sahip oldugunu belirtmislerdir. Yiiksek siit kalitesine
sahip grupta, miR-152 ifadesi yiiksek bulunurken DNMT1 ifadesinin azalmis oldugu
bulunmustur. Bu arastirmada oar-miR-152’nin ifade seviyesi siit verimi yiiksek ve

diisiik gruplar arasinda anlamli bir farklilik gostermemistir.
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5. SONUC ve ONERILER

Koyunlarda siit verimi iizerine etkili miIRNA sayisi, fonksiyonu, hedef gen ve
etki mekanizmasina yonelik ¢alismalar olduk¢a sinirlidir.  Koyun tiiriinde oar-miR-
16b ile siit verimi iliskisi, oar-miR-27a ile siit proteini ve laktoz iligkisi ilk kez tespit
edilmistir. Mevcut arastirmada oar-miR-16b’nin koyun tiirinlin siit 6rneginde ifade
seviyesini inceleyen ve siit verimi ile iligkilendiren uluslararasi literatiirde ilk ¢calisma
olmasi, oar-miR-27a’nin yine koyun tiiriinde uluslararasi literatiirde siitten elde
edilerek siit proteini ve laktozu ile iliskilendirildigi ilk ¢alisma olmasi bu sonuglarin
Oonemini arttirmakla birlikte, oar-miR-16b’nin koyunlarda siit verimi ile ilgili, oar-
miR-27a’nin da siit proteini ve laktoz ile ilgili biyobelirte¢ olabilme potansiyeli
hakkinda yapilabilecek diger ¢alismalarin Oniinii agmaktadir. Bu iki miRNA
koyunlarda siit verimi, meme dokusu gelisimi, siit proteini ve laktoz orani ile
iligkileri hem korele olduklari parametreler hem de iligkili bulunduklar1 yolaklar
acisindan yapilacak daha ileri ¢aligmalarin Oniinii acacak nitelikte ve arastirmaya

deger olduklar1 sonucuna varilmistir.

Calismada analiz edilen, gruplar arasinda anlamli fark gostermesine ragmen siit
verimi ve siit kompozisyonu ile iligskisi belirlenmeyen oar-miR-146-3p, oar-miR-
181a ve oar-miR-221’in farkli laktasyon donemlerinde ifade ve korelasyonlarinin
arastirilmasi siit verimi ve siit kompozisyonu ile olasi iliskilerini belirlemede etkili
olabilecegi, calisilan miRNA’larin Akkaraman koyun 1rkinin farkli varyetelerinde ve
farkli koyun irklarinda da calisilarak sonuglarin karsilagtirilmasinin  yine bu
miRNA’larin potansiyellerini ve etkilerini ortaya koymada daha aydinlatici

olabilecegi Oneriler arasindadir.
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OZET

Akkaraman Koyun Irkinda Siit Verimiyle iliskili Bazi mikroRNA’larin
Incelenmesi

Arastirmanin  amact Akkaraman koyun irkinda siitten elde edilen dokuz adet
MIRNA’nin siit verimi ve siit kompozisyonu ile iligkisini arastirmaktir. Bu amagla
Akkaraman 1rki, siit verimi yliksek (n=20) ve siit verimi diisiik (n=20) iki grup koyundan siit
ornegi alinarak siit verimi dl¢iimi, siit kompozisyonu analizi ve secilen miRNA’larin ifade
seviyeleri incelenmistir. Incelenen miRNA’lar oar-mir-485-3p, oar-mir-374b, oar-miR-27a,
oar-miR-221, oar-miR-23a, oar-miR-181a, oar-miR-152, oar-miR-16b ‘dir. Normalizasyon
icin oar-miR-103 kullanilarak bu miRNA’larin gruplar arasi ifade farkliliklar1 ve siit verimi
ile siit kompozisyonu ile iligkileri arastirilmistir.

Yapilan analizler sonucunda yiiksek siit verimli grupta oar-miR-27a ile protein ve laktoz
arasinda; oar-miR-16b ile siit verimi arasinda negatif korelasyon bulunmustur. Bulunan
sonuglar koyun tiiriinde literatiirde bir ilktir. Bu iki miRNA koyunlarda siit verimi, meme
dokusu gelisimi, siit protein ve laktoz orani ile iligkileri hem korele olduklari parametreler
hemde iliskili bulunduklar1 yolaklar a¢isindan yapilacak daha ileri caligmalarm 6niinii agacak
nitelikte sonuglar elde edilmistir.

Anahtar Sozciikler: laktasyon, mikroRNA, gRT-PCR, siit verimi.
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SUMMARY

Investigation of Some miRNAs Associated With Milk Yield in White Karaman Sheep
Breed

Aim of this study is investigating nine milk microRNAs related with milk yield, milk
composition and their biomarker potential on milk yield with high milk yield sheep. Milk
samples collected from two groups with high milk (n=20) yield and low milk yield (n= 20),
milk yield, milk composition and nine selected miRNAs expression levels compared with
two gruops. Investigated miRNAs are oar-mir-485-3p, oar-mir-374b, oar-miR-27a, oar-
miR-221, oar-miR-23a, oar-miR-181a, oar-miR-152, oar-miR-16b. We investigated their
associacion with milk yield and milk composition and with oar-miR-103 for normalization.

We found negative correlation between oar-miR-27 protein and lactose; oar-miR-16
and milk yield on high milk yield group. Theese result are first reports on sheep species.
Theese two miRNAs and their association with milk yield, mammary gland development,
milk protein and lactose and their associated pathways would lead up further studies.

Keywords: microRNA, milk yield, lactation, gRT-PCR.
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Ek-2 Subat ayina ait lactoscan analizi sonuglari.

No Sicakhk Yag YKM Yogunluk Protein Laktoz Tuz Su DonmaN. lletkenlik
7 18,2 7 10,62 34,6 3,8 57 0,8 0 -0,749 4,6
17 14,7 8,6 10,47 33 3,7 57 0,8 0 -0,751 4,6
21 17 7,1 10,87 35,5 3,9 5,9 0,8 0 -0,77 47
25 15,6 6,3 11,18 37,1 4 6 0,8 0 -0,788 47
27 143 8,9 9,96 311 3,6 54 0,7 0 -0,712 4,6
29 19,1 7,2 10,85 35,3 3,9 5,9 0,8 0 -0,769 4,6
34 144 5 11,3 38,3 4 6,1 0,9 0 -0,785 5
35 185 54 10,95 36,7 39 59 0,8 0 -0,762 5
37 188 53 10,74 36,1 38 58 0,8 0 -0,745 4,6
38 17,8 5,6 10,74 35,9 3,8 58 0,7 0 -0,747 47
41 16,5 7 11,31 37,1 4 6,1 0,9 0 -0,805 4.8
43 16,4 7,5 11,18 36,3 4 6 0,8 0 -0,799 4,2
44 181 7 10,98 35,9 39 5,9 0,8 0 -0,778 41
46 155 58 10,28 34,1 37 5,6 0,8 0 -0,712 48
51 16,1 8,8 11,11 35,3 4 6 0,8 0 -0,805 4,6
52 18 12,8 10,32 30 3,7 5,6 0,7 0 -0,777 4,1
66 20 6,6 10,93 36 39 59 0,8 0 -0,77 43
71 16,7 7,8 10,65 34,2 3,8 5,8 0,8 0 -0,758 48
74 18,6 39 10,94 37,6 39 5,9 0,8 0 -0,74 43
7 17,1 51 11,63 39,4 41 6,3 0,9 0 -0,813 4,9
2 16,6 54 10,72 36 3,8 58 0,8 0 -0,734 4,5
3 15,2 6,2 11,18 37,1 4 6 0,8 0 -0,778 4,3
14 17,5 6,2 11,11 36,9 4 6 0,8 0 -0,781 4,6
16 12,9 59 11,73 39,3 4,2 6,3 0,9 0 -0,829 47
26 14,8 4,7 11,52 38,2 4 6,1 0,9 0 -0,776 4,4
30 15 6,8 11,44 37,7 4,1 6,2 0,9 0 -0,815 47
31 16,5 57 11,05 36,9 3,9 6 0,8 0 -0,772 4,6
36 118 6,8 11,45 37,7 41 6,2 0,9 0 -0,815 4,6
40 148 55 10,71 35,8 338 538 0,8 0 -0,743 43
45 17,3 57 11,8 37,1 4 6 0,8 0 -0,775 4,6
49 17,5 4,9 11,59 39,4 4,1 6,3 0,9 0 -0,808 4,2
54 185 8,4 11,11 35,5 4 6 0,8 0 -0,801 4,6
55 17,7 6,1 10,61 351 3,8 57 0,8 0 -0,74 4.8
56 18 3,8 11,21 38,7 4 6,1 0,9 0 -0,768 51
62 20 5,6 11,57 38,9 41 6,3 0,9 0 -0,812 41
64 15,5 8,8 10,57 33,3 3,8 57 0,8 0 -0,761 4,9
67 16,1 53 10,91 36,7 3,9 59 0,8 0 -0,75 4,2
72 16,2 5,6 11,25 37,8 4 6,1 0,9 0 -0,787 4
17 14,7 8,6 10,47 33 3,7 57 0,8 0 -0,751 4,6
21 17 7,1 10,87 35,5 3,9 59 0,8 0 -0,77 47
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Ek-3 Haziran ayina ait lactoscan sonuglari

ormnekno  sicakllk  yag  ykm Yogunluk  Protein Laktoz Tuz Su DonmaNok iletkenlik
7 13,8 9,8 10,64 33.0 38 5,8 08 0 0,776 48
17 18,4 104 115 34,5 4 6 08 0 0,824 47
21 18,3 9,9 11,27 35,2 4 6,1 08 0 0,829 43
25 10,8 11 10,82 32,9 3,9 5,8 08 0 0,802 48
27 21,3 9,7 11,73 37 42 6,3 09 0 0,867 47
29 18,6 11 10,8 32,8 3,9 5,8 08 0 0,8 47
34 215 9,9 10,73 33,2 38 5,8 08 0 0,785 48
35 16,4 9,8 10,71 33,3 3,8 5,8 08 0 0,781 45
37 215 9,6 10,72 334 38 5,8 08 0 0,781 44
38 27,2 10,7 11,94 37,1 43 6,5 09 © 0,821 47
41 21,2 9,4 11,2 35,2 4 6,1 08 0 0,815 4,6
43 229 10,8 114 35,2 4,1 6,2 08 0 0,85 4,6
44 23 9,9 11,11 34,6 4 6 08 0 0,816 48
47 10,8 9,7 11,5 36,2 4,1 6,2 09 O 0,847 44
51 20,3 11,7 11,91 36,5 43 6,4 09 0 0,904 45
52 21,2 9,2 11,22 354 4 6,1 08 0 0,819 4,9
66 20 118 11,42 351 4,1 6,2 08 0 0,854 45
71 10 10,8 10,66 324 38 5,8 08 0 0,786 4,8
74 16 10 11 33,8 39 5,9 08 0 0,813 5,5
77 11,7 112 11 343 4,1 6,1 08 0 0,847 4,3
3 323 122 11,42 34,4 4,1 6,2 08 0 0,867 48
55 20,2 10,8 10,84 331 39 59 08 0 0,802 4,5
56 16,5 134 11,44 33,7 4,1 6,2 08 0 0,881 44
62 18 9,4 11,29 35,6 4 6,1 08 0 0,826 4,8
63 16,1 10,3 11,92 37,3 43 6,4 09 0 0,889 4,6
64 15,2 7,6 10,96 35,5 39 59 08 © 0,782 52
67 Meme kuru 6rnek alinamadi

72 17 8,5 11,38 36,1 4,1 6,2 09 O 0,825 4,8
78 229 11,3 11,59 35,5 42 6,3 09 0 0,871 48
2 17 10,8 11,35 35,7 4,2 6,1 08 0 0,874 4,6
16 20 9,8 11,02 34,3 39 6 08 0 0,807 4,6
26 20,2 10,6 10,63 324 38 5,7 08 0 0,783 4,6
30 14,5 116 11,43 34,8 4,1 6,2 08 0 0,86 4,5
31 17,3 9,4 9,3 34,9 39 6,1 08 0 0,834 4,7
36 235 114 118 36,2 42 6,4 09 0 0,891 4,5
40 18 10 8,9 36,1 4,3 5,8 08 0 0,826 4,6
45 18,7 8,5 10,8 34,6 3,9 5,5 08 0 0,783 45
46 16,9 8,7 10,01 37,4 3,8 6,2 09 O 0,847 4,3
49 225 8,9 11,2 35,9 4,1 6,3 08 0 0,877 4,6
54 245 11 10,9 38 4.4 6,6 09 O 0,921 4,2
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Ek-4 Elde edilen RNA’larin nanodrop sonuglari.

Ornek NO Niikleik asit Birim 260/280 Ornek Tipi
konsanrasyonu
2 101 ng/ul 2,98 RNA
64 258 ng/ul 2,26 RNA
7 96 ng/ul 2,84 RNA
41 50,5 ng/ul 2,38 RNA
27 49,7 ng/ul 2,26 RNA
46 736 ng/ul 2,51 RNA
34 14,9 ng/ul 2,19 RNA
29 39,3 ng/ul 2,92 RNA
21 27,1 ng/ul 2,32 RNA
25 48,7 ng/ul 2,39 RNA
17 41,9 ng/ul 2,06 RNA
52 80,3 ng/ul 2,31 RNA
66 46,2 ng/ul 2,27 RNA
71 29,7 ng/ul 2,42 RNA
74 41,8 ng/ul 2,04 RNA
77 18,3 ng/ul 2,27 RNA
37 13,7 ng/ul 2.1 RNA
35 95,6 ng/pl 2,38 RNA
43 30,6 ng/pul 2 RNA
44 71,2 ng/ul 3,11 RNA
46 18,8 ng/ul 2,29 RNA
54 36,4 ng/ul 2,51 RNA
40 38,8 ng/pul 2,31 RNA
45 89,4 ng/pl 2,55 RNA
62 36,3 ng/ul 2,41 RNA
3 46 ng/ul 2,36 RNA
26 144 ng/ul 2,79 RNA
16 28,3 ng/pl 2,86 RNA
47 38,7 ng/ul 2,28 RNA
51 38,1 ng/ul 2,02 RNA
55 29,9 ng/ul 2,33 RNA
56 22,6 ng/ul 2,3 RNA
36 30,7 ng/ul 2,68 RNA
31 17 ng/ul 2,24 RNA
30 68,1 ng/ul 2,32 RNA
63 46,5 ng/ul 2,31 RNA
78 29,2 ng/pul 2,26 RNA
72 56,4 ng/ul 2,3 RNA
67 78,7 ng/ul 2,64 RNA
2 49,2 ng/ul 2,67 RNA

38 10,5 ng/ul 2,22 RNA




Ek-5 RT-PZR reaksiyonu sonucu érneklerin ct degerleri.

ORNEK
H1
H2
H3
H4
H5
H6
H7
H8
H9
H10
H11
H12
H13
H14
H15
H16
H17
H18
H19
H20
L1
L2
L3
L4
L5
L6
L7
L8
L9
L10
L11
L12
L13
L14
L15
L16
L17
L18
L19
L20

miR-148 miR-221
29,5 37,68
29,0 36,28
27,4 36,09
21,2 34,19
29,5 36,79
30,1 37,52
27,3 35,58
27,3 35,52
32,6 39,16
29,4 37,85
28,7 36,18
29,0 37,52
27,3 37,38
278 32,80
30,1 34,48
30,2 36,79
30,0 37,52
30,0 35,58
25,6 35,52
0,0 39,16
29,4 36,38
278 36,84
28,8 37,89
294 35,29
27,5 39,05
31,7 35,13
324 37,09
29,1 36,43
28,3 37,87
27,0 36,07
30,0 37,01
28,6 37,80
28,2 37,49
31,4 36,38
294 36,84
278 37,89
28,8 35,29
29,4 39,05
27,5 35,13
28,3 37,09

miR-16
33,6
32,1
31,0
28,6
31,4
33,6
30,6
295
0,0
34,1
31,3
32,7
30,2
30,8
344
32,8
33,0
33,8
28,9
30,6
31,6
38,2
32,3
31,0
29,7
33,3
30,7
31,6
30,4
32,2
33,6
29,3
33,0
34,2
31,6
38,2
32,3
31,0
29,7
33,3

miR-181
33,9
32,9
31,2
31,6
33,3
335
314
32,0
34,8
33,0
32,5
32,9
30,0
LD
31,6
33,6
33,8
31,7
28,2
32,7
32,1
31,2
31,0
314
30,8
331
32,6
32,7
31,7
32,1
32,0
29,8
32,7
35,7

miR-27

34,44
33,05
31,53
29,91
33,56
34,63
31,30
31,07
1943
33,49
32,26
33,23
30,24
32,37
34,93
32,70
33,83
34,72
29,07
30,03
31,66
31,09
32,06
33,89
29,38
33,13
34,92
31,56
31,36
30,99
33,09
30,22
31,21
37,02
31,66
31,09
32,06
33,89
29,38
33,13

miR-152

35,20
32,15
31,87
31,55
32,40
33,77
30,79
31,73
35,79
34,98
31,43
33,93
30,59
32,39
36,16
34,96
36,29
34,62
28,91
30,68
34,81
33,69
32,34
33,39
32,13
36,17
34,64
35,37
29,73
31,04
34,14
32,79
32,93
37,80
34,81
33,69
32,34
33,39
32,13
36,17

miR-23
33,64
31,72
30,22
28,39
31,15
33,06
29,38
28,73
33,91
30,81
31,37
30,89
28,04
30,59
32,30
31,17
31,34
31,30
25,82
28,01
33,12
29,55
29,12
29,26
27,38
31,00
30,31
29,92
30,76
31,87
31,72
27,93
30,44
34,94
29,55
29,12
29,26
27,93
29,55
29,12

miR-374

36,05
34,29
32,91
32,90
34,22
36,21
33,00
35,00
36,22
34,63
34,73
33,03
33,67
18,91
35,14
36,26
37,09
32,55
32,45
33,42
33,81
34,14
33,69
31,22
35,30
34,97
36,55
33,59
33,21
36,10
33,27
33,36
31,22
35,30
34,97
36,55
33,59
33,21
36,10
33,27

H: Yiiksek Siit Verimi; L: Diigiik Siit Verimini ifade etmektedir.
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Ek-6 CMT (-) sonug veren koyunlarin SHS sonuglart.

Ornek No SHSx1000 Ornek No SHSx1000

1 70 36 74
2 98 37 27
3 63 38 103
4 96 40 117
5 47 41 80
6 11 43 73
7 24 44 40
8 69 45 78
9 40 46 18
10 Olgmedi* 47 73
11 217 49 10
13 30 51 32
14 31 52 140
15 1042 53 359
16 32 54 41
17 96 55 59
18 80 56 50
19 143 60 181
21 21 62 52
22 60 63 42
23 92 64 188
24 392 66 7
25 32 67 75
26 5 69 438
27 122 79 520
29 24 71 16
30 22 72 61
31 49 74 13
32 29 75 28
34 30 76 163
35 110 77 19
1 70
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Ek-7 Orneklemeden ¢ikarilan oar-miR-485 ‘e ait amlikasyon ve erime egrileri.
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