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Farkh Hayvan Siitlerinde, Insan Saghg Uzerine Etkili Bazz Mikrorna’larin
Miktarinin Tespiti ve Farkh Isil Islemlerin bu Mikrorna’lara Etkisinin

Arastirilmasi

Ogrencinin Adi ve Soyadi: Ahmet CELIK
Damismani: Prof. Dr. Aydin VURAL

Anabilim Dah: Besin/Gida Hijyeni ve Teknolojisi

1.0ZET

1.1. Tiirkce Ozet

Amagc: Bu tez ¢alismasinda inek, manda, koyun, ke¢i ve esek siitlerinde miRNA 15a,
miRNA 29b, miRNA 34a ve miRNA 223°tin varligi, ekspresyon seviyeleri ve
stitlerin kompozisyonlar1 ile olan iligkileri incelenmistir. Ayrica siitlere farkl 1silar

uygulanarak bu miRNA’ larin degisim seviyeleri arastirilmistir.

Gere¢ ve Yontem: Calismada inek, manda, koyun, keg¢i ve esek siitlerinin
fizikokimysal analizleri yapilmistir. Siitlerin eksozomlarmin izolasyonu yapilarak
RNA’lar elde edildi. miRNA 15a, miRNA 29b, miRNA 34a ve miRNA 223’iin RT-
gPCR cihazinda ekspresyon seviyeleri elde edilerek, siitlerin fizkokimyasal verileri
ile miRNA’lara ait veriler arasinda korelasyon analizi uygulanmistir. Siitlere yag
banyosunda farkli 1s1 dereceleri uygulayarak, siitlerde bulunan dort adet miRNA’ nin

miktarindaki degisimlerin tespiti yapilmistir.

Bulgular: Yapilan analizlerde tiim siitlerde miRNA 15a, miRNA 29b, miRNA 34a
ve miRNA 223’iin ekspresyonlarmin oldugunun tespiti yapildi. Inek siitiinde
miRNA 34a ile yag arasinda ve koyun siitiinde miRNA 34a ile pH ve kuru madde
arasinda pozitif ve anlamli iliski bulunmustur. Koyun siitiinde miRNA 29b ile kuru
madde ve yag arasinda negatif ve anlamli bir iligki bulunmustur. Keg¢i siitiinde
miRNA 223 ile kuru madde arasinda pozitif ve anlamli bir iligki bulunmustur. Esek
stitiinde miRNA 29b ile yag arasinda pozitif ve anlamli bir iligki bulundu. Ayrica
miRNA’larda 1siya bagl farkli degisimlerle miRNA’larm 1sidan etkilendiklerinin
tespiti yapilmigtir.



Sonug; incelenen tiim hayvan tiirlerinin siitlerinde, arastirilan miRNA’larin
ekspresyonlarinin oldugu ve siitlerin bilesimi ile anlamli diizeyde iligkileri tespit
edildi. Siitlere 1s1l islem uygulandiginda miRNA’larin farkli tepkiler verdigi
gozlemlendi. miRNA’larin siitiin sagligi, hijyeni, bilesimi ve teknolojisi acisindan
onemli ¢alisma alanlar1 oldugu ve bu konularda daha spesifik ve detayli ¢aligmalar

planlanmasi gerektigi diisiiniilmektedir.

Anahtar Sozciikler: MikroRNA, Siit, Esek siitii, Ekstraselliiler vezikiiller,

Eksozom



Determining the Amount of Some Micrornas that are Effective on Human
Health in Different Animal Milks and Investigating the Effects of Different Heat
Treatments on These Micrornas.
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1.2. Abstract

Aim: In this thesis, the presence of miRNA 15a, miRNA 29b, miRNA 34a and
miRNA 223 in cow, buffalo, sheep, goat and donkey milk, their expression levels
and their relationship with milk composition were investigated. In addition, the

change levels of these miRNAs were examined by applying different temperatures to

the milk.

Materials and Methods: In the study, physicochemical analyzes of cow, buffalo,
sheep, goat and donkey milk were performed. RNAs were obtained by isolating the
exosomes of milk. The expression levels of miRNA 15a, miRNA 29b, miRNA 34a
and miRNA 223 were obtained in the RT-qPCR device, and correlation analysis was
performed between the physicochemical data of milk and the data of miRNAs. By
applying different temperatures to the milk in the oil bath, the changes in the amount

of four miRNAs in the milk were determined.

Results: In the analysis, it was determined that miRNA 15a, miRNA 29b, miRNA
34a and miRNA 223 were expressed in all milks. A positive and significant
relationship was found between miRNA 34a and fat in cow's milk. A positive and
significant relationship was found between miRNA 34a and pH dry matter in sheep
milk. A negative and significant relationship was found between miRNA 29b and dry
matter and fat in sheep milk. A positive and significant relationship was found
between miRNA 223 and dry matter in goat milk. A positive and significant
relationship was found between miRNA 29b and fat in donkey milk. In addition, it
was determined that miRNAs were affected by heat with different heat-related
changes in miRNAs.



Conclusion: In the milk of all examined animal species, the expressions of the
investigated miRNAs and their significant relationship with the composition of the
milk were determined. It was observed that miRNAs gave different responses when
heat treatment was applied to milk. It is thought that miRNAs are important study
areas in terms of milk health, hygiene, composition and technology, and more

specific and detailed studies should be planned on these issues.

Key Words: MicroRNA, Milk, Donkey milk, Extracellular vesicles, Exosome



2. GIRIS ve AMAC

Siit, canlilarin gelisimi i¢in temel besin 6gelerinin tiimiinii icerdiginden memeli
yasaminin erken doneminde baslica besin kaynagini olusturmaktadir. Siit kalsiyum
ve fosfor gibi bazi 6nemli mineraller, protein ve riboflavin gibi bazi B grubu
vitaminleri ve iceriginde bulundurdugu organik ve inorganik besin maddeleri
acisindan 6zellikle halk sagligi icin 6nemli bir besin grubudur. Siit icerisinde yer alan
proteinlerin gelismeye ve biiylimeye katkisi oldugu gibi doku farklilagmalarinda da
etkinligi bulunmaktadir. Ayrica bagisiklik sistemine ve kalsiyum emilimi iizerine
olumlu etkileri bulunmaktadir. Yine kan basincini ve kanser riskini azalttigi, viicut

agirhiginim kontroliinde etkin oldugu bilinmektedir (1).

MikroRNA (miRNA) 17-25 niikleotid uzunlugunda gen ekspresyonunda gorevli
olan protein kodlamayan RNA’lardir. miRNA’lar niikleotid diziliminde bir degisiklik
olmaksizin gen ekspresyonundaki kalitimsal degisimler olarak adlandirilan
epigenetik faktorler arasinda yer alir. Son yillarda aralarinda ¢iftlik hayvanlarinin da
oldugu pek ¢ok tiirde birgok miRNA kesfedilmistir (2). Lee ve ark. (3) yaptiklar1 bir
calismada Caenorhabditis elegans olarak adlandirilan bir yuvarlak solucanda lin-4
olarak adlandirdiklar1 genin hicbir protein kodlamadigini fark etmisler. Bu genin hig
protein kodlamamasina karsi 22 niikleotid uzunlugunda kii¢iik bir RNA transkribe
etmesi rapor edilmistir. Boylece ilk miRNA bulunmus oldu. Reinhart ve ark. (4)
tarafindan yine C.elegans'da 22 niikleotid uzunlugunda, let-7 olarak adlandirilan,
farkli bir miRNA kesfedildi. Daha sonra yapilan arastirmalarda let-4 ve let-7'ye
benzer 6zellik gosteren ¢ok sayida kiiciik RNA molekiilii, cok hiicreli organizmalarin
bir¢ogunda tespit edilip mikroRNA (miRNA) olarak adlandirilmistir (5). Giiniimiizde
transkripsiyon sonrasi diizenleyici olarak gen ekspresyonunda gorev aldigi diisiiniilen
yeni kesif miRNA’lar; karsinogenezden embriyogeneze kadar pek ¢ok alanda yogun

olarak caligilmaktadir (6).

Siit, icerisinde bircok organik ve inorganik madde i¢ermesinin yaninda hiicre
dis1 vezikiiller icerisinde RNA ve mikroRNA igerigine de sahiptir. Siit yavrunun
gelisme ve biliylimesinin karsilanmasi igin gerekli olan tiim besinsel 6geleri igerisinde

bulundurur. Yavrularin zihinsel gelisimlerini olumlu ydnde etkiler ve bagisiklik



sistemini gelistirerek enfeksiyonlardan korunmasmna katki saglar. Ayrica sahip
oldugu miRNA igerigi ac¢isindan da olduk¢a zengindir. Bu miRNA’lar anne siitiinde

eksozom adi verilen ekstraselliiler vezikiiller igerisinde paketlenmistir (7).

MikroRNA’larin siitiin igerisinde eksozomlar igerisinde yer almasi, ona
intestinal sistemden yapist bozulmadan geg¢mesini saglamaktadir. Son yapilan
calismalarda siitiin yapisinda bulunan bu miRNA’larin igildikten sonra sindirim
sisteminden herhangi bir degisiklie ugramadan emilebildigini ve 6zellikle anne
siitinden yavruya bagisikligin aktarilmasinda aktif rol oynadig1 belirtilmektedir (8-
10).

Bu tez ¢alismasinda iilkemizde en ¢ok siitii tiikketilen inek, manda, koyun, keci ve
halk arasinda terapotik etkisine inanilan esek siitiinde bulunan bazi miRNA’lar
incelendi. Arastirmada miRNA olarak, insanlarda kanser olusum mekanizmasinda
etkili olan, kanser riskini azalttig1 belirlenen ve immun sistemin gelisiminde etkisi
olan miRNA 15a, miRNA 34a, miRNA 223 ile insanlarda kemik mineralizasyonunu
artirarak osteoblast gelisiminde rol oynayan miRNA 29b secildi.

Calismada bu miRNA’lari varliginin ve ekspresyon oranlarmin tespit edilmesi
amaglandi. Boylece bu miRNA’larin hayvan tiirleri arasindaki farklar1 belirlenmis
oldu. Ayrica siitlere uygulanacak farkli 1s1 uygulamalar1 ile siitlerin igerisinde
bulunan miRNA’larin 1s1 degisimlerine bagli olarak miktarlarinda olusacak

degisimlerin belirlenmesi hedeflendi.



3. GENEL BILGILER

3.1. Siit

3.1.1 Genel ozellikleri

Insanlar diinyaya geldigi andan itibaren bilyiimesini siirdiiriilebilmek ve saghkli
bir sekilde yasamini devam ettirebilmek icin beslenmeye ihtiyac duyarlar.
Organizmanin  hayatint devam ettirebilmesi, diizenli bir sekilde kendini
yenileyebilmesi ve fonksiyonlarini diizgiin bir sekilde yerine getirebilmesi i¢in besin
maddelerinin her birinden yeterli ve dengeli miktarlarda viicuda alinmasi

gerekmektedir (11,12).

Memeli canlilarin meme bezlerinden salgilanan siit, genel olarak tiim yavrularin
gelisebilmesi ve biiyliyebilmesi i¢in gereksinim duydugu ana besin maddesidir. Siit
ve siit lirtinleri insanlarin beslenmesinde gerekli olan makro ve mikro elementlerin
neredeyse tamamini icerisinde bulunduran ve her yastan insanin beslenmesinde
kullanilan en temel besin maddelerindendir (13). Siit, iceriginde bulunan yiiksek
biyolojik degerli proteinler, yaglar ve karbonhidratlarin yaninda sahip oldugu enzim
ve enzim diizenleyici maddeler ile organizmanin biiylimesinde ve cesitli
fonksiyonlarinda gorevli olan hormonlara sahiptir. Yine viicudumuzda Onemli
fizyolojik gorevleri olan immiinoglobulinler ve antibakteriyel ajanlarm yani sira
vitamin ve mineral yapisiyla insanlarin yasam dongiisiinde onemli bir yere sahip
fonksiyonel bir gidadir (14,15). Yeni doganlarda yavrunun gelisme ve biiylimesinin
karsilanmasi i¢in gerekli olan tiim besinsel 6geleri icerisinde bulunduran, yavrularin
zihinsel gelisimlerini olumlu yonde etkileyen ve bagisiklik sistemini gelistirerek
enfeksiyonlardan korunmasina katkisi olan siit, miRNA icerigi acisindan da cok
zengindir. Bu miRNA’lar siitte eksozom adi verilen ekstraselliiler vezikiiller

icerisinde yer almaktadir (16,17).

Siit, beslenmedeki dneminin yanmda ayrica insan saghgi iizerinde de etkileri
olan bir gidadir. Yapilan ¢aligmalarda siitiin; kemik ve dis yapisinda énemli bir rol
istlendigi kalsiyum emiliminde, bagisiklik sistemi ile kanser, osteoporoz,
hipertansiyon ve kalp hastaliklar1 gibi kronik hastaliklarinda tizerinde olumlu etkisi

oldugu belirlenmistir (18-21).



3.1.2. Tiirkiyede cig siit iiretimi

Memeli canlilarin geneli siit salgilamasina karsin iilkemizde iiretimi yapilan
siitler daha cok dort tiir hayvandan saglanmaktadir. Tiirk Gida Kodeksi i¢gme Siitleri
Tebligine gore de “siit; inek siitii, koyun siitii, keg¢i siitii ve manda siitii olarak
tanimlanmaktadir” (22). Yine Tiirk Standartlar1 (TS) 1018 ¢ig siit standardina gore:
“Siit; inek, koyun, keci ve mandalarin meme bezlerinden salgilanan, kendine has tat
ve kivamda olan, i¢ine baska maddeler karistirilmamais, iginden herhangi bir maddesi
almmamis, beyaz veya krem renkli sividir” seklinde tanimlanmustir (23). Tiirkiyede
2022 yilinda 21 563 492 ton siit iiretimi olmustur. Bunun % 92,3'ini inek siitii, %
4,9'unu koyun siitii, % 2,5'ni keci siitii ve % 0,3'linii manda siitli olusturmaktadir.

(https://data.tuik.gov.tr/Bulten/Index ?p=Cig-Sut-Uretim-Istatistikleri-2022-49699 Erisim
Tarihi: 26 Mayis 2023)

Tablo 1 : 2022 yil1 ¢ig siit iiretimi

Tiirler Miktar (Ton) Oran (%)
Inek Siitii 19 912 135 92,3
Manda siitii 43 589 0,3
Koyun siitii 1 067 342 4.9
Keci siitii 540 426 2,5
Toplam 21 563 492 100.0

Sut uretimi
inek stti koyun siitl keci st manda sitd

5% 3% __03%

=

92%

“

Sekil 1: Tiirlere gore siit tretim grafigi (https://data.tuik.gov.tr/Bulten/Index ?p=Cig-Sut-
Uretim-Istatistikleri-2022-49699



https://data.tuik.gov.tr/Bulten/Index?p=Cig-Sut-Uretim-Istatistikleri-2022-49699
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3.1.3. Esek siitii

Giliniimiizde baz1 fonksiyonel 6zellikleri ve anne siitli bilesimine benzerligi gibi
sebeplerle esek siitline ilgi artis1 gdzlemlenmektedir. Esek ve insan siitiiniin bilegimi
karsilastirildiginda, en belirgin farkin esek siitiinde yag igeriginin daha diisiik
olmasidir. Buna karsin esek siitiiniin laktoz, kazein ve peynir alt1 suyu proteinleri
gibi diger ana bilesenleri insan siitiine ¢cok benzerken, inek siitiinden 6nemli 6lgiide
farklidir (24). Bu benzerlik insanlarin esek siitiine daha yiiksek tolerans gostermesini
saglar. Ozellikle son zamanlarda cocuklarda sik rastlanmaya baslanan inek siitii
alerjisine neden olmamasi ve inek siitiine alternatif olarak kullanilabilmesi esek

stitline olan 1lgiyi arttirmigtir (25).

Esek siitiinlin insanlarda tedavi edici ve kozmetik 6zelliklere sahip oldugu cok
eski zamanlardan beri bilinmektedir (26). Esek siitii, cildi yenileneyerek
yaslanmasini geciktiren ve antioksidan 6zellikleri olan bazi vitaminler (A, B2, C ve
E) acisindan zengin bulunmustur. Diisiik yag icerigine ragmen igermis oldugu
omega-3 ve omega-6 gibi kozmetikte olduk¢a degerli olan doymamis yag asitlerinin
varligi, cildin vitaminleri emmesini, elastik hale gelmesini ve bazi cilt hastaliklarini
Onlemesini saglar (24). Yapilan bazi ¢calismalarda esek siitiiniin bobrekleri yormadigi
boylece bobrek saghigini korudugu, diistik yag icerigi ile damar sertligini onledigi ve
bagisiklik sistemini giiclendirdigi bildirilmistir. Ayrica akcier kanserine karsi
etkisinin bulundugu belirtilmistir (26). Yiiksek oranda icerdigi laktoferrin ve lizozim
esek siitiinde laktoperoksidaz sisteminin (LPS) giiclii olmasin1 saglar. Boylece hem
Gram pozitif hem de Gram negatif bakterilere kars1 antimikrobiyel etki olusturarak

bakteri ylikiiniin azaltilmasinda rol alir (27,28).

3.2. Ekstraselliiler Vezikiiller (EV)

Ekstraselliiler vezikiil tanimi hiicre disina salinimi yapilan tiim membran
vezikiiller i¢in kullanilan genel bir tanim olup bu vezikiiller, etrafi lipit membran ile
kaplanmis ve igerisinde trans membran proteinler, ¢oziiniir proteinler ve bircok RNA
tiirii iceren yapilardir (29,30). Ozellikle son dénemde yapilan caligmalarda bu
vezikiillerin, hiicreler arasi iletisim de dahil olmak iizere bagisikligin sekillenmesi,
hiicrelerin ¢cogalmasi ve lipit mekanizmasi gibi bir¢ok mekanizmada gorev aldiklar1

belirtilmistir (31,32).



Ekstraselliiller vezikiiller meydana gelme asamalar1 yoniinden ve yaptiklar
gorevlerdeki farkliliklardan dolay1 mikrovezikiiller, apoptotik cisimler ve eksozomlar

seklinde adlandirilirlar (33-35).

3.2.1 Mikrovezikiiller

Bu vezikiiller plazma membraninda meydana gelen bir tomurcuklanma ile
olusurlar. Boyutlar1 200 ile 1000 nm arasinda degismektedir. Mikrovezikiillerin
meydana geldigi hiicre plazmasmin 6zelliklerini tasidigi, hiicre i¢i haberlesme ve
iletisimde, tiimorlii hiicrelerin metastazinda, biiylimesinde ve anjiyogenezde rol

oynadiklar1 belirtilmistir (36,37).

3.2.2 Apoptotik cisimler

Hiicre 6lim mekanizmalarindan biri olan apoptoz sirasinda olusabilecek bazi
toksik maddelerin zarar vermesini engellemek amaciyla daha kiiciik yapilar
olustururlar (38). Bu cisimler birka¢ asamada hiicre dismna salmirlar. Oncelikle hiicre
zarlar1 kasilir sitoplazmada ve niikleer kromatinde yogunlagmalar meydana gelir
hiicreler kii¢iiliir ve zarin gegirgenligi artarak yapisi bozulur. Meydana gelen vezikiil
karakterdeki bu kiiclik yapilara apoptotik cisimler adi verilir. Bu vezikiillerin

boyutlar1 1000 ile 5000 nm arasinda degismektedir (39).

3.2.3 Eksozomlar

Eksozomlar ilk zamanlarda hiicrelerin ise yaramayan ve hiicre tarafindan toksik
olarak kabul edilen {iriinleri disar1 atmak i¢in kullandig1 bir mekanizma olarak kabul
edilmekte iken son ¢aligmalarla eksozomlarin icerdikleri yapilarla essiz bir biyolojik
yaptya sahip olduklar1 tespit edilmis ve yogun olarak calisilan bir konu haline

gelmistir (40-43).

Eksozomlar hiicre digma salman en kiiglik ekstraseliiler dogal kesecikler olup
boyutlar1 30 ile 100 nm arasinda degismektedir. Niikleik asitler, niikleik asit
tiirevleri, proteinler ve lipitleri icerisinde bulunduran bu keseciklerin etrafi ¢ift kath

fosfolipit yapida bir zarla kaplanmistir (44).
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Sekil 2 : Ekstraseliiler vezikiillerin farkli ¢ tipi (45).

3.2.3.1. Eksozomlarin biyogenezi
Eksozomlarin olusmasi temel olarak iki adimda sekillenir.

[Ik olarak endositoz olarak adlandirilan olayda hiicre zarmm bir kismi kendi
icerisine kivrilir ve intraluminal bir kesecik meydana gelir. Olusan bu kiigiik kesenin
icinde ¢ok sayida kiiclik kesecigi bulunduran bir yap1 olusturulur. Meydana gelen bu
kesecige multivezikiiler kese (MVB) adi1 verilir. Multivezikiiler kesecigin kolesterol
miktar1 diisiik ise parcalanarak lizozom adi verilen organelin yapisina katilir ve
yapisini kaybeder. Eger multivezikiiler kese yliksek bir kolesterol miktarina sahip ise
hiicre zartyla birlesir ve disartya atilir. Disariya atilan bu multivezikiiler igerige

eksozom adi1 verilir (46-48).

Hiicre disma birakilarak ortama salman bu eksozomlar 3 farkli yol ile hedef

hiicreye almabilirler.

1- Eksozomlarin iizerinde bulunan ligand ad1 verilen olusumlar hedefteki hiicrenin
reseptoriine baglanirlar ve hiicre igerisine girerler. Bu sistem hedef hiicrenin zarinda

bulunan reseptorler ile eksozomlarin plazma zarinda bulunan ve membran
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proteinlerin bir alt tiirii olan transmembran proteinlerin (TMP) birebir etkilesimleri

ile gerceklesir (49).

2- Eksozomlar i¢lerinde bulundurduklar1 yapilar1 hedef hiicre membrani ile eksozom
zar1 arasinda gerc¢eklesen fiizyon sonucunda hiicrenin sitoplazmasinin igine birakirlar

(49).

3- Hedef hiicre eksozomlarn etrafin1 sarar ve olusturdugu yalanci ayaklar ile

eksozomu hiicre igerisine alir (49).

Mikro kesecikler
o ©

DNA, mikro RNA
ve mesajel RNA iplikleri

Cesitli protein alt birimleri
(yuzeyde ve iceride)

Sekil 3 : Eksozomlarm olusumu ve hiicre disina ¢ikarilmasi

https://services.tubitak.gov.tr/edergi/yazi.pdf?dergiKodu=4&cilt=52 &sayi=1031
Erisim Tarihi 17.07.2022

3.2.3.2 Eksozomlarin yapisi ve i¢erigi

Eksozomlar, igerisinde proteinler, lipitler ve niikleik asit tiirevlerinin oldugu
karmagik bir yapiya sahiptirler (50). Yapilarinda endoplazmik retikulum ve golgi
aygit1 gibi hiicre organellerine ait proteinleri igermezler, 6zel yapida dizilmis

sitozolik proteinler, zar ve eksozom biyogenezinde izledigi yola ait spesifik protein
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dizilimlerini ve onemli hiicre ylizey proteinleri ile membran fiizyonu proteinlerini

bulundururlar (51).

Eksozomlarin yapisinda bulunan lipitler, proteinlerde oldugu gibi daha ¢ok
eksozomlarin biyogenezinde yer alan hiicrelere 06zgl lipitlerdir. Ayrica hedef
hiicrelere yapilarinda bulundurduklar1 biyoaktif lipitlerin tasmmmasinda da gorev
almaktadirlar. Cift kath fosfolipit yapisindaki membraninda bulunan lipit igerigi
eksozomlarin hiicre zarinin membranmndan farkli olmasmi saglar. Bu farklilik
eksozomlara hem hiicre tarafindan salinmasinda hem de stabilitesinin korunmasinda

faydalar saglar (52).

Eksozomlarin igerisinde lipitler ve proteinlerden baska cesitli mRNA'lar,
miRNA’lar ve non-coding olarak adlandirilan kodlayici olmayan RNA (ncRNA)’lar
gibi niikleik asitlerin varligi tespit edilmistir (53).

3.2.3.3. Eksozomlar ve miRNA

Eksozomlarm yapisinda bulunan miRNA’larin varhig ilk olarak Lotvall ve ark.
(54) tarafindan yapilan bir ¢alismada ortaya konulmustur. Daha sonra yapilan

calismalarda eksozomlarm igerisinde binlerce miRNA tiirii tespit edilmistir (55).

Hiicre farklilagmasi hiicre proliferasyonu gibi sahip olduklar1 bircok fonksiyonel
ozellikleri sayesinde miRNA’lar eksozomlar1 ¢ok Onemli ekstra vesikiiller haline
getirmistir. Ozellikle eksozomlarin tasinabilirligi diisiiniildiigiinde miRNA’larmn
eksozomlardaki rolii biiyllk ©nem kazanmistir. Bu sebeple hastaliklarda ve
hastaliklarin teshisi basta olmak {izere olduk¢a genis bir alanda eksozomlardaki
miRNA’larin  kullanilabilmesi i¢in ¢aligmalar  yapilmaktadir (56). Yapilan
calismalarda eksozomlarin viicut hiicreleri tarafindan salgilandigi siitte, idrarda,
tiikkriikkte, ter, serum ve plazma gibi c¢ok c¢esitli viicut sivilarinda bulundugu

belirlenmistir.

3.3. MikroRNA
3.3.1. Tanim ve tarihcesi

MikroRNA’lar kisa adiyla miRNA’lar hayvanlar, bitkiler ve tek hiicreli

okaryotlarda bulunan 17-25 adet niikleotitten meydana gelen, kodlama o6zelligi
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olmayan kiiciik RNA’lardir (57,58). Farkli bolgelerde bulunabilmelerine ragmen
genel olarak okaryot hiicrelerde genlerin intornik bolgelerinde yer almaktadirlar (59).
Gen ifadesinin diizenlenmesinde gorev alan miRNA bu gorevini mesajct RNA
(mRNA)’nin yikimlanarak translasyonun sona erdirilmesi ve degredasyonuna yol

acacak sekilde post transkripsiyonel olarak saglar (60).

miRNA’lar ilk olarak Lee ve ark. (3) tarafindan C. elegans adi verilen bir
nematodda larval siirecin gelismesini kontrol eden genlerden biri olan lin-4 genininin
negatif bir diizenleyicisinin varligmi tespit etmislerdir. Sonraki ¢aligmalarda lin-4

genini protein kodlamadigi i¢in kodlamayan RNA olarak adlandirilmistir.

Daha sonra Reinhart ve ark. (4) tarafindan yine C. elegans adli nematodun
gelisimsel donemlerini kontrol eden genlerden biri olan let-7 geni bulunmustur.
Sonraki caligmalarda let-7 geninin bir¢ok farkh tiirde korundugu anlasilmis ve bu

kodlanmayan RNA’lar i¢in “mikroRNA” ad1 kullanilmistir (61).

Gilintimiizde farkli tiirlerde tespiti yapilan binlerce miRNA’dan s6z etmek
miimkiindiir. Yapilan arastrmalar sonucu bulunan bulgular miRNA’larin
biyogenezinin, fonksiyonlarmin ve etki mekanizmasmin arastirilmasina yonelik

calismalar1 yogunlastirmistir (62,63).
3.3.2. MikroRNA’nin olusum ve etki mekanizmasi
3.3.2.1. Olusumu
miRNA’lar bir biri ardinca siralanan 3 adimdan olusurlar.

1-miRNA genlerinden primer miRNA (pri-miRNA)’larin transkripsiyonu sekillenir.

2-Pri-miRNAlar niikleus igerisinde  prekiirsor miRNA  (Pre-miRNA)’lara

doniistiiriliir.

3-Pre-miRNA’lar sitoplazma igerisinde olgunlasmis miRNA’lara doniistiiriiliir

(64,65).

miRNA’lar ilk olarak kromozomlardan RNA polimeraz II enzimi tarafindan
sentezlenirler. Pri-miRNA adi verilen bu miRNA birka¢ kb uzunlugundadir. Cap
(sapka) ve Poly (A) kuyruguna sahip olup Hairpin (sa¢ tokas1) seklindedir (66).
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Pri-miRNA’lar niikleusta, microprocessor (mikroislemci) kompleksi olarakta
adlandirilan ve bir endoniikleaz olan drosha ve bunun kofaktorii olan pasha
(DGCRY) tarafindan kesime ugrar. Boylece pri-miRNA’nin hairpin yapisindaki iki
basi tarafindan kesilir ve 60-120 niikleotid uzunlugunda pre-miRNA olusturulur
(67,68). Daha sonrasinda bu pre-miRNA sitoplazmaya taginir. Sitoplazmada RNAaz
IIT enzimlerinden endoniikleaz Dicer protein kompleksi ile kesime ugratilir. Bu
kesim sonucunda 18-24 niikleotid uzunlugunda ¢ift zincirli miRNA olusturulur (69).
Olusturulan bu ¢ift iplikli yap1 daha sonra helikaz enzimi vasitasi ile acilir ve RNA
ile tetiklenmis susturma kompleksi (RISC) olarak adlandirilan Argonaute 2 (AGO?2)
ailesi proteinlerinden olusan kompleks bir yapiya katilir. Sonug olarak yaklasik 20

niikleotid uzunlugunda olgunlasmis miRNAlar olusturulmus olur (70,71).
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Sekil 4 : miRNA’nin biyogenezi ve olusum mekanizmasi (72).
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3.3.2.2. Etki mekanizmasi

DNA iizerinde bulunan genlerin kodlanarak hazir hale gelmis bilgiyi protein gibi
islevsel mekanizmalara doniistiirmesi gen ifadesi veya gen ekspresyonu olarak
adlandirilir.  Genel olarak Okaryotik organizmalarda gen ekspresyonunun
diizenlenmesi transkipsyon ve tranlasyon adi verilen iki asamada gercgeklesir.
Transkripsiyon asamasinda DNA’da var olan bilgi RNA mesajlarina doniistiiriiliir.

Translasyon asamasinda ise bu mesajlar islenerek aktif hale gelir (73).

NUCLEUS

Exon Intron

Famdiona

Transcriptionl

RNA splicingl

CYTOPLASM

Translationl

Pec

Protein

Sekil 5: Gen ekspresyonun sekil iizerinde gosterimi
https://www.nature.com/scitable/topicpage/gene-expression-14121669 /Erisim tarihi.
02.06.2023)

Olgunlasmasmni tamamlamis miRNA’lar gen ekspresyonunda iki esas

mekanizma ile etkilerini gosterirler;

I- mRNA’nm yikimlanmasi

2- Translasyonel baskilama

Olgun miRNA’ya bagh olan RISC ile hedef secilen mRNA da tam eslesme ve
biitiinleyicilik saglantyorsa mRNA’nin poly(A) kuyrugu deadenilasyona ugrar bu da
RNA’nm yikimlanmasi ile sonuglanir. RISC ile hedef mRNA arasinda tam bir

eslesmenin olmadig1 ve komplementerlik durumunun diisiik oldugu durumlarda
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mRNA’nin sapka yapisiin degismesine bagli olarak translasyonun bagslamasi

baskilanmis olur (74).

Yine miRNA’da bulunan RISC in baglanilan mRNA da olusturdugu etki ile
polipeptid  zincirleri proteolize ugrayabilir. RISC baglandigt mRNA’dan
ribozomlarn  erken  ayrilmasin1i  ve  peptid  sentezinin  yavaglamasini

saglayabilmektedir (75).

Sekil 6: miRNA’larm hiicre dig1 ortama salinmasi (76)
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3.3.3. Mikro RNA’larin fonksiyonlar

miRNA’larin ¢ogunlugu hiicre igerisinde bulunmaktadirlar. Ancak dolasimdaki
miRNA’lar veya hiicre dist miRNA’lar olarak adlandirilan kan, gz yasi, tiikiirik,
bos sivist ve siit gibi farkli viicut sivilarinda gorev alan miRNA’lar da mevcuttur
(77). Bu miRNA’lar bazi viicut sivilarinin igeriginde bulunan riboniikleaz enzimi
(RNaz) gibi enzimlerin zararli etkilerinden korunmak i¢in eksozomlar gibi lipit
yapisma sahip mikrovezikiillerin igerisinde paketlenmislerdir. Bazt miRNA’larda bu
etkilerden korunmak i¢in HDL gibi lipoproteinlerle birleserek cesitli kompleks
yapilar olusturmustur (78).

miRNA’lar hem gelisimsel donemde hem de hiicresel siiregclerde gen ekspresyon
mekanizmasinin diizenlenmesinde etkilerini gosterirler. Etkilerini gen ekspresyonunu
aktive ederek veya baskilayarak olusturabilir. Dolayisiyla miRNA’lar hiicre
proliferasyonu, hiicre boliinmeleri, doku gelisimi, apoptozis, DNA onarimi, immun
yanit ve viral enfeksiyonlar gibi genis bir etki alani igerisinde fonksiyon gosterirler

(79). miRNA’larm etkili oldugu bazi alanlar sunlardir;

3.3.3.1. Sinir sistemi ve miRNA’lar

Lewohl ve ark. (80) miRNA'larin sinir sisteminde olduk¢a bol sayida
bulundugunu beynin gelisimi, ndronlardaki diferansiyon, sinaps olusumu ve
noronlarda ilerleyen kayiplara ve yapisal bozulmalarda neden olan bazi hastaliklarin

biyolojik fonksiyonlarinda 6nemli rollerinin oldugunu belirtmislerdir.

Calismalar miRNA’larin yalnizca embriyonik kok hiicrelerin hayatta kalmasi ve
farklilagmast icin gerekli olmadigini, aynt zamanda olgun noéronlarin hayatta

kalmasin1 ve iglevlerini siirdiirmede de 6nemli bir rol oynadigini géstermistir (81).

3.3.3.2. Dolasim sistemi ve miRNA’lar

Scalbert ve ark. (82) miRNA'larin, kardiyovaskiiler sistemdeki gen
ekspresyonunun diizenlenmesinde ¢ok onemli roller oynadigmni belirterek, sinyal
yollarinin  kontroliinde ve biyolojik siireclerinde 6nemli etkilerinin oldugunu
belirtmiglerdir. Ayrica miRNA'larin hiicre biiyimesi, kontraktilite ve elektrik
iletkenligi ile ilgili genlerin ekspresyonunun diizenlenmesi yoluyla kalpte nemli

rollerinin oldugunu bildirmislerdir.
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Shoeibi (83) miRNA'larin, hiicre icerisinde kolesterol birikiminde ve
ateroskleroza yol acan atardamar yangilarinda olduk¢a Onemli fonksiyonlarmin
oldugunu bildirerek, miRNA’larm, aterioskleroz hastaliginin gelismesinde ve
biiyiimesindeki siirecler iizerinde bilgi edinebilmeyi ve hastaligin tanisinda

biyobelirte¢ olarak kullanilabilecegini bildirmistir.

3.3.3.3. Sindirim sistemi ve miRNA’lar

Saito ve ark. (84) miRNA’larm  gastrointestinal ~ tiimér olusumunda  ve
ilerlemesinde rol oynayabildigini, bazi miRNA'larin gastrointestinal kanserlerde
asag1 regiile edildigini ve bunlarin tiimor baskilayici olarak islev gorebilecegini

bildirmislerdir.

O’hara ve ark. (85) miRNA'larin sindirim sistemi hastaliklarina yaklagimlarda
klinik degere sahip olabilecegini belirterek, hastalikli dokulardan alman miRNA
profillerinin analizi, primeri bilinmeyen bir tiimdriin kokenini tanimlamasina veya 1yi
huylu lezyonlarm koétii huylu lezyonlardan ayirt edilmesine olanak taniyarak taniya

yardimci olabilecegini belirtmislerdir.

3.3.3.4. Ureme sistemi ve miRNA ’lar

Yu ve ark. (86) miRNA'larin oosit olgunlagsmasi, luteum gelisimi ve erken

embriyo gelisimi gibi fizyolojik siiregleri diizenledigini bildirmislerdir.

Chakrabarty ve ark. (87) miRNA’larin gebeligin meydana gelmesi ve
stirdiiriilebilmesi siire¢lerinde 6nemli rol oynadigini, miRNA’larm; uterusta gebelik
stirecinde implantasyon donemlerinin olusumunda, plasentanin olusum ve gelisimi

sirasinda etkin olduklarmni belirtmislerdir.

Duica ve ark. (88) miRNA 125b, miRNA 145, miRNA 21 ve miRNA 155'in
jinekolojik kanserlerde ve meme kanserlerinde ¢ok onemli rollere sahip oldugunu
belirterek, bu miRNA’lar1 kanserin olusum mekanizmasinda merkezi oyuncular

olarak tanimlamaistir.
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3.3.3.5. Kanser ve miRNA’lar

Hastaliklar arasinda miRNA ile iliskisi ilk belirlenen ve en fazla ¢aligmanin
yapildig1 alan kanser olmustur. Calin ve ark. (89) miRNA'y1 kansere baglayan ilk
calismay1 yapmuglardir. Bu ¢alismada kronik lenfositik 16semi’li (KLL) hastalardan
alinan kan 6rneklerinde miRNA 15 ve miRNA 16’nin ekspresyonu analiz edilmis, bu
oran normal doku veya lenfositlerle karsilastirildiginda her iki miRNA’ninda

olmadig1 veya asagi regiile edildigini ortaya koymuslardir.

Ray (90) yaptig1 calismada miRNA'larm tiimor biyolojisinde anahtar rol
oynayarak, onkojenik veya tiimor baskilayici olarak islev gordiiklerini belirtmistir.
miRNA’larin kanserlerde hiicre i¢i sinyal yollarinin ana diizenleyicileri oldugunu
onkojenik veya tiimor baskilayici etkilerini bu sinyal yolaklar1 tizerinden sagladigini
bildirmislerdir. Onkojenik olarak etki gosteren miRNA’larin temel islevi timor
baskilayic1 genlerin mRNA’larinin ortadan kaldirilmasi iken tiimor baskilayici
miRNA’larin iglevinin ise onkojenik etki gosteren genlerin mRNA’larinin

yikimlanmasi oldugunu tespit etmistir.

Chen ve ark. (91) yaptiklar1 calismada miRNA’larin kanserlerde tiimor
baskilayic1 veya onkojen olarak etki ettigini, bunu sinyal yolaklarmni diizenleyerek

gergeklestirdiklerini bildirmisler.

He ve ark. (92) hem tiimor baskilayici hem de onkojenik olarak islev gdrebilen
miRNA’larin mide, yumurtalik ve pankreas kanseri ile lenfoma ve melanom gibi
bircok kanser vakasinda ortaya ciktigimi bildirmislerdir. Bazi kanser tiplerinin

tanisinda kullanilabilecek miRNA’lar Tablo 2’de verilmistir.

20



Tablo 2 : Bazi kanser tiplerinin tanisinda kullanilablecek miRNA’lar (93).

Kanser tipi miRNA Ornek Seviye
miR-21, miR-205, miR-30d, miR-24 Serum Artar
miR-155, miR-197, miR-182 Serum Artar
Let-7f, miR-30e-3p, Plazma Azalir

Akciger kanseri miR-361-3p, miR-625 Plazma Azalir
miR-1254, miR-574-5p Serum Artar
miR-21, miR-126, miR-210, miR-486-5p Serum Artar
miR142-3p, miR-29b Serum Artar
Let-7b, Let-7g, miR-18b Plazma Artar
miR-122 Serum Artar
miR-155 Serum Artar

Meme kanseri miR-21 Serum Artar
miR-125b Serum Artar
miR-10b,miR-17,miR-34a,miR-93,miR155 Serum Artar
miR-10b, miR-373, miR-214 Plazma Artar
miR-210 Plazma Artar
miR-141 Serum Artar
miR-1290 Serum Artar

Prostat kanseri e 375 mir-141 Serum Artar
miR-221 Serum Artar
miR-375, miR-378, miR-141 miR-409-3p Serum Artar
miR-29a, miR-92 Plazma Artar
miR-601, miR-760 Plazma Azalir

Kolorektal kanseri MiR-200¢ serum Artar
miR-18a, miR-29a Serum Artar
miR-141 Plazma Artar
miR-20a, miR-130, miR-145, miR-372 Serum Artar
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3.3.3.6. Bagisiklik ve miRNA’lar
O’Connel ve ark. (94) miRNA’larin hem dogal bagisiklik hem de sonradan

kazanilmig bagigiklik sistemlerinin hiicrelerinde benzersiz ifade profillerine sahip
oldugunu, hiicre gelisimi ve islevinin diizenlenmesinde ¢ok Onemli rollere sahip

oldugunu belirtmislerdir.

Xiao ve ark. (95) miRNA’lari, memelilerin bagisiklik sisteminde kritik bir
diizenleyici olarak bulundugunu ve bagisiklik mekanizmasinda miRNA'larin kaybi
veya genetik olarak kaybolmasmin bagisiklik gelisimini ciddi bir sekilde tehlikeye
atacagmi, otoimmiinite ve kanser gibi bagisiklik bozukluklarma yol agabilecegini

bildirmislerdir.

3.3.3.7. Biyobelirtec olarak miRNA’lar

miRNA’larin bu 6nemli fonksiyonlar1 onlarm bir¢ok alanda arastirma konusu
olmasima neden olmustur. Ozellikle miRNA’larmn normal olmayan miktarlar1 bircok
hastaligin tanisinda ve patogenezinde 6nem arz eder. Kardiyovaskiiler hastaliklardan
kanserin patogenezine ve daha bir¢ok sayillamayan hastalikta miRNA’lar biyobelirtec

olarakta kullanilabilirler (96).

miRNA’larin biyobelirteg olarak kullanimlar1 ilk defa Lawrie ve ark. (97)
tarafindan kan serumunda yapilan bir calismada ortaya konulmustur. Daha sonralar1
ozellikle siit, tiikiiriik ve diger viicut sivilarinda bulunan miRNA’larin tespitleri

yapilmistir (98).

miRNA’larin kan, idrar, siit ve diger viicut sivilarindan alinan sivi biyopsiler
araciligiyla kolaylikla ekstrakte edilebilmesi, bu yiizden kolayca erisilebilir olmasi,
hastaligin ilerlemesine gore degismesi ve bu degisikligi gosterecek sekilde hassas
olmasi, kanser evrelerinin farklilasmasinda kullanilabilir olmasi gibi ozellikleri

nedeniyle ideal bir biyobelirte¢ olarak kullanilmasini saglamaktadir (99).

miRNA’larin insanlarda cesitli amaclarla kullanimlarinin yani sira hayvanlarda
ozellikle ¢iftlik hayvanlarinda verim yoniinden degerli bazi 6zelliklerin tespitinde ve
ilaglarm etkilerinin arastirilmasinda da kullanildig: bilinmektedir (100). Sigirlarda

mastitisin teshisinde kullanilabilen baz1i miRNA’lar Tablo 3’te verilmistir.
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Tablo 3: Sigirlarda mastitisin teshisinde biyobelirte¢ olarak kullanilabilecek bazi

miRNA’lar (112).

Hastahk Patojen

Ornek Doku

Potansiyel miRNA Biyobelirtecleri

Streptococcus uberis

Meme Epitel
Dokusu

Meme Epitel
Dokusu

Siit

miR-200c, miR-210, miR-193a, miR-29b-2,
miR-130a, miR-98, let-7b, miR-24-2, miR-
128-2, let-7d, miR-128-1, let-7e, miR-185,
miR-652, miR-494, miR-2342, miR-29c,
miR-29e, miR-29b-2, miR-100, miR-130

miR-181a, miR-16 and miR-31

miR-27b, miR-152, miR-194, miR-200b,
miR-222, miR-379 and miR-18397

Mastitis Staphylococcus aureus

Meme Epitel
Dokusu

miR-2339, miR-21-3p, miR-423-5p, miR-
499, miR-92a, miR-193a-3p, miR-23a, miR-
99b, miR-21-3p, miR-193a-3p, miR-365-3p,
miR-30c, and miR-30b-5p

Escherichia coli

Meme Epitel
Dokusu

miR-184, miR-24-3p, miR-148, miR-486, ve
let-7a-5p

Escherichia coli

Meme Epitel
Dokusu

miR-223, miR-16, miR-136, miR-136, miR-
3660, miR-335 ve miR-378

Escherichia coli ve

Meme Epitel

Dokusu miR-144, miR-451 and miR-7863
Staphylococcus aureus
Streptococcus .. miR-21, miR-146a, miR-155, miR-222, ve
: Siit .
agalactiae miR-383

3.3.4. Siitte miRNA’lar

Siit tiim memeli yavrular icin en uygun beslenme, koruma ve gelisimsel

devamlilik saglayan tek besin kaynagidir. Yavrular icin oldukca zengin bir besin

kaynagmin olmasinin yaninda ayni zamanda fonksiyonel bir gidadir (101,102).

Icerisinde biyolojik olarak aktif bilesikleri, biiyiime faktorlerini, organizma icin

gerekli protein ve lipitleri, bagigiklik hiicreleri gibi bircok maddeyi yapisinda igerir

(103,104).

miRNA’larin farkh tiirlerin siitlerinde varliginin tespit edilmesi ile birlikte siit

miRNA’larinmn incelenmesi énemli bir konu haline gelmistir. Ozellikle siitiin yogun

bir sekilde miRNA icermesi bu miRNA’larin fonksiyonel agidan veya tanisal olarak

tespit edilmesinin ve arastirilmasinin 6niinii agmustir (105).

23



Serum ve siitte bulunan miRNA’larin incelemesiyle siit icerisinde yer alan
miRNA’larin 6nemli bir miktarinin siite kan dolasimindan ge¢medigi bulunmustur
(106). Siitte bulunan bu miRNA’larin daha ¢ok siit bezleri tarafindan salgilandig1 ve
kiiciik bir miktarinin ise dolagimdan gectigi kanisina varilmistir (107). Yapilan
calismalar siitte bulunan miRNA’larin en fazla meme dokusunda bulundugunu ve bu

miRNA’larin epitel kokenli oldugunu dogrulamistir (108).

Son donemde yapilan calismalarda, siit miRNA’larmin biiyiik bir kisminin
ekstraselliiler vezikiillerde o©zellikle eksozomlar icerisinde bulundugu ortaya

koyulmustur (109).

Siitte bulunan miRNA'lar hastaliklarin degerlendirmesinde ve teshisinde
kullanilabilmeleri nedeniyle 6zellikle onemlidir. miRNA’larin mastitis, stafilokok
enfeksiyonlart ve tiiberkiiloz gibi bazi1 hastaliklarda biyobelirte¢ olarak

kullanilabilecekleri yapilan ¢alismalarla ortaya konulmustur (110,111).

Yapilan caligmalara bagli olarak miRNA’larin biyolojik islevlerinin yetiskin
tiikketicilerdeki onemi ve siit miRNA'larinin saglik ve hastalik {izerindeki etkisine

olan ilgi her gecen giin istikrarh bir sekilde artarak arastirilmaktadir.

3.3.5. Bu ¢cahismada incelenen miRNA’lar

Calismamizda  insanlarda  immun  sistemin  gelismesinde,  kemik
mineralizasyonunda ve kanser olusum mekanizmasinda aktif rol oynayan ayni
zamanda kanser riskini azaltttig1 belirlenen saglik tizerine ¢esitli etkileri belirlenmis

4 adet miRNA secilmistir.

3.3.5.1. miRNA 15a

miRNA'larin kanserin biyogenezinde etkisinin oldugu ilk olarak 2001 yilinda
miRNA 15a'nin kesfedilmesi ile belirtilmistir (113). Cimmino ve ark. (114) Kronik
Lenfositik Losemili (KLL) hastalarda yaptiklart bir c¢aliymada, bu miRNA'nin
kanserlesme siirecine etki mekanizmasi ortaya konulmustur. Caligmada hasta
bireylerin KLL hiicrelerinde miR-15a’nin ekspresyon seviyesinin lenfoma proteini
olan Bcl-2'nin iiretimi ile ters bir orantiya sahip oldugu tespit edilmis, boylece bu

miRNA’nin tiimdr baskilayici etkisinin oldugu sonucuna varilmustir.
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Agelian ve ark. (115) tarafindan yapilan ¢alismada bu miRNA’nin ifadesinin
KLL, hipofiz adenomu ve prostat karsinomunda hiicre ¢ogalmasmi durdurarak
kanser hiicrelerini apoptoza gotiirdiigiinii ve timor olusumunu baskiladigi
belirtilmistir. Farkli olarak KLL ve solid tiimor vakalarinda yapilmis olan ¢aligmada
miRNA 15a’nin kanser hiicrelerinde ekspresyon seviyesinin azaldig1 veya silindigi
belirtilmistir. Bu da bu miRNA’nm timoér hiicrelerinin degisiminde etkin bolge

olabilecegini desteklemektedir (116).

Long ve ark. (117) yaptiklar1 bir arastrmada insanlarda karaciger hiicreleri
hepatositlerden kaynaklanan ve primer bir tiimor olarak adlandirilan hepatoseliiler
karsinomda (HCC), miRNA15a-5p'nin ekspresyon modelini ve fonksiyonel rollerini
incelemislerdir. Calismada klinikk HCC numunelerinde miR-15a-5p’nin anormal
ekspresyonunu arastirmak icin kantitatif ger¢ek zamanli PCR (qRT-PCR)
kullanmiglardir. Calisma sonucu olarak miRNA-15a-5p'nin HCC'de bir tiimor
baskilayic1 oldugunu ve diizenlenmesinin HCC'de beyin kaynakli norotrofik faktor

(BDNF) araciligiyla oldugunu belirtmislerdir (117).

3.3.5.2 miRNA 34a

miRNA 34 ailesi 6zellikle p53 proteini ile olan baglantisi nedeni ile 6nemli bir
miRNA dir. P53 bir¢ok hiicresel olayda gorev alarak tiimor baskilamada ¢ok 6nemli
bir role sahiptir. Yapilan c¢alismada miRNA 34 ailesinin p53 tarafindan
diizenlendigini ve p53’iin gorev aldigi hiicresel yolaklarm miRNA 34 yardimiyla

diizenledigini belirtmislerdir (118).

miRNA 34a hedef aldig1 bazi genlerin translasyonlarmni diizenleyerek bu
genlerin tiimor olusumundaki etkilerini diizenler ve bu nedenle tiimor supresor olarak

adlandirilir (119).

Kolon kanserli dokularda yapilan caliyjmada miRNA 34a’nin ifadesinin
azaldigimni ve disaridan miRNA 34a’nin hiicreye verilmesinin timdr siipresor etkisi

oldugunu belirtmislerdir (120).

Slabakova ve ark. (121) yaptiklar1 g¢alismada miRNA 34a’nin timor
baskilamasina katkida bulunarak, tiimor baskilamasmm ana diizenleyicisi olarak

kabul edildigini belirtmislerdir.
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Lodygin ve ark. (122) miRNA 34a’ya yanit veren genlerin hiicre dongiisii
ilelemesini, apoptozu, DNA onarimini ve anjiyogenezi diizenlemede rol oynadigini
belirterek miRNA 34a’nin birden fazla kanser mekanizmasinda timor baskilayici

olarak gorev yaptigini bildirmislerdir.

Halimi ve ark. (123) radyasyona maruz kalma orani ile serum miRNA 34a
diizeyinin miktara dair yapmis olduklar1 ¢alismada; ¢esitli nedenlerle radyasyona
maruz kalmanim biiyiik bir halk saglhigi sorunu oldugunu ve bunu hizli bir sekilde
ortaya c¢ikarabilmenin Onemli oldugunu belirtmislerdir. Caligmalarinda serum

miRNA 34a diizeyinin bir gosterge olarak kullanilabilecegini ifade etmislerdir.

3.3.5.3. miRNA 29b

Rossi ve ark. (124) miRNA 29b’nin insanlarda kemik mineralizasyonunun
onemli bir diizenleyicisi olarak gorev yaptigmi, miRNA 29b’nin Multi-Miyelom
(MM) iliskili kemik hastaliklarinin tedavisinde osteoklastik (OCL) hiicre

farklilasmasimni1 ve fonksiyonunu diizenledigini belirtmislerdir.

Kapinas ve ark. (125) yaptiklar1 ¢alismada miRNA 29'un ifadesinin
osteoblastogenez (OBL) srrasinda yogun bir sekilde diizenlendigini ve gec
mineralizasyon fazlarma kadar goreceli bir sekilde artis gosterdigini belirtmislerdir.
Baska bir calismada miRNA 29b’nin OBL’yi durdurmakta gorevli bazi1 proteinlerin

salgilanmasini baskiladigini ortaya koymuslardir (126).

Srikok ve ark. (127) sigirlarda mastitis hastaligimin tespitinde miRNA’larin
etkileri ve biyobelirte¢ olarak kullanilmalarmi arastirdiklar1 calismada, miRNA 29b-
2'nin mastitiste biyobelirte¢ olarak kullanilmasinin umut verici niteliklere sahip
oldugunu o6zellikle California Mastitis Testi (CMT) ile birlikte kullanildiginda

hastaligin tespitinde kullanilabilecegini belirtmislerdir.

Li ve ark. (128) miRNA’larin  kas  enerjisi ve  protein
metabolizmasinin diizenlenmesinde etkilerinin oldugunu, miRNA 29b'nin kas
atrofisinin patogenezinde Onemli bir rol oynadigini belirterek, miRNA 29b'nin asir1
ekspresyonunun kas atrofisini artirrken miRNA 29b’yi azaltmanin kas atrofisini
azalttigim1  bildirmiglerdir. Sonu¢ olarak, miRNA 29bmin ekspresyonunu

diizenlemenin kas atrofisi tedavisinde kullanilabilecegini belirtmislerdir.
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3.3.5.4. miRNA 223

miRNA 223 en fazla kemik iliginde myeloid hiicrelerde ifade edilmektedir.
miRNA 223’iin birden fazla kanser ¢esidinde bagisiklik sistemi ile ilgili hastaliklarda
ve diger bir¢cok patolojik siirecte etkisinin oldugu belirtilmistir (129).

Jeffries ve ark. (130) yaptiklar1 ¢caligmada; miRNA 223’iin omurgalilarda yiiksek
oranda korunan bir miRNA oldugunu, bazi hastaliklarda aktif rol oynayarak notrofil
olgunlasmasinin negatif diizenleyicisi olarak gorev yaptiklarini, notrofil ve

makrofajlarda inflamasyonu baskiladiklarini belirtmislerdir.

Zhang ve ark. (131) koroner kalp rahatsizlig1 lizerine yaptiklar1 bir caligmada,
hastalik sirasinda miRNA 223’iin plazmadaki seviyesinin degistigini belirterek bu

miRNA’nin trombosit fonksiyonlar ile iligkili oldugunu bildirmislerdir.

Li ve ark. (132) mide kanseri ile ilgili yapmis olduklar1 bir ¢aligmada kanserli
dokuda miRNA 223’iin ekspresyonunda bir artmanin oldugu ve bu miRNA’nin

metastatik olmayan kanserlerde invazyonu stimiile ettiginitespit etmislerdir.

Johnidis ve ark. (133) miRNA 223’iin graniilosit iiretiminde ve enflamatuar
yanitta ¢cok Oonemli rollerinin oldugunu belirterek miRNA 223°iin graniilositlerin

olusumunu ve aktivasyonunu kontrol ettigini bildirmislerdir.
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4- GEREC VE YONTEM

4.1. Gerec

Calismada incelenecek siit 6rnekleri i¢in; inek (Holstein), manda (Anadolu),
koyun (Zom koyunu), keci (Kil kegisi), ve esek (Anadolu) tiirlerinden beser adet siit
numunesi olmak iizere toplamda 25 adet siit numunesi toplandi. Her bir hayvan tiirii
icin farkli ¢iftlikler secildi ve ayr1 ayri tarihlerde gidilerek siitler toplandi. Genel
olarak ayni irka mensup benzer yaslarda ve ayni rasyonla beslenen hayvanlar, saglik
kontrolleri yapilarak secildi. Siitii alinacak hayvanlarin memelerinin temizligi ve
dezenfeksiyonu yapildiktan sonra hijyenik sagim kurallarmma uyularak sagimlari
yapildi. Sagimi yapilan hayvanlarin siitleri 6nceden sterilizasyonu yapilmis bir

litrelik cam siselere konuldu.

Siitler etrafi buz akiileri ile desteklenmis termoboksa konularak soguk zincir
altinda Veteriner Fakiiltesi Besin/Gida Hijyeni Anabilim dalina ait laboratuvara
getirildi.

Sekil 7: a-Isletmelerden siit alimi, b- Siitlerin termoboks canta da shot siselerde
taginmasi
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4.2. Yontem

Calismaya alman siitlerde, siit kalite gostergesi olarak somatik hiicre sayisi ve
toplam mezofilik aerobik bakteri sayisi tespit edildi. miRNA’lar ile siitiin bilesimi
arasindaki korelasyon analizi i¢cin pH degeri, protein, yag ve kuru madde tayini

yapildi.
4.2.1. Somatik hiicre sayimi

Somatik hiicre sayisi, ¢ig siitiin kalitesinin ve hijyenik 6zelliklerinin
belirlenmesinde kullanilan bir parametredir. Ayrica SHS meme sagliginin

belirlenmesinde ve saglikli olarak kabul edilmesinde kullanilan bir belirtectir (134).

Veteriner Fakiiltesi Zootekni Anabilim dalia ait laboratuvarda bulunan Milkana
Somatic Scan (Mayasan, Tiirkiye) cihazi kullanilarak somatik hiicre sayimlar1
gerceklestirilmistir. Olgiim dncesi dncelikle cihazin kalibrasyonu yapildi. Daha sonra
Olciim icin kullanilacak soliisyon hazirlandi. Bunun i¢cin 3,5 g milkoprim toz
tartilarak iizerine 30-35 santigrat derecede 1stilmis distile sudan 100 mL eklenererek
soliisyon hazir hale getirildi. Hazirlanan soliisyondan 5 mL alindi ve iizerine
homojenize edilmis ve oda 1sisina getirilmis siit numunelerinden 10 mL eklenerek

cthaza konuldu ve dl¢timler yapilarak somatik hiicre sayilar1 tespit edildi (135).

Sekil 8 : Somatik Hiicre Sayim Cihaz1 (Mayasan, Tiirkiye)
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4.2.2 Toplam mezofil aerobik bakteri sayim

Siit orneklerinden aseptik kosullarda 1 mL alindi ve igerisinde 9 mL %0,1’lik
peptonlu su bulunan steril tiiplere eklendi. Bdylece 6rnegin 1/10’luk diliisyonu
hazirlandi. Bu diliisyondan 10”’ye kadar desimal diliisyonlar yapildi. Toplam
Mezofilik aerobik bakteri (TMAB) sayisini tespit etmek i¢in dokme plak yontemi ile
Plate Count Agar (Merck, Almanya) besi yerine ekim yapildi. 30 °C’de 72 saat
inkiibasyon islemi uygulandiktan sonra lireme gosteren koloniler sayilarak TMAB

sayis1 tespit edildi (136).

4.2.3. pH tayini

Siitlerin pH &l¢iimleri laboratuarimizda bulunan pH metre dlgiim cihaz1 (Inolab
WTW?730, Germany) ile yapildi. Uretici firmanm kullanim talimatlarina uyularak
olciimler gerceklestirildi. Ilk olarak, standart pH soliisyonlar1 (pH: 4 ve pH: 7)
kullanilarak pH metrenin kalibrasyonu yapildi. Kalibrasyon sonrast pH metrenin
elektrotlar1 saf su ile yikanarak temizlendi. Olgiim icin 10 mL siit numunesi almarak
homojen hale getirildi ve elektrotlar bu numunelere daldirilarak ekranda sabit bir
deger olusuncaya kadar beklenilerek Ol¢timler yapildi. Her bir dlglimde elektrotlar

saf su ile yikandi, kurutuldu ve diger numunelerin pH 6l¢timleri yapildi (137).

4.2.4. Yag tayini
Siitlerin yag tayini TS ISO 2446’ya gbére Gerber metodu kullanilarak yapilmastir.

[k olarak biitirometreye 10 mL H»SOs (Siilfirik Asit) herhangi bir hava kabarcig
olusturmayacak sekilde eklendi. Oda 1sisina getirilen ve karistirilarak homojenize
edilmis siitten 11 mL alinarak biitirometreye yavas ve dikkatlice koyu renk
olusturmayacak sekilde konuldu. Daha sonra biitirometreye 1 mL amil alkol
eklenerek biitirometrenin agzi tipa ile kapatildi. Biitirometre ortamdaki pihtilasma
kaybolana kadar ¢alkalamadan hafif donme hareketleriyle karistirildi. Ayn siitten
ikinci bir tekrar numune hazirlanarak iki biitirometre 1200 devirde 5 dakika Gerber
Santrifiijine  (Funke-Gerber, Germany) konularak c¢alistirildi.  Yag miktar1

biitirometre skalasindan okunarak tespit edildi (138).
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4.2.5. Kuru madde tayini

Siitlerde kuru madde tayini refraktometre kullanilarak gergeklestirildi.
Refraktometre, siit ve benzeri akigkanlarda 1518 kirilma indisinden faydalanarak
suda ¢oziinen kuru maddeyi 6lcebilen bir cihazdir. ik olarak iizerindeki prizma
kapag1 acild1 ve birka¢ damla saf su konularak 1s18a dogru tutuldu ve saf suyun
Olciimii yapildi. Refraktometre de okunan deger sifir ise aletin kalibrasyonu
dogrudur, degil ise sifira getirilerek kalibre edildi. Daha sonra kalibrasyonu
tamamlanmis cihaza birka¢ damla siit konuldu ve 1s18a dogru tutularak siitiin kuru

madde miktar1 okunarak tespit edildi (139).

4.2.6. Protein tayini

Siitlerin protein miktarlarinin 6l¢timii Siit Anaiz Cihazinda (Funke Gerber
Lactostar 3510, Germany) gerceklestirildi. Olgiime hazir hale getirilmis cihaza, oda
1s1sma getirilmis ve karistirilarak homojenize edilmis yaklasik 15 mL siit numunesi
yerlestirildi. Numune bir pompa aracilig ile emilir ve Slglim hiicrelerine gonderilir.
Protein oran1 kombine impedans sensor teknolojisi ile dl¢limii yapilarak tespit edildi

(140).

4.2.7. Is1 uygulamalar

Calismamiz da siitlere farkli 1s1 dereceleri uygulayarak, siitlerde bulunan
miRNA miktarindaki degisimleri ortaya ¢ikarmak amacglanmistir. Siitlerin
pastorizasyon ve sterilizasyonu i¢in Joseph ve ark. (141)’nmn uygulamis olduklar1
metot modifiye edilerek kullanildi ve siitler yag banyosu cihazi (Memmert One-10,

Germany) kullanilarak yag banyosunda 1s1l isleme tabi tutuldu.

Bu amagla siitlere 3 farkli derecede 1s1 uygulandi.
63 °C’de 30 dakika (Diisiik sicaklikta uzun siire, Pastorizasyon 1)
90 °C’de 10 dakika (Yiiksek sicaklikta, Pastorizasyon 2)
- 135 °C’de 1-3 saniye (Cok Yiiksek Sicaklikta (UHT), Sterilizasyon)
Laboratuara getirilen siitlerin her birinden 40 mL alindi. Onceden sterilizasyonu

yapilmig 500 mL’lik shot siselere konularak laboratuarda bulunan yag banyosunda
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oncelikle 63 °C derecede 30 dakika bekletilmek suretiyle pastorizasyon islemi

yapildi. Bu islem sonrasi uygulama numuneleri “P1” olarak adlandirildi.

2. grup numuneler i¢in her bir hayvana ait siitten 40 mL alinarak 500 mL’lik
shot siselere konulmus ve yag banyosunda 90 °C derecede 10 dakika bekletilmek
suretiyle pastorizasyon islemi yapildi. Bu islem sonrasi uygulama numuneleri “P2”

olarak adlandirildi.

3. grup numuneler i¢in her bir hayvana ait siitten 40 mL alinarak 500 mL’lik
shot siselere konulmus ve yag banyosunda 135 °C derecede birka¢ saniye
bekletilmek suretiyle sterilizasyon islemi yapildi. Bu islem sonrasi uygulama

numuneleri “S” olarak adlandirildi.

Olgiimler yapilirken sicaklik ve zaman kontrolleri hassasiyetle takip edildi.
Olgiimler dijital termometre ve infrared termometre (Optris MS series, Germany)

kullanilarak yapildi.

Sekil 9: Yag banyosunda 1s1 uygulamalar1

Olgiimler yapildiktan sonra siitler 50 mL’lik steril falkon tiiplere konularak
Veteriner Fakiiltesi Mikrobiyoloji laboratuvarinda bulunan derin dondurucuda —80

°C’de muhafaza edildi.
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4.2.8 Molekiiler analizler

MOLEKULER ANALIZLER CALISMA TASARIMI

\

~

1-EKSOZOM IZOLASYONU
2- RNA EKSTRAKSIYONU

, 4 :

3-RNA KANTITASYONU
\ ‘ J
4- (DNA SENTEZI

L 4

5- RT-qPCR ANALIZI }

5,1 PRIMER TAS@
5.2.RT-gPCR PROTOKOL
@m DEGERLENDIRME
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Sekil 10: Molekiiler analizler ¢aligma tasariminin sematik gosterimi

4.2.8.1. Siit eksozomlarinin izolasyonu

Siit polidispers bir yapida oldugu icin igerisinde bircok madde icermektedir.
Siitiin bu yapist igerisinden eksozomlar1 izole edebilmek i¢in Hata ve ark. (142) nin
uygulamis olduklar1 eksozom izolasyon metodu modifiye edilerek kullanildi. Bir dizi
santrifiij islemi ve filtrasyon islemi birlikte kullanilarak bir izolasyon metodu
gelistirildi.

Bu amagla ; —80 °C’de derin dondurucuda bulunan siitler alinarak, buzdolabinda
4°C'de 12 saat boyunca eritildi ve soz konusu metot uygulanarak eksozomlarin
izolasyonu yapildi. ilk olarak ¢oziilmiis ve vortekslenerek homojen hale getirilmis
siit numunelerinden 1,5 mL alinarak 3000 g’de 10 dakika santrifiij edildi. Daha sonra
iist lipid tabakasmin altindan siipernatant alindi ve baska bir eppendorf tiipiine
aktarildi. 6000 g’de 4°C'de 10 dakika santrifiij edildi. Santrifiij sonras1 siipernatant
almarak baska bir eppendorf tiipiine aktarildi. 2000 g’de 4 °C'de 30 dakika tekrar
santrifiij edilerek slipernatant alind1 ve baska bir eppendorf tiipiine aktarildi. Tiipler

bu defa 20.000 g’de 4°C'de 60 dakika santrifiij edildi.

Bu kez santriftij sonrasi tiiplerde altta kalan pelet kismi almarak 300 pl PBS
cozeltisi ile siispanse edildi. Daha sonra tiipler 20.000 g’de 60 dakika santrifii]
edilerek siipernatant kismi alind1 ve baska bir eppendorf tiipline aktarildi. Eppendorf
tiiplerinden alinan numuneler 0,45 uM’lik PVDF siringa filtreden siiziildii. Siiziintii
PBS ile tekrar siispanse edildi ve siispansiyon sonrasi 0,22 uM’lik PVDF siringa
filtreden gecirildi. Elde edilen siiziintii icindeki eksozomlar RNA ekstraksiyonuna
kadar -80 °C'de muhafaza altina alindi. Eksozomlarmn izolasyon asamalar1 Sekil

11°de gosterilmistir.
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-80 °C’de derin dondurucuda bulunan siitler alindi, 12 saat 4°C'de eritildi

|

Sut numunelerinden 1.5 mL alindi

l v

".6. 3000 g’de 10 dakika santrifiij edildi
Ust lipid tabakasinin altindan siipernatan alindi ve bagka bir eppendorf 1
tlpiine @(tanldl.
. 6000 'de 10 dakika santriftj edildi
il )

Siipernatant almarak bagka bir eppendorf tiipiine aktarilds.

|

= 2000 g'de 30 dakika santrifi edildi
— )

Siipernatant alinarak bagka bir eppendorf tiiptine aktarilds.
B

)
€ 20.000 g’de 60 dakika santrifiij edildi. Altta kalan pelet kisim almarak
-, a 300 ul PBS giizelti ile sispanse edildi
i ]

0,45 uMlik PVDF siringa filtreden siiziildi

¢

Siizillen kistm 300 pl PBS gozeltisi ile siispanse edildi

i

| 7_7_(\ o Siispansiyon sonrast (.22 M’ lik PVDF giringa filtreden gegirildi ve
stiziintii -80 °C’de muhafazaya almd1,

Sekil 11: Eksozomlarin izolasyon agamalar1
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4.2.8.2. RNA izolasyonu

Elde edilen eksozomlardan miRNA’larin elde edilmesi amaciyla RNA
izolasyonu yapildi. RNA izolasyonu i¢in Zymo Research Direct-zol RNA MiniPrep
Plus ( Cat no: R2072 Lot no: ZRC201547) miRNA izolasyon kiti kulland1 (Sekil 12).

Sekil 12: Calismada kullanilan miRNA izolasyon kiti

RNA izolasyonu i¢in kullanilan yontem asagidaki gibidir;

1. Siit orneklerinden izole edilen 200 pl eksozomun iizerine 500 ul TRIzol
reaktifi eklendi ve pipetaj yapilarak karistirildi.

2. Karisim 5 dakika oda 1sisinda hafif bir sekilde tiipiin alt {ist edilmesi suretiyle
karistirilarak inkiibe edildi.

3. Her bir 6rnege 200 pl kloroform eklendi. Kloroformun karismasi icin
tiiplerdeki beyaz tortular eriyene kadar tiim ornekler iyice vortekslenerek 10
dakika oda 1s1sinda inkiibe edildi.

4. Inkubasyon sonrasi érnekler 12.000 g’de 4 °C’de 15 dakika siireyle santrifiij
edildi. Santrifiij iglemi sonrasinda kloroform sayesinde faz ayrmmi saglanmis
oldu. Toplama tiipiinde {i¢ ayr1 faz olustu:

- Ustte RNA’lar1 bulunduran seffaf renksiz siv1 faz
- Ortada DNA’lar1 bulunduran beyaz renkli ara faz

- Altta proteinleri bulunduran pembe-kirmizi renkli faz
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5. Ornek sayis1 kadar 2 mL’lik eppendorf tiipleri hazirlandi. Her bir eppendorf
tiiptine 250 pl propanol eklendi.

6. Santrifiij sonrasi tiiplerde {iistte olusan sulu fazin tamami alinarak daha
onceden propanol konularak hazirlanmis olan eppendorf tiiplerine aktarildi.
Pipetaj yapilarak karigimin birbirine iyice karigmasi saglandi.

7. Hazirlanan bu karigim izolasyon kitine ait kolona aktarild.

8. Kolonlar 12.000 x g’de santrifiij edildi. Kolonlarin alt kisminda kalan tiipler
ters cevrilerek dokiildii.

9. Eppendorf tiipiindeki ornekten tekrar izolasyon kitine ait kolona aktarildi ve
kolonlar 12.000 x g’de santriflij edildi. Kolonlarm alt kisminda kalan tiipler
ters cevrilerek dokiildii tiim o©rnek bitinceye kadar 7-8 ve 9. adimlar
tekrarlandi. Her seferinde 6rnekler santrifiije edilerek kolonun altindaki kisim
ters cevrilerek dokiildii.

10. Daha sonra kolonlara kit igeriginde bulunan Direct —Zol RNA PreWash’tan
400 ul eklendi ve kolonlar 12.000 x g’de 1 dakika santrifiij edildi. Kolonlarin
alt kisminda kalan tiipler ters ¢evrilerek dokiildii

11. Kolonlara Kit iceriginde bulunan Direct—Zol RNA Wash Buffer’dan 700 pl
eklendi ve kolonlar 12.000 x g’de 1 dakika santrifiij edildi. Kolonlarin alt
kisminda kalan tiipler ters cevrilerek dokiildii

12. Kolonlar iizerine 60 ul RNase-free su eklendi, 1 dk oda 1sisinda bekletildi ve
daha sonra 12.000 x g’de 1 dakika santrifiij edildi. Boylece icerisinde
miRNAlarida iceren RNA elde edilmis oldu.

4.2.8.3. Nanodrop ile RNA odlciimii

Elde edilen RNA’larin 6lciimii Dicle Universitesi Veteriner Fakiiltesi Genetik
Anabilim Dali Laboratuvarinda bulunan spektrofotometri cihazi (Thermo NanoDrop

Nd2000) kullanilarak yapildi. Her bir 6rnek i¢in elde edilen RNA’lardan 2 pl

alinarak cihaza yerlestirildi ve 6l¢lim yapildi.
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Sekil 13: Spektrofotometre (Thermo NanoDrop Nd2000)

4.2.8.4 Komplementer DNA (cDNA) sentezi

Ekstraksiyon sonrasi elde edilen RNA’lar, miRNA’larin degradasyonunu ve
bunun sonucu olusabilecek olumsuz sonuglar1 6nlemek amaciyla miRNA’ya gore
daha dayanikli olan cDNA’ya cevrilmelidir. Bu amagla tiim 6rnekler Gene All Hyper
Script First Strand Synthesis Kiti (Cat no:601-005) kullanilarak cDNA’ya ¢evrildi.
Bunun icin Veteriner Fakiiltesi Genetik Anabilim Dali Laboratuvarmmda bulunan

Applied Biosystems Veriti Thermal Cycler cihazi kullanild1.

For reaserch use only
| Hyperscript™
. First strand synthesis kit

Cat.No. 801-005 o0 reactions

Lot.No.FSO015804001
| Exp. Feb.2018  Store at -20C

| =<9 GENEALL BIOTECHNOLOGY

GeneAll”

Sekil 14: Calismada kullanilan ¢cDNA sentez kiti
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Calisma iki asamada gerceklestirildi. Birinci asamada Tablo 4’deki bilesenler

hazirlandi.

Tablo 4 : cDNA sentezi 1. asama i¢in gerekli bilesenler

Kullanilan Bilesen Miktar
miRNA( ekstrakte ettigimiz) Sul
Primer 1 ul
dNTP (10 mM) 1 ul
Nucleaz FreeWater 7 ul
Toplam 14 pl

Bilesenler hazirlandiktan sonra 65 °C’de 5 dakika inkubasyona birakildi. Daha
sonra sogutulmak iizere hemen buz iistiine alindi. Ikinci asama icin kullanilan

bilesenler Tablo 5°de verildi.

Tablo 5: cDNA sentezi 2. agsama i¢in gerekli bilesenler

Kullanilan Bilesen Miktan
Reaksiyon Buffer 2 ul
DTT (0,1 M) 2ul
Enzim (Hyperscript Rev.Transcriptase) 1 ul
Inhibitdér(ZymAll Rnase Inhibitdr) 1 ul
Toplam 6 ul

Ikinci asamada hazirlanan toplam 6 pl karisim birinci asamada hazirlanan her bir
ornegin ilizerine eklendi. Hazirlanan karisim termal dongii cihazina konuldu. Cihazda

uygulanan 1s1-zaman prosediirii Tablo 6’da verilmistir.

Tablo 6: cDNA sentezi i¢in termal dongii cihazinda uygulanan prosediir.

Uygulanan Sicakhk Siire
16 °C 30 dakika
30 °C 30 saniye
42 °C 30 saniye
50 °C 1 saniye
85 °C 5 dakika

PCR cihazinin siiresinin sona ermesiyle cDNA’larimiz hazirlanmis oldu.
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4.2.8.5. Real time PCR analizi

4.2.8.5.1 Primer tasarimi

Calismada kullanilan bes hayvan tiiriine (inek, manda, koyun, keci, esek)
uyumlu primerler secildi. Kullanilan miRNA primerleri Tablo 7°de verilmistir.
miRNA seviyelerinin rdlatif olarak degerlendirilmesi i¢in daha Once siit ile ilgili
yapilan ¢aligmalarda referans gen olarak kullanilan miRNA 92a geni referans gen

olarak secildi (143).

Tablo 7 : Calismada kullanilan primerlere ait gen dizilimi

miRNA Primer Dizilimi
bta-miR-223 RT primer 5'GTCGTATCCAGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACTGGATACGACTGGGGT
bta-miR-223 Forward AACGGCTGTCAGTTTGTCAA

chi-miR-15a-5p RT primer 5'GTCGTATCCAGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACTGGATACGACCCACAA
chi-miR-15a-5p Forward AACCGGTAGCAGCACATAATG

bta-miR-34a RTprimer 5'GTCGTATCCAGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACTGGATACGACACAACC
bta-miR-34a Forward AACCGGTGGCAGTGTCTTAG

chi-miR-29b-5p RT primer 5'GTCGTATCCAGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACTGGATACGACTCTAAG
chi-miR-29b-5p Forward AACACGCCTGGTTTCACATG

4.2.8.5.2. Real time PCR protokol

Konvansiyonel PCR ile elde edilen cDNA’lar genel olarak floresan boya ile
belirlenmis problarin kullanildig1 ve floresanin cihaza yerlestirilen {iriin miktar ile
dogru orantil1 olarak artti§1 ve bunun monitore yansitildig1 bir yontem olan Real-

Time PCR icin hazirland1 (144).

Bu amagla Veteriner Fakiiltesi Besin/ Gida Hijyeni Anabilim Dali laboratuarinda
bulunan Applied Biosystems 7500 and FAST Real-Time PCR System Cihazi
kullanildi. Calisma icin Promega Go-tag RT - Master mix (Cat no: A6002)
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kullanildi. Kit protokolii ¢alisma i¢cin modifiye edilerek kullanildi. Kullanilan kite ait

resim Sekil 15°te verilmistir.

=

Sekil 15 : Real-Time PCR i¢in kullanilan Kit

RT-PCR i¢in gerekli olan bilesenler ve hacimleri Tablo 8'de verilmistir.

Tablo 8 : RT-PCR i¢in gerekli olan bilesenler ve hacimleri

PCR Bilesenleri Miktar
Syber Green Master Mix (2X) Sul
Forward Primer (20X) 1 ul
Reverse Primer (20X) 1 ul
cDNA 2 ul
Nucleaz FreeWater 1 ul
Toplam 10 pl

Bilesen miktarlar1 belirlendikten sonra 6zel PCR plate’lerinde miksler
hazirlanarak stleri jelatin ile kapatildi ve Real-time PCR cihazina yerlestirildi.
Cihazda uygulanan 1s1 ve zaman dongiisii Tablo 9’da verilmistir.

Tablo 9 : RT-PCR i¢in termal dongii cihazinda uygulanan prosediir

Uygulanan Sicakhk Siire

95°C 2 dakika

95°C 15 saniye <40
60°C 1 dakika
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4.2.8.5.3. Rolatif teknik ile degerlendirme

Calismanmn Real-time PCR veri degerlendirilmesinde rolatif olciim teknigi
kullanildi. Bu 6l¢iim metodunda; hedef gende olusan degisimi ifade edebilmek icin
kontrol grubu kullanilmaktadir. Kullanilan bu kontrol grubu hedeflenen gen ile ayni

reaksiyonda bulunmalidir (145).

Hayvan tiirlerinden elde edilen ¢ig siitler kontrol grubu olarak kabul edildi.
Yapilan degerlendirmelerde de bu esas alindi. Her bir hayvan tiiriine ait siitlerde
uygulanan 1s1l iglemler sonucu elde edilen P1, P2 ve S grubu siitlerin miRNA
icerikleri kendi aralarinda kiyaslandi. RT-PCR’da floresan degerinin esik degerin
istiine ¢iktig1 nokta cycle thereshot (Ct) degeri olarak adlandirilir. Karsilastirmalarda
kullanilmak i¢in oncelikle her bir miRNA i¢in RT-PCR sonucu olarak elde edilmis
olan Ct esik degerleri kullanildi. Daha sonra ACt degerleri olusturuldu. Bunun i¢in;

Birinci ACt degeri i¢in, ilgili genin Ct degerinden referans gen olarak kabul edilen

miRNA 92a’ya ait Ct degeri ¢ikarilarak ilk ACt degerleri elde edildi (145).

ACt1= Ct (hedef gen) ~ Ct (referans gen)

Ikinci ACt degeri i¢in kontrol grubundaki genin Ct degerinden referans gen olarak
kabul edilen miRNA 92a’ya ait Ct degeri ¢ikarilarak ikinci ACt degerleri elde edildi
(145).

ACtZ = Ct (kontrol) - Ct (referans gen)
Birinci ACt degerinden ikinci ACt gikarilarak AACt degeri elde edildi.
AACt= ACt - ACt2

Son olarak AACt degerinden formiilize edilerek 244t degerleri elde edildi. 2-
AACt degerleri kullamlarak her bir hayvan tiiriine ait siitlerde uygulanan 1s1l islemler
sonucu elde edilen pastorizasyon siitler (P1, P2) ve steril siitler kendi aralarinda

kiyaslanarak karsilastirildi.
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4.2.9. istatiksel analizler

Hayvan tiirlerine gore siitlerde protein, yag, kuru madde ve pH oranlar1 ile
miRNA (miRNA 15a, miRNA 29b, miRNA 34a ve miRNA 223) degerleri arasindaki
korelasyon katsayilar1 ve dnem diizeyleri Spearman korelasyon analizi kullanilarak

gerceklestirildi. Tiim analizler i¢in SPSS 22.0 programi kullanildi (146).

Ayrica ¢aligmada miRNA’larin uygulanan 1sil islemler ile etkilesimleri istatiksel
olarak degerlendirildi. miRNA gen ekspresyonlarinda meydana gelen degisiklikler
icin Ct (thresholdcycle) esik degeri kullanildi. Calismada miRNA 92a referans gen
olarak kabul edildi. Elde edilen Ct esik degerleri excel programi yardimiyla tiim
miRNA ’larin 222 hesaplamalar1 yapildi. miRNA 6rneklerinin istatistiksel analizleri
Graph pad Prism 8.0.2 versiyon paket programi kullanilarak anlamliliklar
degerlendirildi. Gruplar arasi istatistiksel degerlendirmeler nonparametrik testlerden
Mann Whitney-U Testi ile karsilastirildi. P degeri <0,05 oldugunda anlamli olarak
kabul edildi.
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5- BULGULAR

5.1. Siitlerin Analiz Sonuclan

Yapilan analizlerin fiziko-kimyasal sonuglar1 Tablo 10’da verildi.

Tablo 10 : Tiirlere ait siitlerin fiziko-kimyasal 6zellikleri(

Tiir Kuru madde Protein Yag pH
Inek Siitii 11,45 £0.49 3,16+0,53 3,28 +0,11 6,61 +0,10
Manda Siitii 13,4 +0,74 524+0,63 7,06+1,32 6,7+0,1
Koyun Siitii 15,8 +0,67 8,84+0,45 7,12+0,51 6,6 £0,18
Keci Siitii 9,4+1,03 4,05 +£0,8 4,29 £0,1 6,44 £ 0,04
Esek Siitii 5,86 +0,41 0,72 +0,43 3,3+0,39 7,46 + 0,07

5.2 Somatik Hiicre Sayisi

Siitte yer alan somatik hiicreler; lokositler, eritrositler, epitel hiicreler, plazma
hiicreleri, skuamoz hiicreler ve epitel hiicrelerin dokiintiilerinden olusur. Hayvan

tiirlerine ait somatik hiicre sayis1 Tablo 11°de verildi.

Tablo 11 : Tiirlere ait siitlerin somatik hiicre sayilar1

SOMATIK HUCRE SAYISI
SIRA INEKSUTU KOYUNSUTU KECiSUTU MANDA SUTU ESEK SUTU
1 2,37x10° 2,7 x10° <9 x10* <9 x10* <9 x10*
2 2,03 x10° 1,78 x10° <9 x10* 1,06 x10° <9 x10*
3 2,12 x10° 1,7 x10° <9 x10* 1,11 x10° <9 x10*
4 1,98 x10° 2,83 x10° <9 x10* 1,48 x10° <9 x10*
5 1,87 x10° 4,6 x10° <9 x10* <9 x10* <9 x10*

5.3 Toplam Mezofilik Aerob Bakteri Sayisi

Tiirlere gore toplam mezofilik aerobik bakteri (TMAB) sayis1 Tablo 12°de

verilmistir.
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Tablo 12 : Tiirlere ait siitlerin TMAB sayilar1

TMAB (logio kob/mL)

SIRA INEK SUTU KOYUNSUTU KECIiSUTU MANDA SUTU ESEK SUTU

1 6,04 5,04 4,90 6,63 4,89
2 5,78 4,60 4,49 6,41 5,32
3 5,63 4,30 4,29 6,49 4,75
4 4,69 5,07 5,32 6,23 5,50
5 5,57 5,64 5,20 6,27 5,44

5.4. Eksozomlarin Goriintiillenmesi

Eksozom ekstraksiyonu sonucu elde edilen eksozomlarin goriintiilenmesi Dicle
Universitesi Bilim ve Teknoloji Uygulama ve Arastirma Merkezinde bulunan
Transmission Electron Microscope (TEM) cihazi (Jeol jem-1010,USA)

kullanilmistir. Elde edilen bazi eksozomlarin goriintiisii Sekil 16°da goriilmektedir.

Sekil 16 : Eksozomlarin TEM’de goriintiisii

5.5. RNA izolasyon Sonuglan

Eksozomlardan miRNA’larin elde edilmesi amaciyla Zymo Research Direct-zol
RNA MiniPrep Plus (Cat no: R2072 Lot no: ZRC201547) miRNA izolasyon Kkiti
kullanim protokolii modifiye edilerek hazirlandi. Olgiimler Thermo NanoDrop Nd
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2000 spektrofotometri cihazi kullanilarak yapildi. Olgiimler icin RNA’nm saflik
derecesini 6lgmekte kullanilan 260 nm ve 280 nm dalga boyutundaki absorbans orani

kullanildi.

5.6. Real Time PCR sonuclan ve Istatiksel Degerlendirme

Hayvan tiirlerine gore siitlerde protein, yag, kuru madde ve pH oranlar1 ile
miRNA (miRNA 15a, miRNA 29b, miRNA 34a ve miRNA223) degerleri arasindaki

korelasyon katsayilar1 ve 6nem diizeylerine ait veriler Tablo 13’te verilmistir.

Calismanin 1s1ya baglh degisimleri i¢in rolatif degerlendirme metodu kullanildi.
Hayvan tiirlerine ait Ct, ACt degerleri Tablo 14, 16, 18, 20 ve 22’de verildi. Elde
edilen 224t degerlerine ait veriler Tablo 15, 17, 19, 21 ve 23 te istatistik degerlerine

gore yapilan karsilastirmalar ise Sekil 16, 17, 18, 19 ve 20°de verilmistir.

Real-time PCR verilerinin degerlendirilmesinde her miRNA i¢in Ct (cycle
thereshold/esik deger) degeri elde edildi. Daha sonra miRNA 92a’ya ait Ct degerleri
referans gen kabul edilerek normalizasyon i¢in ilgili genin Ct degerinden referans
genin Ct degeri ¢ikarilarak ACt degerleri bulundu. Normalizasyon degerleri Tablo

24’te verildi. Normalizasyona gore olusturulan grafik Sekil 21°de verilmistir.

Incelenen miRNA’lara ait gercek zamanli PCR grafikleri EK-1’de verilmistir.
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Tablo 13 : Siitlerin fizikokimyasal 6zellikleri ve miRNA’lar arasindaki korelasyon tablosu

Tiir miRNA Kuru madde Yag Protein pH
] 02 0.9 0.7 0.2
miRNA 34A 0,74 0,03 0.18 0,74
) 0,15 0.5 0.5 0.7
ek Siiti miRNA 29B 0.8 0,39 0.47 0.2
LRNA 15A 0,13 0.2 0.6 0.5
0.7 0,74 0,28 0,39
) 0,15 0.7 0.5 0.4
miRNA 223 0.8 0.18 0.25 0.5
] 0,41 0.1 20,66 0.56
miRNA 34A 0,49 0.87 0.21 0,32
) 0,35 0.2 0,15 0,66
Manda Siiti miRNA 298 0,55 0,65 0.8 0.21
anda Sttt RNA 15A 0.82 0.5 0.97 0.6
mit 0,08 0,39 0.05 0.2
. 0.2 20,1 0.15 -0,67
QIRNA 285 0,74 0.87 0.8 0.21
. 20,94 0.7 0.1 0.9
miBET 34A 0,01 0.18 0.87 0,03
) 0,9 0.9 0.05 0.8
Kovun S JIRNAZID 0,01 0,03 0,93 0.1
yun St v R 0.1 0.1 0.7 0.2
= 0.86 0.87 0.17 0,74
i 0,79 0.8 0.2 0.6
MiRNAES 0.11 0.1 0,74 0.28
) 0.2 0.3 0 20,56
miRNA 34A 0,74 0.61 1 0.32
) 0,1 0.2 203 0.6
Keci Siiti miRNA 298 0.87 0,74 0.62 0.21
¢ RNA 15A 0.7 0.66 0.9 0.2
m 0.18 0.21 0.37 0,74
) 0,9 0.82 0.7 0.2
miRNA 223 0,03 0.08 0.18 0,74
) 0.1 0.2 0.66 0.1
miRNA 34A 0.87 0,74 021 0.87
. -0,66 0.9 0,51 0.35
Exek S miRNA 298 0.21 0,03 0.93 0.55
sercsutd ENA 15A 0,56 0.3 0,61 0.2
m 0,32 0.62 0.26 0,74
i 0.35 0.5 -0,56 0.15
miRNA 223 0.55 0.39 0.32 0.8
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Inek siitiinde miRNA 34a ile yag arasinda gii¢lii diizeyde pozitif (r:0,9) ve
anlaml1 bir iligki goriildi (P<0,05).

Manda siitiinde miRNA 15a ile kuru madde (r:0,82) ve protein (1:0,97) arasinda
her ne kadar giiclii diizeyde pozitif bir iliski bulunmus olsa da istatiksel agidan bu
iliskilerin 6nemli olmadig1 saptand1 (P>0,05).

Koyun siitlinde miRNA 34a ile pH arasinda gii¢lii diizeyde pozitif (r: 0,9) ve
anlaml bir iligki bulundu (P<0,05).

Koyun siitiinde miRNA 29b ile kuru madde (1:0,8) ve yag (r:0,9) arasinda,
miRNA 34a ile kuru madde (r:0,94) arasinda giiclii diizeyde negatif ve anlamli bir
iliski bulundu (P<0,05).

Koyun siitlinde miRNA 223 ile kuru madde (r:0,79) ve yag (1:0,8) arasinda,
miRNA 29b ile pH (1:0,8) arasinda istatiksel olarak onemli olmayan giiclii diizeyde
pozitif bir iligki bulunmus olsa da istatiksel acidan bu iliskilerin 6nemli olmadig:

gozlemlendi ( P>0,05).

Kegi siitiinde miRNA 223 ile kuru madde arasinda giiclii diizeyde pozitif (r:0,9)
ve anlamli bir iligski bulundu (P<0,05).

Kegci siitlinde miRNA 223 ile yag (1:0,82) arasinda ve miRNA 15a ile protein
(r:0,9) arasinda istatiksel acidan 6nemli olmayan giiclii diizeyde pozitif bir iligki

bulundu (P>0,05).

Esek siitinde miRNA 29b ile yag arasinda giiclii diizeyde pozitif (r:0,9) ve
anlaml bir iligki tespit edildi (P<0,05).
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Tablo 14: Keci siitii orneklerinde Ct ve ACt degerleri

- Ct Degerleri ACt Degerleri
KECI
SUTU  miRNA92a miRNA 34a miRNA 29b miRNA 15a miRNA 223 | miRNA 34a miRNA 29b miRNA 15a miRNA 223
KIC 27,85 21,3 20,35 33 32,02 -6,55 -1,5 5,15 4,17
K2C 25,06 24,8 19,43 30,63 29,59 -0,26 -5,63 5,57 4,53
K3C 26,51 23,2 21,61 35,36 33,93 -3,31 -4,9 8,85 7,42
K4C 27 21,6 20,34 34,02 35,89 -5,4 -6,66 7,02 8,89
K5C 29,62 20,47 20,45 35,95 36,91 -9,15 -9,17 6,33 7,29
K1P1 28,46 22,7 19,73 28,4 33,57 -5,76 -8,73 -0,06 5,11
K2P1 29 234 19,84 26,1 30 -5,6 -9,16 -2,9 1
K3P1 28,23 21,7 19,97 30,3 34,08 -6,53 -8,26 2,07 5,85
K4P1 27,32 20,5 17,81 28,89 35,9 -6,82 -9,51 1,57 8,58
K5P1 26,62 20,57 18,52 31,85 36,85 -6,05 -8,1 5,23 10,23
K1P2 29,97 21,7 22,48 35,17 34,11 -8,27 -7,49 52 4,14
K2P2 25,67 24,5 19,84 38,21 33,11 -1,17 -5,83 12,54 7,44
K3P2 28,98 22,6 21,69 37,16 34,44 -6,38 -7,29 8,18 5,46
K4P2 23,41 22,9 20,45 34,02 36,33 -0,51 -2,96 10,61 12,92
K5P2 23,95 21,8 20,94 35,2 36,88 -2,15 -3,01 11,25 12,93
K1S 25,81 22,5 20,29 31,73 31,69 -3,31 -5,52 5,92 5,88
K2S 27,21 24,5 19,98 31,65 29,72 -2,71 -7,23 4,44 2,51
K3S 28,11 22,4 21,54 36,22 33,47 -5,71 -6,57 8,11 5,36
K4S 29,57 23,1 21,06 33,35 35,24 -6,47 -8,51 3,78 5,67
K5S 32,35 20,4 20,19 35 35,89 -11,95 -12,16 2,65 3,54

K: Keci C: Cig siit Pl: Pastorizasyon 1(65 °C 30 dk.) P2: Pastorizasyon 2 (90 °C 100 dk.)  S: Sterilizasyon (135 °C 1-2 Sn)
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Tablo 15 : Kegi siitii drneklerinde 242" degerleri

2-44Ct Degerleri

KECI SUTU miRNA34a miRNA29b miRNA 15a  miRNA 223

K1P1 0,37 1,53 24,25 0,34
K2P1 2,63 0,75 23,1 0,75
K3P1 2,82 3,11 33,35 0,9
K4P1 2,14 5,77 35,01 0,99
K5P1 0,93 3,81 17,14 1,04
K1P2 0,75 0,22 0,22 0,23
K2P2 1,23 0,75 0,05 0,08
K3pP2 1,51 0,94 0,28 0,7
K4pP2 0,4 0,92 1 0,73
K5P2 0,39 0,71 1,68 1,02
K1S 0,43 1,04 2,41 1,25
K2S 1,23 0,68 0,49 0,91
K3S 1,74 1,05 0,55 1,37
K4S 0,35 0,6 1,59 1,56
K5S 1,05 1,19 1,93 2,02

P1: Pastorizasyon 1(65 °C 30 dk.) P2:Pastorizasyon 2 (90 °C 100 dk.) S:Sterilizasyon (135
°C 1-2 Sn)

Kegi siitlerinde incelemesi yapilan;

2-8ACtifadesinde her ne kadar P1 ile S arasinda

miRNA 34a’nin gruplar arasinda
bir azalma s0z konusu olsa bile bu azalma istatistiki olarak bir anlam ifade

etmemektedir (P > 0,05).

miRNA 29b ve miRNA-15a’nin gruplar arasindaki degerlerinde P1 ile P2

arasinda ve P1 ile S arasinda 22! degerleri istatistiki olarak anlamli bulundu (P<

0,05).

miRNA 223’iin gruplar arasindaki P1 ile S arasinda ve P2 ile S arasinda 244t

degerleri istatistiki olarak anlamliydi (P < 0,05).
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Keci Sutleri
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sekil 17: Keci siitlerinde 1s1 degisimine gore gruplar arasinda calisilan miRNA’lara ait relatif ifade seviyelerindeki kat degisimleri (P

degeri <0,05).
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Tablo 16: Koyun siitii 6rneklerinde Ct ve ACt degerleri

Ct Degerleri ACt Degerleri

KOYUN SUTU miRNA92a miRNA34a miRNA29b miRNA15a miRNA223 | miRNA34a miRNA 29b miRNA 15a miRNA 223
KolC 28,16 23,24 19,2 29,26 33,15 -4,92 -8,96 1,1 4,99
Ko2C 29,1 23,8 18,03 32,1 32,76 -5,3 -11,07 3 3,66
Ko3C 31,1 24 18,9 31,99 33,51 -7,1 -12,2 0,89 2,41
Ko4C 28,77 22,7 17,63 32,07 30,96 -6,07 -11,14 3.3 2,19
Ko5C 29,07 24,6 18,87 30,25 33,56 -4,47 -10,2 1,18 4,49
KolP1 27,43 22,5 20,84 32,58 32,37 -4,93 -6,59 5,15 4,94
Ko2P1 27,3 23 19,5 33,29 32,17 -4,3 -7,8 5,99 4,87
Ko3P1 27,16 24,24 20,56 30,63 32,46 -2,92 -6,6 3,47 5.3
Ko4P1 28,04 23,2 19,1 31,03 30,67 -4,84 -8,94 2,99 2,63
Ko5P1 28,97 24.9 21,54 29,28 31,88 -4,07 -7,43 0,31 2,91
KolP2 29,06 23,24 19,85 33,67 31,96 -5,82 -9,21 4,61 29
Ko2P2 28,67 24,5 20,69 35,32 32,1 -4,17 -7,98 6,65 3,43
Ko3P2 28,56 24,74 19,02 36,28 33,13 -3,82 -9,54 7,72 4,57
Ko4P2 28,39 25,2 17,39 36,51 30,46 -3,19 -11 8,12 2,07
Ko5P2 28,76 27,8 18,94 36,89 33,21 -0,96 -9,82 8,13 4,45
KolS 30 22,3 18,91 31,42 34,3 -1,7 -11,09 1,42 4,3
Ko2S 27,26 23,3 20,23 33,43 33,35 -3,96 -7,03 6,17 6,09
Ko3S 27,4 23,74 19,77 32,24 34,64 -3,66 -7,63 4,84 7,24
Ko4S 27,8 21,2 20,52 35 33,9 -6,6 -7,28 7,2 6,1
Ko5S 28,45 24,3 19,1 31,27 34,52 -4,15 -9,35 2,82 6,07

Ko: Koyun C: Cig siit P1:Pastorizasyon 1(65 °C 30 dk.) P2:Pastorizasyon 2 (90 °C 100 dk.)
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Tablo 17: Koyun siitii érneklerinde 244 degerleri

244Ct Degerleri

KOYUN SUTU miRNA 34a  miRNA 29b miRNA 15a miRNA 223

KolP1 1,67 0,32 0,10 1,72
Ko2P1 1,74 0,36 0,44 1,51
Ko3P1 0,84 0,32 2,57 2,07
Ko4P1 0,70 0,36 2,06 1,22
Ko5P1 0,81 0,16 1,96 3,20
KolP2 1,00 0,64 0,05 2,28
Ko2P2 0,61 0,16 0,11 1,58
Ko3P2 0,59 0,92 0,05 1,30
Ko4P2 0,17 1,18 0,05 1,41
Ko5P2 0,1 0,95 0,01 1,28
KolS 1,91 1,22 0,22 0,45
Ko2S 1,41 0,22 0,40 0,66
Ko3S 1,19 0,55 0,84 0,46
Ko4S 2,82 0,14 0,13 0,13
Ko5S 1,23 0,85 0,49 0,51

P1: Pastorizasyon 1 (65 °C 30 dk.) P2:Pasttrizasyon 2 (90 °C 100 dk.) S:Sterilizasyon (135 °C 1-2
Sn

Koyun siitlerinde incelemesi yapilan;

2 -AACt

miRNA 34a’nin gruplar arasinda ifadesinde P2 ile sterilizasyon arasinda 2-

AMCt degerleri istatistiki olarak anlamli bulundu (P<0,05).

miRNA 29b’nin gruplar arasindaki degerlerinde bulunan degisimler istatistiki

olarak anlamli1 bulunmadi (P>0,05).

miRNA 15a’nm gruplar arasindaki degerlendirmesinde P1 ile P2 arasinda 224t

degerleri istatistiki olarak anlamli oldugu gériildi (P<0,05).

miRNA 223’iin gruplar arasmdaki P1 ile S arasinda ve P2 ile S arasinda 24

degerleri istatistiki olarak anlamli bulundu (P<0,05).
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Koyun Siifleri
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Sekil 18 : Koyun siitlerinde 1s1 degisimine gdre gruplar arasinda ¢alisilanan miRNA’lara ait relatif ifade seviyelerindeki kat degisimleri (P
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Tablo 18: inek siitii 6rneklerinde Ct ve ACt degerleri

Ct Degerleri ACt Degerleri

INEKSUTU miRNA92a miRNA34a miRNA29b miRNA15a miRNA223 |miRNA34a miRNA 29b miRNA 15a miRNA 223
I1c 26,06 19,2 19,74 31,07 31,41 -6,86 -6,32 5,01 5,35
2¢ 29,83 23 20,56 33,58 324 -6,83 -9,27 3,75 2,57
3C 26,62 21,5 20,92 32,69 30,47 -5,12 -5,7 6,07 3,85
4¢ 29,36 24,7 19,75 34 31,1 -4,66 -9,61 4,64 1,74
I5C 28 23,74 19,2 32,73 31,05 -4,26 -8,8 4,73 3,05
I1P1 29,02 24,35 17,92 34,98 31,9 -4,67 -11,1 5,96 2,88
2P1 28,83 24,19 19,12 34,45 32,55 -4,64 -9,71 5,62 3,72
3P1 28,12 24,44 19,21 34,94 31,31 -3,68 -8,91 6,82 3,19
14P1 28,76 23,94 19,02 36,19 32,27 -4,82 -9,74 7,43 3,51
I5P1 29,07 23,24 18,7 36,48 31,18 -5,83 -10,37 7,41 2,11
[1p2 29,58 21,9 17,85 30,46 32,51 -7,68 -11,73 0,88 2,93
2P2 29,35 23,24 19,26 33,72 33,95 -6,11 -10,09 4,37 4,6
3P2 29,66 22,3 19,47 32,15 31,59 -7,36 -10,19 2,49 1,93
[4p2 29,61 242 19,66 33,22 31,63 -5,41 -9,95 3,61 2,02
i5P2 29,95 22,8 18,95 31,28 32,19 -7,15 -11 1,33 2,24
1S 29,86 32,54 29,72 34,87 32,34 2,68 -0,14 5,01 2,48
2S 29,97 35,8 33,66 34,55 33,19 5,83 3,69 4,58 3,22
i3S 29,83 35,4 33,02 35,48 35,77 5,57 3,19 5,65 5,94
i4S 29,3 33,75 33,98 34,83 32,4 4,45 4,68 5,53 3,1
i5S 29,65 34,12 32,76 34,05 33,37 4,47 3,11 4,4 3,72

Inek C: Cig siit P1:Pastorizasyon 1(65 °C 30 dk.) P2:Pastorizasyon 2 (90 °C 100 dk.)
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Tablo 19: Inek siitii 5rneklerinde 24 degerleri

2 Degerleri
INEK SUTU miRNA 34a miRNA 29b miRNA 15a miRNA 223
1P1 0,03 3,53 0,07 0,71
2P1 0,44 2,71 0,55 0,90
i3P1 0,13 3,27 0,21 0,56
[4P1 1,69 1,66 0,22 0,44
i5P1 1,41 1,41 0,07 0,91
i1p2 0,15 3,71 1,53 0,47
2pP2 0,85 2,46 0,91 0,34
i3p2 0,57 2,73 1,45 0,46
i4p2 1,41 1,06 1,72 0,69
i5P2 1,92 1,19 2,73 0,45
I1s 0,00 0,00 0,07 0,53
2s 0,00 0,00 0,51 0,58
38 0,00 0,00 0,15 0,03
i4s 0,00 0,00 0,56 0,41
i5S 0,00 0,00 0,40 0,20

P1:Pastérizasyon 1 (65 °C 30 dk.) P2:Pastérizasyon 2 (90 °C 100 dk.) S: Sterilizasyon (135
°C 1-2 sn.)

Inek siitlerinde incelemesi yapilan;

2 -AACt

miRNA 34a’nin gruplar arasinda ifadesinde P1 ile S arasinda her ne kadar

bir azalma s0z konusu olsa bile bu azalma istatistiki olarak bir anlam ifade

etmemektedir (P>0,05).

miRNA 29b’nin gruplar arasindaki degerlerinde P1 ile S arasinda ve P2 ile S

arasinda 224! degerleri istatistiki olarak anlamli bulundu (P <0,05).

miRNA 15a’nin gruplar arasindaki degerlendirmesinde P1 ile P2 arasinda ve P2

ile S arasinda 22! degerleri istatistiki olarak anlamli bulundu (P<0,05).

miRNA 223’{in gruplar arasmdaki P2 ile S arasinda 222" degerleri istatistiki
olarak anlamli1 bulundu (P<0,05).
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inek Sitleri
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Sekil 19 : Inek siitlerinde 151 degisimine gore gruplar arasinda galisilanan miRNA’lara ait relatif ifade seviyelerindeki kat degisimleri
(P<0,05)
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Tablo 20: Manda siitii 6rneklerinde Ct ve ACt degerleri

Ct Degerleri ACt Degerleri
MANDA SUTU miRNA 92a miRNA 34a miRNA 29b miRNA 15a miRNA 223 | miRNA 34a  miRNA 29b miRNA 15a miRNA 223
MIC 29,25 22 15,84 33,21 34 -1,25 -13,41 3,96 4,75
M2C 27,13 21,8 16,97 34 35,29 -5,33 -10,16 6,87 8,16
M3C 27,59 21 16,79 35,44 33,9 -6,59 -10,8 7,85 6,31
MA4C 25,99 21 15,77 34,75 32,75 -4,99 -10,22 8,76 6,76
M5C 27,29 20 18,33 34 34,54 -7,29 -8,96 6,71 7,25
MI1PI 28,78 27 17,78 32,72 34,48 -1,78 -11 3,94 5,7
M2P1 29,21 29,9 17,17 33,17 35,98 0,69 -12,04 3,96 6,77
M3P1 26,84 25,8 18,96 34,1 36 -1,04 -7,88 7,26 9,16
M4P1 27,13 26,8 18,32 34,21 35,42 -0,33 -8,81 7,08 8,29
M5P1 27,11 22,9 18,66 32,15 34,66 -4,21 -8,45 5,04 7,55
M1P2 24,19 23,24 18,02 32,32 32,54 -0,95 -6,17 8,13 8,35
M2P2 28,12 24 19,31 33,52 34 -4,12 -8,81 54 5,88
M3P2 25,35 22 20,39 34,38 33,77 -3,35 -4,96 9,03 8,42
M4P2 26,08 23,14 21,46 34 32,87 -2,94 -4,62 7,92 6,79
MS5P2 27,25 22 20,45 33,11 34,01 -5,25 -6,8 5,86 6,76
M1S 25,59 29,2 21,2 36,11 34,08 3,61 -4,39 10,52 8,49
M2S 26,45 30,7 20,32 35,25 33,75 4,25 -6,13 8,8 7,3
M3S 26,07 29,8 21,4 35,45 33,02 3,73 -4,67 9,38 6,95
M4S 29,65 31 20,1 36,91 33,07 1,35 -9,55 7,26 3,42
MS5S 24,9 34,5 20,16 34,24 34,53 9,6 -4,74 9,34 9,63

M: Manda C: Cig siit P1:Pastorizasyon 1(65 °C 30 dk.) P2:Pastorizasyon 2 (90 °C 100 dk.) S: Sterilizasyon (135 °C 1-2 sn.)
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Tablo 21: Manda siitii 6rneklerinde 222" degerleri

224 Degerleri

MANDA

SUTU miRNA 34a miRNA 29b miRNA 15a miRNA 223
MI1P1 0,03 0,26 1,40 0,72
M2P1 0,00 0,87 1,78 0,62
M3P1 0,04 0,22 2,53 0,23
M4P1 0,02 0,17 1,45 0,16
M5P1 0,13 0,80 3,61 0,92
M1P2 0,42 0,22 1,85 2,75
M2P2 0,22 0,20 1,40 2,45
M3P2 0,50 0,08 2,09 1,09
M4Pp2 0,23 0,02 1,68 0,92
M5P2 0,25 0,23 1,85 1,44
M1S 0,01 0,02 0,13 0,95
M2S 0,00 0,10 0,42 2,91
M3S 0,00 0,04 0,99 1,84
M4S 0,00 0,05 0,22 0,80
MS5S 0,00 0,28 0,85 1,01

P1:Pastérizasyon 1(65 °C 30 dk.) P2:Pastérizasyon 2 (90 °C 100 dk.) S: Sterilizasyon (135
°C 1-2 sn.)

Manda siitlerinde incelemesi yapilan;
miRNA 34a’nm gruplar arasindaki degerlendirmesinde P1 ile P2 arasinda ve P2

ile S arasinda 242 degerleri istatistiki olarak anlamli bulundu (P<0,05).

miRNA 29b’nin gruplar arasindaki degerlerinde P1 ile S arasinda 2"24* degerleri

istatistiki olarak anlamli goriildii (P<0,05).

miRNA 15a’nm gruplar arasindaki degerlerinde P1 ile sterilizasyon arasinda ve

P2 ile S arasinda 222Ct degerleri istatistiki olarak anlaml1 bulundu (P<0,05).

miRNA 223’tin gruplar arasindaki degerlerinde bulunan degisimler istatistiki

olarak anlamli1 bulunmadi (P>0,05).
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Manda Sutleri
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Sekil 20: Manda siitlerinde 1s1 degisimine gore gruplar arasinda c¢alisilan miRNA’lara ait relatif ifade seviyelerindeki kat degisimleri (P
degeri<0.05).
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Tablo 22 : Esek siitii 6rneklerinde Ct ve ACt degerleri

Ct Degerleri ACt Degerleri
ESEK SUTU miRNA92a miRNA34a miRNA29b miRNA15a miRNA223 |miRNA34a miRNA 29b miRNA 15a miRNA 223
EIC 26,33 24,3 19,08 31,22 31,61 -2,03 7,25 4,89 5,28
E2C 29,25 27,3 18,49 36,08 33 -1,95 -10,76 6,83 3,75
E3C 28,8 29,8 19,5 35,98 35 1 9,3 7,18 6,2
E4C 27,65 26 19,93 33,23 36,2 -1,65 -7,72 5,58 8,55
ESC 29,91 24,9 19,57 35,3 32,97 -5,01 -10,34 5,39 3,06
EIP1 28,54 23 19,81 37,9 33,96 -5,54 -8,73 9,36 5,42
E2P1 29 26 19,82 37,79 34,94 -3 9,18 8,79 5,94
E3P1 25,43 27,83 19,64 38,87 35,09 2.4 -5,79 13,44 9,66
E4P1 27,34 26,24 20,9 36,5 36,37 -1,1 -6,44 9,16 9,03
E5P1 29,9 26,5 21,86 38,99 34,26 3.4 -8,04 9,09 4,36
E1P2 29,88 22,47 21,34 29,27 31,28 7,41 -8,54 -0,61 1,4
E2P2 28,5 25,24 21,62 33,1 31,91 -3,26 -6,88 4,6 3,41
E3P2 28 27,18 19,89 32,09 34,89 -0,82 -8,11 4,09 6,89
E4P2 28,71 23,74 20,67 31,12 35,26 -4,97 -8,04 2,41 6,55
E5P2 29,54 24.4 21,94 33,19 32,6 5,14 -7,6 3,65 3,06
E1S 28,37 23,04 20,06 31 33,33 -5,33 -8,31 2,63 4,96
E2S 29,75 24.8 19,42 33,21 34,14 -4,95 -10,33 3,46 4,39
E3S 27,88 27,2 19,51 32,5 35,94 -0,68 -8,37 4,62 8,06
E4S 27,9 25,4 20,09 31,5 36,4 2.5 7,81 3,6 8,5
ESS 30 23,5 19,83 33,06 33,54 -6,5 -10,17 3,06 3,54

E: Esek C: Cig siit P1: Pastorizasyon 1(65 °C 30 dk.) P2:Pastorizasyon 2 (90 °C 100 dk.) S: Sterilizasyon (135 °C 1-2 sn.)
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Tablo 23: Esek siitii drneklerinde 22" degerleri

2744 Degerleri

ESEK

StSjTﬂ miRNA 34a miRNA 29b miRNA 15a miRNA 223
E1P1 2,46 0,60 0,01 0,20
E2P1 2,46 0,40 0,31 0,26
E3P1 3,92 0,91 0,14 0,94
E4P1 0,85 0,51 0,10 0,89
E5P1 0,33 0,20 0,08 0,41
E1P2 3,56 0,21 3,86 1,26
E2P2 4,17 0,11 7,89 2,13
E3P2 6,15 0,76 14,83 1,08
E4P2 4,79 0,60 4,32 1,92
E5P2 1,41 0,19 4,32 1,29
EIS 2,40 0,51 1,17 0,30
E2S 5,66 0,53 7,31 0,45
E3S 6,06 0,99 11,16 0,52
E4S 1,52 0,90 3,32 0,87
ESS 2,64 0,84 4,72 0,67

P1: Pastorizasyon 1 (65 °C 30 dk.) P2: Pastorizasyon 2 (90 °C 100 dk.) S:
Sterilizasyon (135 °C 1-2 sn.)

Esek siitlerinde incelemesi yapilan;

miRNA 34a ve miRNA 29b’nin gruplar arasindaki degerlerinde bulunan

degisimler istatistiki olarak anlamli bulunmadi (P>0.05).

miRNA 15a’nin gruplar arasindaki degerlerinde P1 ile P2 arasinda 244

degerleri istatistiki olarak anlamli bulundu (P<0.05).

miRNA 223’{in gruplar arasndaki degerlendirmesinde P1 ile P2 arasinda ve P2

ile S arasinda 222t degerleri istatistiki olarak anlaml1 bulundu (P<0.05).
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Esek Sutleri
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Sekil 21: Esek siitlerinde 1s1 degisimine gore gruplar arasinda c¢alisilanan miRNA’lara ait relatif ifade seviyelerindeki kat degisimleri (P
degeri<0.05)
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Calismamizda koyun, kec¢i, inek, manda ve esek tiirlerine ait ¢ig siitlerde
kullanilan 4 adet miRNA’nin Ct degerleri miRNA 92a ile normalize edilip ACt
degerleri bulunmustur. Her bir miRNA’nin tiirler arasindaki ACt degerleri arasindaki
farklar karsilastirilmistir. DNA miktar1 her bir PCR dongiisiinde yaklagik olarak iki
katina ¢ikmaktadir. Bu yiizden Ct degeri logaritmik 6lgeklidir ve DNA miktar: ile
RNA ters oranthidir.

Ekspresyon ifadesi olarak degerlendirdigimizde yiiksek Ct degerleri diisiik gen
ekspresyonunu, diisiik Ct degerleri ise yliksek gen ekspresyonunu ifade etmektedir.
Ayni durum ACt degerleri i¢in de s6z konusudur. Yani yliksek ACt degerleri diisiik
gen ekspresyonunu diisik ACt degerleri ise yiliksek gen ekspresyonunu ifade

etmektedir. Farkli hayvan tiirlerine ait ¢ig siitlerdeki miRNA’lara ait ACt degerleri

Tablo 24’te verilmektedir.

Tablo 24 : Tiirlere gore ortalama Normalizasyon degerleri

ACt Degerleri
TURLER miRNA 34a miRNA 29b  miRNA 15a miRNA 223
Koyun Cig Siit -5,57 -10,71 1,89 3,55
Kegi Cig Siit -4,93 -6,77 6,58 6,46
Inek Cig Siit -5,55 -7,94 4,84 3,31
Manda Cig Siit -6,29 -10,71 6,83 6,65
Esek Cig Siit -1,93 -9,07 5,97 5,37

Calismada normalizasyon icin miRNA 92a kullanilmistir. Normalizasyon
degerleri incelendiginde incelemesi yapilan miRNA’larm tiim tiirlerin siitlerinde

ekspresyonlarinin oldugu anlasilmistir.

miRNA 34a’nin Ct degerlerinin housekeepping ile normalizasyonu sonucu elde
edilen degerler incelendiginde inek, koyun, ke¢i ve manda siitleri arasinda anlamli
bir farklilik bulunmadi. Sadece esek siitlerinde miRNA 34a’nin ekspresyon

ifadesinin diger tiirlere oranla daha yiiksek oldugu anlagildi.
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miRNA 29b’nin Ct degerlerinin housekeepping ile normalizasyonu sonucu elde
edilen degerler incelendiginde miRNA 29b ifadesinin tiirler arasinda anlamli bir

farklilik bulunmada.

miRNA 15a’nin Ct degerlerinin housekeepping ile normalizasyonu sonucu elde
edilen degerler incelendiginde inek, manda, kegi esek siitleri arasinda anlamli bir
farklilik bulunmadi. Koyun siitlerinde miRNA 15a nin ekspresyon ifadesinin diger

tiirlere oranla daha yiiksek oldugu anlasildi.

miRNA 223’ {in Ct degerlerinin normalizasyonu sonucu elde edilen degerler
incelendiginde koyun ve inek siitlerinin ekspresyon ifadelerinin diger tiirlere oranla

daha yiiksek oldugu anlasildi.

mRNA-34a miRNA-29b miRNA-13a miRNA-113

BIE

— -1

T T T ! ! 1 1 !
k) 3+

Sekil 22: Tiirlere gore ortalama Normalizasyon degerlerinin grafik iizerinde
goriinimi
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6- TARTISMA

Siitiin icerisinde miRNA’larin varligmin tespit edilmesi ile birlikte bu alan
oldukca 6nemli bir konu haline gelmistir. Siitte bulunan miRNA’larin saglik ve
hastalik lizerine olan etkileri ile bazi hastaliklarin degerlendirmesinde biyobelirteg
olarak kullanilabilmeleri, siit verimine ve kalitesine yonelik etkileri gibi 6zellikler bu

konu iizerine olan ilgiyi daha da arttirmistir (146).

Zhang ve ark. (147) yaptiklar1 bir calismada, pirincte yer alan bitkisel kokenli
miRNA 168a’nin diyetle farelere verildigini ve bu miRNA’nin fare karacigerinde
gen ekspresyonunda etkileri oldugunu belirtmistir. Bu arastirma c¢esitli tartigmalara
neden olmustur (148). miRNA’larin gidalarla alinabilecegi konusu tartigmalarla
birlikte konu ile ilgili cok sayida arastrmanin yapilmasini saglamstir. Ozellikle
farkli tiirlere ait siitlerde bulunan miRNA’larin insana aktarilabilecegi konusu
arastirmacilarm ilgisine neden olmustur (9,149). Siit i¢erisinde bulunan miRNA’lar
siitte serbest olarak bulunabilirler (150). Ancak yapilan son c¢alismalar bu
miRNA’larin biiyiik bir kismmim ekstraselliiler vezikiillerde 6zellikle eksozomlar

icerisinde bulundugunu ortaya koymustur (151).

Bu calismada inek, manda, koyun, keci ve esek siitlerinde miRNA 15a, miRNA
34a, miRNA 29b ve miRNA 223’iin varlig1 arastirilmistir. miRNA’lar1 elde etmek
icin Oncelikle siitlerden eksozomlar izole edilmis ve bu eksozomlardan bu dort
miRNA ekstrakte edilerek ekspresyon seviyeleri belirlenmistir. Bu ¢alismada analiz
edilen siitlere ii¢ farkli 1s1l islem uygulayarak her bir 1sil islem sonucunda dort
miRNA’min ekspresyon seviyeleri incelenmistir. Boylece dort adet miRNA’nin

uygulanan 1s1l isleme kars1 gostermis olduklar1 farkliliklar belirlenmistir.

6.1 Farkh Hayvan Tiirlerinin Siitlerinde Bulunan miRNA’larin incelenmesi

6.1.1. inek siitii

Yapilan literatiir incelemesinde, bu ¢alismada kullanilan hayvan tiirleri arasinda
miRNA’larn en fazla sigirlarda calisildigr belirlendi. miRBase verilerine gore

ruminantlar arasmmda en fazla miRNA sayisinin  sigirlarda  tespit edildigi
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anlagilmaktadir. Sigirlarda siitte miRNA ¢aligmast ve siit eksozomlarinda miRNA

caligmalarina diger tiirlere oranla daha fazla rastlanilmaktadir (152).

Izumi ve ark. (153), ineklerde kolostrum ve laktasyon donemi siitiindeki miRNA
farklarmi belirlemek amaciyla mikroarray ve kantitatif PCR analizleri kullanarak
sigir st miRNA'smi arastirdiklar1 ¢alismada, sigir siitiinde toplam 102 miRNA
tespit etmislerdir. Ozellikle bagisiklik ve gelisim ile ilgili olan miRNA 15b, miRNA
27b, miRNA 29b, miRNA 34a, miRNA 106b, miRNA 130a, miRNA 155 ve miRNA
223’iin kolostrumda siitten onemli 6l¢iide daha yiiksek oranda eksprese edildigini

belirtmislerdir.

Bu calismaya benzer sekilde ¢alismamizda inek siitinde miRNA 15a, miRNA
34a, miRNA 29b ve miRNA 223 olmak iizere dort miRNA’nin da ekspresyonunun
oldugu gdzlemlenmistir. Izumi ve ark. (153) yaptiklar1 ¢alismada normalizasyon i¢in
miRNA 39a’y1 kullanmiglardir. Bu ¢alismada normalizasyon i¢in miRNA 92a
kullanilmistir. Bu nedenle ekspresyon miktarlar1 agisindan tam bir karsilastirmanin

yapilmas1 miimkiin degildir ve farkliliklar bu durumdan kaynaklanabilir.

Baier ve ark. (9) tarafindan yapilan calisma, inek siitii icerisinde yer alan
miRNA’larin insan bagirsagindan emildigini gosteren ilk calismadir. Calismada
bitkisel gidalar ve inek siitiine yonelik bir arastirma yapilmistir. Brokoli yedikten
sonra insanda brokoli kokenli miRNA 167a ve miRNA 824 ekspresyonunda kan
plazmasinda herhangi bir yiikselme gozlenmezken inek siitii tiikketiminden sonra siit
kaynakli miRNA 29b ve miRNA 200c ekspresyonun kan plazmasinda arttigmi
belirtmislerdir. inek siitii tiiketiminden sonra miRNA 29b'nin hedefi olan bir genin
ekspresyon seviyesinin kan mononiikleer hiicrelerinde yiikseldigi bildirilmis ve inek
siiti kokenli miRNA’larin insanlar tarafindan tiiketildikten sonra kullanilabilir
oldugunu ortaya koyarak siitte bulunan miRNA’larin insan gen regililasyonunda

gorev aldigmi bildirmislerdir.

Rani ve ark. (154) inek siitiinde bulunan eksozomal miRNA'larin biyoaktif
niikleik asitler oldugunu belirterek, sindirim siire¢lerine kars1 stabiliteleri ve hiicresel
fonksiyonlara biyoyararlanimlarinin hala tartismali oldugunu bildirmislerdir. Bu
amagla yaptiklar1 ¢aligmada, inek siitii eksozomlarinda bulunan miRNA'larin

bagirsak epitel hiicreleri tarafindan alimlar: ile birlikte sindirim siire¢lerine karsi
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stabilitesini arastirmak i¢in invitro sindirim modeli kullanmiglardir. Siit eksozomal
miRNA'larmin tiikiiriik, mide, safra ve pankreas enzimleri gibi farkli sindirim
stvilartyla invitro sindirime  karst  direngli  oldugunu  bulmuslardir. Calisma
sonucunda, inek siitii eksozomlarinin miRNA'lar1 zorlu sindirim siireglerine karsi
korudugunu ve hiicresel islev i¢in kan dolasimina ulagsmak iizere bagirsak bariyerini
gegebildiklerini bildirmislerdir. Genel olarak literatiir sonuglar1 siit eksozomlarmin
gastrointestinal sistemin kosullarindan etkilenmediklerini, eksozomlar igerisinde yer
alan miRNA’larin korunduklarini ve insan dolasim sistemine gecebildiklerini ortaya

koymustur.

Wang ve ark. (155) Holstein k1 sigirlarda laktasyon sirasinda yiiksek kaliteli
siit iireten inekler ile diisiik kaliteli siit Gireten ineklerin meme bezlerindeki miRNA
152°nin ekspresyon seviyelerini incelemisler ve miRNA 152 ekspresyonunun yiiksek
kaliteli siit tireten ineklerde diisiik kaliteli siit {ireten ineklere kiyasla dnemli 6lgiide
arttigin1  bulmuslardir. Sonug¢ olarak, miRNA 152’nin siit ineklerinin meme

bezlerinde gelisim ve laktasyon siireclerinde 6nemli rol oynadigini belirtmislerdir.

Bu caligmaya benzer olarak Shen ve ark. (156) holstein ki1 sigirlarda
miRNA’larin lipit sentezine etkilerini aragtirmak amaciyla yiliksek ve diisiik yag
oranmna sahip ineklerin meme bezi dokusunda miRNA varligmi ve ekspresyon
seviyelerini incelemisler. Sonug olarak miRNA 152’nin yag metabolizmasinda gorev
alan iic gen {izerinde etkisinin oldugunu ve miRNA 152°nin siit yaginin

diizenlenmesinde rol aldigini belirtmislerdir.

Melnik ve ark. (105) sigir siitiinde en fazla bulunan miRNA’nin miRNA 148
oldugunu belirterek miRNA 148a nin lipit metabolizmasini diizenleyen birka¢ geni

kontrol ederek siit yaginin lizerinde etkisininin oldugunu belirtmislerdir.

Chen ve ark. (157) ineklerde laktasyonun farkli zamanlarinda miRNA16 nin
ekspresyon diizeylerini incelemislerdir. Caligmada dort farkli donemden siit
orneklerinde inceleme yapmiglar ve miRNA 16 seviyesinin her donemde degistigini
belirterek miRNA16 ile siit yagi arasinda negatif bir korelasyon oldugunu

belirtmislerdir.
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Bu calismada inek siitiiniin bilesiminde yer alan kuru madde, protein ve yag
icerigi ile pH degerlerinin miRNA 15a, miRNA 34a, miRNA 29b ve miRNA 223 ile
iligski diizeyi incelendi. Gruplar arasinda sadece miRNA 34a ile yag arasinda gii¢lii
diizeyde pozitif (1:0,9) ve anlamli bir iligki bulundu (P<0,05). Literatiir caligmalar1
incelendiginde inek siitiiniin bilesiminin diizenlenmesinde miRNA’larm aktif rol
oynadig1 anlasilmaktadir. Ancak inceledigimiz miRNA’lardan sadece miRNA 34a ile
yag arasmnda pozitif bir korelasyon bulundu. Bu miRNA ile yapilan baska bir
calismaya rastlanilmadi. Bu nedenle elde edilen bu veri inek siitiinde yapilan ilk

calismalardan olmasi nedeniyle 6nemli bulundu.

6.1.2 Manda siitii

Mandalarda genel olarak miRNA’lar ile yapilan calismalar incelendiginde
miRNA’larin ¢esitli amaglarla kullanildig1 goriilmektedir. Guelfi ve ark. (158)
mandalarda gebeligin tespitinde miRNA’larin kullanirmma yonelik yaptiklari
calismada; suni tohumlamadan 40 giin sonra analizini yaptiklar1 tiim miRNA
larin gebe ve gebe olmayan mandalar arasinda farkli sekilde ifade edildigini
bulmuslardir. Calismada miRNA’larim mandalarda gebeligin tespitinde biyobelirteg

olarak kullanilabilecegi yoniinde bir ¢alisma olabilecegini belirtmislerdir.

Manda siitiinde miRNA ve eksozomal miRNA’ya yonelik olarak son yillarda
yapilmig sinirli ¢aligmalar bulunmaktadir. Cai ve ark. (159) manda laktasyon
fizyolojisinde miRNA'min roliinii incelemek iizere mandadan laktasyon donemi ve
kuru donemde olmak iizere meme bezi dokusu almarak miRNA profili yiiksek
verimli siralama teknolojisi (Illumina-Solexa) kullanilarak arastirmislardir. Yapilan
calismada sonu¢ olarak mandanin miRNA ekspresyon profilini ve bazi 6nemli
miRNA’lar ile bunlarin hedef genleri arasindaki etkilesime genel bir bakis

saglamglardir.

Chen ve ark. (160) manda siitliniin biyoaktif maddeler agisindan zengin
oldugunu belirterek manda siitii i¢erisinde yer alan eksozomal miRNA’larin hiicreler
arasi iletisime aracilik edebilecegini bildirmis, manda, inek, domuz, panda ve insan
stitii kullanarak yaptiklar1 ¢aligmada siitler igerisindeki eksozomal miRNA profilini
analiz etmislerdir. Sonug¢ olarak tiim tiirlerde 558 farkli miRNA’nin oldugu ve

yiiksek oranda eksprese edilen ilk 10 miRNA’nin siitii ¢aligilan tiim tiirlerde benzer
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oldugunu belirtmislerdir. Bu miRNA’larin hastalik direncini, bagigiklik tepkisini ve
temel metabolizma olaylarin1 modiile etmek icin 400 farazi bdlgeyi hedefledigini
belirtmiglerdir. Bu nedenle manda siitiinden elde edilen eksozom tiirevi
miRNA'lardan kaynakli manda siitii tiiketiminin potansiyel fizyolojik Gneminin

oldugunu bildirmislerdir.

Rani ve ark. (161) tarafindan manda siitii eksozomlarindaki miRNA'y1
tanimlama ve karakterize amaciyla yapilan calismada, manda siitli eksozomlarinda

351 miRNA ve daha 6nce agiklanmamis 17 miRNA’y1 tanimlamiglardir.

Bu caligmada incelemis oldugumuz miRNA 15a, miRNA 29b, miRNA 34a ve
miRNA 223’iin manda siitlerinde ekspresyonlar1 bulunmustur. Incelemesini
yaptigimiz bu miRNA’lar hem Rani ve ark. (161) hem de Chen ve ark. (160)
yaptiklar1 calismada siit eksozomlarinda bulduklar1i miRNA’lar arasinda yer
almaktadir. Fakat gerek normalizasyonda kullanilan miRNA’larin farkli olmasi
gerekse calismada kullanilan mandalarin beslenme ve yetistirilme ozellikleri gibi
farkliliklarin  bulunmasindan dolay1 ekspresyon seviyeleri agisindan tam bir

karsilagtirma yapilamamaistir.

Calismamizda manda siitiiniin bilesiminde yer alan kuru madde, protein ve yag
icerigi ile pH miktarmin miRNA 15a, miRNA 34a, miRNA 29b ve miRNA 223 ile
iligki dilizeyi incelenmistir. Manda siitiinde miRNA 15a ile kuru madde ve yag
arasinda her ne kadar giiclii diizeyde pozitif (1:0,82) bir iligki bulunmus olsa da

istatiksel agidan bu iliskinin 6nemli olmadigi bulunmustur (P>0,05).

6.1.3 Koyun Siitii

Koyun siitinde miRNA ¢alismalar1 daha ¢cok meme bezi ve meme bezinin
gelisimine yonelik olarak yapilmistir. Galio ve ark. (162) miRNA 21, miRNA 205 ve
miRNA 200’lin koyunlarda meme bezindeki varligini, gebeligin farkli donemlerinde
ve Ostrus doneminde incelemislerdir. Bu miRNA’larin meme bezinde epitel dokunun
gelisimine ve siit sekresyonuna etkisinin oldugunu belirtmislerdir. Wang ve ark.
(163) tarafindan koyun meme dokusunda sistematik miRNA ekspresyon profillerini
bildiren calismada koyunlarm laktasyon doneminde ve kuru donemde meme

bezindeki miRNA’larin ekspresyon profillerini RNA dizilimi kullanarak incelemisler
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ve her iki donemde toplam 147 olgun miRNA’nin ifade edildigini belirtmislerdir.
Laktasyon donemi ile karsilastirildiginda, emzirmeyen koyun meme bezindeki 8 adet
miRNA’nin 6nemli 6l¢iide yukari regiile edilidigini, 15 adet miRNA’nimn ise asagi
regiile edildigini bildirmislerdir.

Koyun siitiinde miRNA ve Ozellikle eksozomal miRNA’lara yonelik ¢aligmalar
oldukca sinirhidir. Quan ve ark. (164) siit ekstraselliiler vezikiilleri (EV) igerisinde
bulunan miRNA’larin hiicreler aras1 ve Ozellikle anne ile yenidogan arasindaki
iletisime aracilik edebilecegini belirterek, koyun siitlii ekstraselliiler vezikiillerin
miRNA profilini karakterize etmis ve inek siitii ile karsilagtrmasimi yapmislardir.
Calismada EV’lerin yiliksek oranda miRNA icerdigini belirterek 601 adet yeni
miRNA ve koyunlarda daha 6nce belirlenmis 84 adet miRNA tespit etmislerdir. Inek
siitiinde ve koyun siitiinde en ¢ok eksprese edilen miRNA’lar1 karsilastirdiklarinda 4

adet miRNA ’nin ortak oldugunu belirtmislerdir.

Duman ve ark. (165) Akkaraman koyun irkinda yiiksek ve diisiik laktasyon
verimli gruplar arasinda koyun siitiindeki laktasyon ile iligkili bazi ©Onemli
miRNA'larin ekspresyon diizeyini belirlemeye yonelik bir c¢alisma yapmislardir.
Calismada deneysel olarak elde edilen miRNA ekspresyon sonuglarina ek olarak,
ilgili biyolojik yollar1 belirlemek i¢cin miRNA hedef genlerini biyoinformatik analizle
belirlemislerdir. Sonug¢ olarak gruplar arasinda ekspresyon diizeyinde anlamli
farklilik gdsteren miRNA olarak miR-181a, miR-23a, miR-27a, miR-16b ve miR-
374’1 bulmuslardir. Ayrica miR-27a ile siit proteini ve laktoz igerigi arasinda negatif
korelasyon, miR-16b ile yiiksek siit verimi grubunda negatif korelasyon gosterdigini

belirtmislerdir.

Hao ve ark. (166) yaptiklar1 ¢aligmada 2 farkli koyunda kuru dénem ile
laktasyon doneminde miRNA 432°nin meme bezi dokusundaki ekspresyon
seviyelerini incelemisler ve ekspresyon seviyesinin iki donemde farkli oldugunu
ifade etmislerdir. miRNA 432’nin siit yag1 sentezinde gorevli 3 gen lizerinde negatif
etkiye sahip oldugunu bildirerek miRNA 432 ile siit yagi arasinda negatif bir
korelasyon oldugunu belirtmislerdir. Wang ve ark. (167) koyunlarda meme bezi
hiicrelerinde miRNA 199a-3p’nin siit yag1 ile negatif bir iligkisinin oldugu
bildirmislerdir.
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Mevcut calismada koyun siitiinde miRNA 15a, miRNA 34a, miRNA 29b ve
miRNA 223 olmak iizere dort miRNA’nin da ekspresyonunun oldugu anlagilmistir.
Ozellikle kanser baskilayici 6zelligi bilinen miRNA 15a’nm ekspresyon ifadesinin
diger tiirlere gore anlamli derecede daha yiiksek oldugu anlasilmistir. Bu miRNA’nin
koyun siitiinde diger tiirlerden daha yiiksek oranda ifade edilmesi Onemli

bulunmustur.

Calismada kullanilan miRNA’larin koyun siitiinlin bilesiminde yer alan kuru
madde, protein ve yag igerigi ile pH miktar1 arasindaki iliski diizeyinin
incelenmesinde, miRNA 34a ile kuru madde arasinda gii¢lii diizeyde negatif (r:0,94)
ve anlamli bir iligki bulunmustur (P<0,05). Koyun siitiinde miRNA 29b ile kuru
madde ve yag arasinda giiclii diizeyde negatif ve anlamli bir iligki bulundu (P<0,05).
Ayrica miRNA 34a ile pH arasinda gii¢lii diizeyde pozitif (r: 0,9) ve anlaml bir iligki
oldugu goriildi (P<0,05).

Literatiir caligmalar1 incelendiginde koyun siitiiniin bilesiminin diizenlenmesinde
miRNA’larin aktif rol oynadig1 anlasilmistir. Smirli sayida da olsa konu ile ilgili baz1
calismalar mevcuttur. Duman ve ark. (165) Akkaraman koyun irkinda yaptiklari
calismada miR-27a ile siit proteini ve laktoz icerigi arasinda negatif korelasyon,
miR-16Db ile yiiksek siit verimi arasinda negatif korelasyon oldugunu belirtmislerdir.
Bu caliymada incelemesi yapilan miRNA 34a’nin kuru madde ile negatif
korelasyonuna ve pH ile pozitif korelasyonuna ve miRNA 29b’nin kuru madde ve
yag ile negatif korelasyonuna dair literatiirlerde herhangi bir c¢alismaya
rastlanilmamistir. Caligma miRNA 34a ve miRNA 29b’ nin koyun siitii bilesimi ile
iliskisine dair yapilan ilk c¢alismalardan biri olmasi nedeniyle 6nemlidir. Bu
miRNA’lar koyunlarda siit verimi, kuru madde ve yag orani ile iliskileri a¢isindan

ileride yapilacak ¢alismalara kaynak olusturabilecekiir.

6.1.4. Keci siitii

Kecilerde genel olarak miRNA ve karakterizasyonu ile ilgili yapilan ¢aligmalar,
ke¢i siitiinde yapilan miRNA c¢alismalarina oranla daha fazla bulunmaktadir.
Ozellikle meme ve meme bezi dokusu ile ilgili calismalara yogunlasilnustir. Li ve

ark. tarafindan (168) kecilerin meme bezinde eksprese edilen miRNA’lar1
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belirleyebilmek ve karsilastirabilmek amaciyla yapilan bir calismada, laktasyonun
pik doneminde ve kuru donemde kegilerin meme bezi dokusu almarak miRNA
profili incelenmistir. Sonu¢ olarak 346 bilinen miRNA ve 95 yeni miRNA olmak
tizere toplamda 441 miRNA tanimlamislardir. Arastirmacilar elde edilen bu verilerin
miRNA'larm laktasyonun biyolojik siireglerindeki rolleri, hedef gen ekspresyonu ve

regililasyon mekanizmalar1 hakkinda yarar saglayacagini belirtmislerdir.

Lin ve ark. (169) yapmis olduklar1 ¢alismada, miRNA 27a’nin siit kegisi meme
bezi epitel hiicrelerinde trigliserit birikimini baskiladigmi ve yag metabolizmas: ile
iliskili gen ifadesini etkiledigini belirtmislerdir.  Lin ve ark. tarafindan aym yil
icinde yapilan baska bir calismada miRNA 103’iin meme bezi hiicrelerinde siit yag
sentezi ile iliskili genlerin transkripsiyonunu arttirdigint ve bunun trigliserit

birikimine sebep oldugunu bildirilmislerdir (170).

Chen ve ark. (171) yapmis olduklar1 calismada, miRNA183’iin ke¢i meme epitel
hiicrelerinde siit yag1 metabolizmasini diizenledigini bildirmislerdir. Ma ve ark. (172)
keci siitiiniin yag metabolizmasinda miRNA’larin kritik rolleri oldugunu belirterek,
miRNA 25’in lipit metabolizmasinda yer alan genlerin ifadelerini azaltarak negatif

bir etki yaptiklarini belirtmiglerdir.

Literatiir calismalar1 incelendiginde, keci siitiiniin bilesiminin diizenlenmesinde
miRNA’larin 6nemli rol oynadigi, 6zellikle yag metabolizmasindaki rollerine iliskin
calismalarin mevcut oldugu anlasilmistir. Yaptigimiz calismada keci siitliniin
bilesiminde yer alan kuru madde, protein ve yag icerigi ile pH miktarinin miRNA
15a, miRNA 34a, miRNA 29b ve miRNA 223 ile iliski diizeyini inceledik. Gruplar
arasinda sadece miRNA 223 ile kuru madde arasinda giiglii diizeyde pozitif (r:0,9) ve
anlaml bir iliski bulunmustur (P<0,05).

miRNA 223 ile ilgili olarak Lin ve ark. (173) kecilerde meme bezi dokusunda
lipit metabolizmasini arastirmak icin yaptiklar1 bir ¢alismada, miRNA 223’iin de
aralarinda bulundugu 11 adet miRNA’nin ekspresyon seviyelerini incelemigler ve
miRNA 223’tin  seviyesinde herhangi bir degisimin gdzlemlenmedigini

bildirmisglerdir.
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Son zamanlar da kegi siitiinde miRNA ile ilgili daha yogun calismalar yapilmaya
baglanmigtir. Na ve ark. (174) anne siitiindeki immiin baglantili miRNA’larin
bebeklerde ve gen¢ hayvanlarda immiin organ gelisimi ve immiin fonksiyonun
diizenlenmesi ile ilgili hiicre dist miRNA’lar oldugunu belirtmislerdir. Bu amagla
kegiler, insanlar ve siit sigirlarinda bagisiklikla ilgili oldugunu belirttikleri miRNA
146, miRNA 155, miRNA-181a, miRNA 150 ve miRNA 223 olmak iizere bes
miRNA’nin ekspresyon seviyelerini karsilastirmislardir. Calismada Oncelikle
kolostrumdan ve siitlerden ayri1 ayrt miRNA’larin ekstraksiyonunu gerceklestirmisler
daha  sonra  kantitatif = RT-PCR  kullanarak  ekspresyon  seviyelerini
degerlendirmislerdir. Keci siitiinde incelemesini yaptiklart miRNA’larin tlimiini
tespit etmislerdir. Calismada sigir siitiinde kegi siitiine oranla daha fazla miRNA
223’lin  eksprese edildigini bildirmislerdir. Ayrica miRNA 223’tin  keci
kolostrumunda insan kolostrumuna oranla daha fazla eksprese edildigini

belirtmislerdir.

Na ve ark. (174) yaptiklar1 calismada miRNA 223 ile ilgili olarak elde ettikleri
veriler bu ¢alisma ile kiyaslandiginda, mevcut calisma da miRNA 223’{in hem inekte
hem de kegilerde ekpresyonu belirlenmistir. Ilave olarak bu arastrmada miRNA’lar
direk siitten degil eksozomlarm igerisinden ekstrakte edilmistir ve ¢alismada
kecilerde miRNA 223’iin ekspresyon seviyesinin ineklere oranla istatistiki olarak bir

anlam ifade etmese bile daha yiiksek oldugu goriilmiistiir.

Golan - Gerstl ve ark. (175) insan, inek ve kegi siitiinde yeni nesil sekanslama ve
real time PCR uygulayarak bir ¢alisma yapmislardir. Calismada insan siitiinde ifade
edilen miRNA profilinin yaklasik %91-92'sinin si8ir ve ke¢i siitiinde de ifade
edildigini belirtmisler. Ayrica, sigir ve keci siitiinde ifade edilen miRNA'larin

sirasiyla %89 ve %83'll insan anne siitiinde de bulundugunu bildirmislerdir.

Yun ve ark. (176) yaptiklar1 ¢alismada insan, inek ve kegi siitiiniin eksozomal
miRNA’larn1  hem kolostrum da hem ¢ig siitte karsilastrmali olarak
kiyaslamislardir. Calismada Saanen kecilerinden dogumdan sonraki 3 giin i¢inde
toplanan kolostrum ile dogumdan 1 ay sonra toplanan siitte bulunan miRNA profili

icin RNA siralama yontemi kullanilmistir. Sonug¢ olarak insan siitiinde yiiksek
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oranda ifade edilen miRNA'larin tiirler arasinda benzer sekilde korundugunu

belirtmiglerdir.

Kegi siitlerinde yaptigimiz caligmada miRNA 15a, miRNA 223, miRNA 34a,
miRNA 29b’nin incelemesi yapilmistir. Yapilan calismada tiim miRNA’larin kegi
siitlerinde  ekspresyonlarmin oldugu anlasilmustir. Ozellikle insanlarda kemik
mineralizasyonunda gorevi oldugu bildirilen miRNA 29b’nin keci siitlerinde diger

tiirlere oranla daha fazla eksprese edildigi goriilmiistiir.

6.1.5. Esek Siitii

Bu arastirmada incelenen tiirler arasinda miRNA ve karakterizasyonu agisindan
en az calismanin yapildig tiirdiir. Eseklerde miRNA alaninda genel olarak yapilan

calismalar incelendiginde;

Huang ve ark. (177) esek genomu ve karyotipte epigenetik diizenlemenin roliinii
anlamak i¢in yaptiklar1 bir caligmada, esek ve diger memeli tiirlerinde diferansiyel
olarak genisletilmis miRNA ailelerini analiz etmisler ve esek genomunda toplam
1198 miRNA’y1 tanimislardir. Esek genomundaki miRNA sayisinin insanlarla
(1215) ve farelerle (1497) benzer oldugunu, atlardan (881), kopeklerden (647) ve
sigirlardan (494) daha yiiksek oldugunu bildirmislerdir. Diger tiirlere gore esek
genomunda birkag miRNA ailesinin genisledigini ve bu genisletilmis miRNA
ailelerinde 6nemli 6l¢iide zenginlestirilmis hedeflenen genler ile iligkili olan hiicre

dongiisii, kanser ve oosit mayozu ile iliskili olabilecegini bildirmislerdir.

Unger ve ark. (178) tek tirnaklilarda sarkoid hastaliginin teshisinde miRNA’larin
biyobelirte¢ olarak kullanilabilirligini arastirdiklar1 ¢aligmada at ve eseklerde serum
miRNA 331, miRNA 100 ve miRNA 1 ekspresyon seviyelerini karsilastirmiglardir.
Sonug¢ olarak miRNA 331’in hastalikli dokularda daha fazla eksprese edildigini ve
hastaligin teshisinde bu miRNA’dan faydalanilabilecegini belirtmiglerdir.

Li ve ark. (179) eseklerde iskelet kasmin lif tiplerini belirleyen molekiiler
mekanizmalarin tam olarak anlagilmadigini belirtmisler ve psoas major kasmni ve
biseps femoris kasmi segerek bu kaslarm mRNA ve miRNA transkriptomlarini
RNA-seq yoluyla sistematik olarak karsilastirmislardir. Sonu¢ olarak eseklerde
bilinen 21 eksprese edilmis miRNA'yr tanimlamislardir. Ayrica miRNA'larn,
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ozellikle miRNA-193a-5p ve miRNA-370’in esas olarak aktin baglanmasma etki
edecegini ve eseklerde miyofibril bilesimini diizenleyebilecegini belirtmislerdir. Bu
miRNA’larin eseklerde et kalitesi 6zelliklerini gelistirmek i¢in kullanilabilecegini

bildirmislerdir.

Eseklerde ozellikle siitlerde miRNA alaninda yapilan g¢aligmalar olduke¢a
smirlidir. Fei ve ark. (180) miRNA'lar ve mRNA’larin eseklerde siit bileseni
sentezinin ve meme bezi gelisiminin diizenlenmesinde yer aldigini belirtmislerdir.
Ancak laktasyona dahil olan miRNA ve mRNA'larin diizenleyici profilinin tam
olarak agiklanmadigmi bildirmislerdir. Bu amagla laktasyon doneminde bulunan ii¢
adet esekten ve kuru donemdeki ii¢ esekten meme bezi dokusu alinarak burada
bulunan mRNA ve miRNA’larm analizleri yapilmistir. Emzirmeyen gruba kiyasla
emziren grupta 293 adet miRNA tanimlamislardir. Bu miRNA’larm 231 adeti yukar1
regiile edilmis, 62 adeti de asagi1 regiile edilmis miRNA olarak belirlenmistir. Sonug
olarak, Ozellikle miRNA 874-3p’nin eseklerde meme bezinde bagisiklik ve siitiin
lipit, protein ve vitamin metabolizmasinda yer alan mRNA'lar1 hedefleyen anahtar
miRNA'lar oldugunu belirterek, miRNA’larin meme bezlerinde biyoaktif siit bileseni
metabolizmasmi diizenledigini ve eseklerde siit {retimini iyilestirmek icin

kullanilabilir oldugunu bildirmislerdir.

Bu ¢aligmada esek siitiiniin bilesiminde yer alan kuru madde, protein ve yag
icerigi ile pH miktarmin miRNA 15a, miRNA 34a, miRNA 29b ve miRNA 223 ile
iliski diizeyi incelenmistir. miRNA 29b ile yag arasinda giiclii diizeyde pozitif (1:0,9)

ve anlamli bir iliski bulunmustur (P<0,05).

Fei ve ark. (180) yapmis oldugu calismada incelenen tiim miRNAlar kontrol
edildi ve miRNA 29b ile ilgili herhangi bir veriye rastlanilmadi. Esek siitii
bilesiminde miRNA 29b’nin etkisi ile ilgili yapilan baska bir c¢aligmaya
rastlanilmadi. Bu nedenle elde edilen bu veri esek siitiinde yapilan ilk ¢aliymalardan

olmasi1 nedeniyle 6nemli bulundu.

Mekoci ve ark. (181) siitte bulunan ekstraselliiler vezikiillerin  sinyal
molekiillerini ¢evreleyen boylece uzak hiicreler ve dokular arasinda sinyal aracilar1
olarak islev goren, bagisiklik modiilasyonu gibi biyolojik etkiler uygulayan yapilar

oldugunu belirtmislerdir. Bu amagla inek, esek ve kegi ekstraselliiler vezikiillerinin
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RNA igerigini, mRNA ve miRNA kiitiiphanelerinin transkriptomik analizi yoluyla
karakterize etmiglerdir. Tiim tiirlerde en c¢ok temsil edilen kiiciik RNA smifinin
miRNA oldugunu belirterek, bagisiklik diizenleyici fonksiyon iizerinde yliksek
etkiye sahip 10 adet miRNA’nin inek, ke¢i ve esek tiirlinde ortak olarak yiiksek
diizeyde eksprese edildigini bildirmislerdir.

Mevcut calisma da incelemesi yapilan miRNA 15a, miRNA 223, miRNA 34a,
miRNA 29b’nin esek siitlerinde ekspresyonlarmin oldugu anlasilmustir. Incelemesi
yapilan miRNA’larin  esek siitlerinde ekspresyonlarna yonelik daha ©nce
arastirilmasinin yapilmadigindan bu miRNA’larin esek siitiinde varliginin ortaya
konulmast bu konuyla ilgili daha sonra yapilacak c¢aligmalar i¢in yol gosterici

olacaktir.

6.2. Siitte Arastirmasi Yapilan miRNA’larin Isiya Bagh Degisimlerinin
Incelenmesi

Chen ve ark. (182) inek siitlerinde farkli laktasyon dénemlerinde ¢ig siit, ticari
slit ve siit tozu iirtinlerinde miRNA'larm tanimlanmasi ve karakterizasyonuna yonelik
yaptiklar1 ¢alismada, ilk kez ¢ig inek siitiinlin biiylik miktarlarda miRNA igerdigini
ve siite 6zgli miRNA'larin benzersiz ifade profilinin ¢ig siitiin kalite kontrolii i¢in
yeni bir gosterge ve olasi yeni standart olarak hizmet edebilecegini gostermislerdir.
Calismada inek siitiinde toplam 245 adet miRNA’nin varlig1 tespit edilmistir. Yine
bu miRNA’lar arasindan 7 tanesi segilerek ¢ig siitte, ticari siitte ve siit tozunda bu
miRNA’larin varlig1 ve ekspresyon diizeyleri incelenmistir. Ticari siitte ¢ig siite gore
ekspresyon seviyelerinin azaldigi belirtilmistir. Siit tozunda yaptiklar1 incelemede bu

7 adet miRNA’nin miktarinda ciddi bir azalma oldugunu belirtmislerdir.

Howard ve ark. (183) inek siitiiniin islenmesinin ve depolanmasmin miRNA
icerigine olan etkisini arastirmiglardir. Arastirmada miRNA 29b ve miRNA 200¢’nin
varligin1 ve pastdrizasyon ve homojenizasyona kars1 tepkilerini incelemislerdir. Bu
amacla 3 adet Holstein wrk1 inek siitiinii ¢ig siit, tam yagl siit, %2 yagh siit ve yagsiz
slit olarak gruplara ayrmislardir. Cig siit disindaki gruplara 75,55 °C'de 28 saniye
pastorizasyon ve 145 bar da 60 °C’de homojenizasyon iglemi uygulanmistir. Sonug
olarak ¢ig siitlin pastorizasyon isleminin miR-200c'de tam yaglh siitte % 63'lik bir

diistisle sonuglandigini ve diger gruplarda da benzer bir diisiise neden oldugunu
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belirtmiglerdir. Yine miR-29b icin pastorizasyonun yagsiz siitte % 67’lik bir diislise
neden oldugunu saptamiglardir. Arastirmacilar siitte uygulanan pastorizasyon ve
homojenizasyon igleminin miRNA’larda 6nemli bir kayba neden oldugu sonucuna

varmiglardir.

Kirchner ve ark. (184) ¢ig ve islenmis inek siitiindeki miRNA varligi ve bunun
asttim hastalig1 iizerindeki etkilerini inceledikleri bir arastwrmada; 3 adet inek
ciftliginden siitler alinmis ve bunlarin miRNA varliklarinin 1s1 ile etkilesimleri
incelenmistir. Calismada ¢ig siit, pastorize siit (72 °C’de 20 sn), daha uzun raf 6mrii
icin uygulanan bir yontem olan Extended Shelf Life (ESL) siit (95 °C'de 20 saniye 6n
isitma, 127 °C’de 5 saniye dogrudan buhar enjeksiyonu) ve UHT siit (93°C'de 23
saniye On 1sitma, 142 °C’de 5 saniye dogrudan buhar enjeksiyonu) kullanilarak
miRNA varligit ve bu miRNA’lardan sec¢ilmis olan miRNA 148a’nin varlig1 ve
miktar1 incelenmistir. Sonug olarak yiiksek 1s1l islem uygulanan (ESL-UHT) siitlerde
miRNA varliginda ciddi bir azalma oldugu tespit edilmistir. Ancak pastorizasyon

islemi uygulanan siitlerde herhangi bir azalmanin olmadigi bildirilmistir.

Golan-Gerstl ve ark. (175) insan, inek ve keci siitiinde miRNA varligina yonelik
yeni nesil sekanslama ve real time PCR uygulayarak bir calisma yapmislardir.
Calismada anne siitiinde ifade edilen miRNA profilinin yaklasik %91-92'sinin sigir
ve kegi siitiinde de ifade edildigini belirtmiglerdir. Ayrica ¢alismalarinda bu siitlere
uygulanan pastorizasyon isleminin miRNA varligina etkisini incelemislerdir. Bu
amagla siitiin yagh ve yagsiz katmanindan numuneler alarak bunlarm ¢ig siit ve
pastorizasyon sonrast miRNA farkliliklarina bakmislardir. Sonug olarak, pastorize ve
pastorize edilmemis s1g1r ve kegi siitiiniin yagsiz ve yag tabakalarimda benzer miRNA
profil ekspresyonu bulduklarmi belirterek, pastorizasyonun miRNA profil ifadesinin

dagiliminda kiiciik bir etkiye sahip oldugunu bildirmislerdir.

Kleinjan ve ark. (185) inek siitiine uygulanan 1s1l islemlerin siit icerisinde yer
alan ekstraselliiler vezikiillerin (EV) ve bunlarm biyoaktif bilesenlerinin sayis1 ve
biitiinliigii tizerindeki etkisini arastirmislardir. Calismada siit EV’lerine yonelik UHT
islemi ve pastorizasyon islemi uygulanmistir. UHT isleminin siit EV'lerinde 6nemli
bir kayba neden oldugunu pastorizasyon isleminin ise EV sayilarin1 neredeyse hi¢

etkilemedigini belirtmislerdir.  Yine EV’ler de yer alan miRNA’larin 1siyla
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etkilesimlerini incelemek amaciyla 8 adet miRNA sec¢ilmis ve bunlarin ¢ig siitteki
varliklar1 ile pastorizasyon islemi uygulandiktan sonraki miktarlarii analiz
etmislerdir. Test edilen EV ile iligkili 8 adet miRNA'dan 7’sinin pastorize ve
homojenize siitten izole edilen EV'lerde azaldigini, buna karsilik miRNA 223
konsantrasyonunun, pastdrizasyon ve homojenizasyon isleminden sonra arttigmni

belirtmiglerdir.

Zhang ve ark. (186) inek siitiinde yer alan miRNA’larin uygulanan 1s1l islemle
etkilesimlerini arastrmiglardir. Caligmada bir siit fabrikasmna getirilen ¢ig siitlerden
ve bunlara uygulanan pastorizasyon (85 °C’de 15 saniye) ve UHT sterilizasyon (135
°C’de 15 saniye) isleminden sonra siitlerden alinan 6rneklerde miRNA’larin varlig
ve miktar1 arastirilmistir. Sonug¢ olarak UHT islemiyle miRNA'larin igeriginin
onemli Olclide kayboldugunu, ancak pastorizasyonla istatiksel olarak Onemli
kayiplarin olmadig1 sonucuna varmislardir. Bu sonuclarin, pastorize siitlerin patojen
bakteri icermeyen ve biyoaktif miRNA'lara sahip olup insan saghg i¢in daha fazla

fayda gosterebilecegini belirtmislerdir.

Bu calismada insanlarda gelisme, bagisiklik ve kansere kasi antitiimoral etkisi
kabul edilen 4 adet miRNA’nin 1sil islemlere karsi vermis oldugu tepki ve
ekspresyon seviyeleri incelenmistir. Calismamiz da 6zellikle tilkemizde siitii en ¢ok
tiikketilen inek, keci, koyun ve manda tiirleri ile bu alanda oldukca az ¢alisilmis olan

esek tiirii secildi.

Elde ettigimiz veriler mevcut literatiir ¢alismalar1 dogrultusunda incelendiginde
baz1 farklhliklar olmasina ragmen genel olarak pastorizasyon 1 (P1) olarak
adlandirdigimiz (63 °C’de 30 dakikalik) 1sitma derecesi ile pastdrizasyon 2 (P2) (90
°C’de 10 dk) ve sterilizasyon (135 °C’de 1-2 sn) dereceleri arasinda miRNA
seviyelerinde degisimler olusmaktadir. Bu veriler genel olarak literatiir ¢caligmalari
ile uyusmaktadir. Is1 derecesinin artmasma bagli olarak miRNA’larin ekspresyon

seviyelerinde kayiplar tespit edilmistir.

Bu degisim miRNA’larm eksozomlar igerisinde yer almasindan kaynaklanabilir.
Kirchner ve ark. (184)’nin yapmis olduklar1 ¢aligmada siite uygulanan yiiksek
sicakliktaki iglemlerin (ESL-UHT) siit eksozomlarinda 6nemli bir kayba neden

oldugunu ve siitiin daha diisiik 1s1l islemin (pastorizasyon) eksozom sayilarmni
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neredeyse hi¢ etkilemedigini belirtmislerdir. P1 ve P2 deki ekspresyon seviyelerinin
sterilizasyon grubuna gore daha yiiksek olmasi bu ¢alismanmn sonuclar1 ile

uyumludur.

Inek ve keci siitlerinde miRNA’larm 1s1l islemlere karsi tepkileri ile ilgili
calismalar yapilmasina ragmen manda, koyun ve esek siitlerinde benzer bir
calismanin olmadig1 goériilmektedir. Ozellikle esek siitleri incelendiginde; 1sitmaya
bagl olarak miRNA 34a ve miRNA 29b’nin gruplar arasindaki degisimleri istatistiki
olarak anlamli  bulunmamistrr. miRNA 223’tin ise gruplar arasindaki
degerlendirmesinde P1 ile P2 arasinda ve P2 ile sterilizasyon arasinda énemli bir fark
tespit edilmistir. Bu durum daha 6nce iizerinde durdugumuz 1s1 artigina bagl olarak
miRNA miktarinin azalmasina zit bir durum olarak gozlemlenmektedir. Ancak
Kleinjan ve ark. (185)’nin yapmis olduklar1 calismada incelenen miRNA’lar arasinda
sadece miRNA-223’lin 1siya bagli olarak degistigini ve artis gosterdigini
bildirmislerdir. Bu durum, bu tez calismasinin sonuclari benzerlik gostermektedir.
Ayrica esek siitlerinde bu konu ile ilgili daha 6nce ¢aligmalarin yapilmamis olmasi

bu konunun arastirilmasi gerektigini ortaya koymustur.
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7. SONUC

Bu tez calismasinda inek, manda, koyun, kegi ve esek tiiriine ait siitlerde miRNA
15a, miRNA 29b, miRNA 34a ve miRNA 223’{in varlig1 ve miktarlar1 aragtirilmistir.
Bu miRNA’larm siit bilesimi ile olan iligkileri ile bu siitlere uygulanan farkli 1s1l
islemlerin bu miRNA’lar iizerindeki etkileri incelenmistir. Ozellikle siitii en fazla
tilketilen hayvan tiirleri ile insanlarin bagisiklik sistemi {izerine etkili, kemik
mineralizasyonunu artirarak osteoblast gelisiminde rol oynayan ve kanser olusum

mekanizmasinda rol oynayan miRNA’lar se¢ilmistir.

Calisma sonucunda tiim hayvan tiirlerinde inceledigimiz miRNA’larin
ekspresyonlarinin oldugu tespit edilerek calisilan miRNA’larin siit bilesenleri ile olan
iliski diizeyleri belirlenmistir. Inek siitiinde miRNA 34a ile yag arasinda pozitif bir
iligki bulunmustur. Koyun siitiinde miRNA 34a ile kuru madde arasinda negatif, pH
arasinda pozitif bir iliski, miRNA 29b ile kuru madde ve yag arasinda negatif bir
iligki tespit edilmistir. Keci siitiinde miRNA 223 ile kuru madde arasinda pozitif bir
iligki bulunmustur. Esek siitiinde miRNA 29b ile yag arasinda gii¢lii diizeyde pozitif
bir iligki saptanmistir. Literatiirlerde siit bilesimi ve miRNA’lar arasinda yapilan
calismalarda siitiin bilesiminde miRNA’larm etkin rollerinin oldugu belirtilmistir. Bu
calismada elde edilen sonuclar, miRNA 15a, miRNA 29b, miRNA 34a ve miRNA
223’tin farkli hayvan tiirlerinin siitlerinde, siit bilesimi ile anlamh diizeyde
iligkilerinin oldugunu ortaya koymustur. Bu iliskinin tam anlami ile agiklanabilmesi
icin bu alanda daha fazla calismanin yapilmasima ihtiya¢ bulunmaktadir. Gelecekte
bu konuda yapilacak caligmalar bu miRNA’larin siit veriminin ve Kkalitesinin

arttirilmasinda kullanilmasina olanak saglayabilecektir.

Calismada siitlere 1s1l islem uygulandiginda miRNA’larm 1siya kars1 farkli
tepkiler verdigi gozlemlenmistir. miRNA’lar niikleotid dizilerinde essiz bir
konfigiirasyon sagladiklar1 i¢in, termodinamik kararhiliklarida  farkliliklar
gostermektedir. Bu nedenle 1s1 etkilesimlerinde farkli cevaplar verebilecekleri goz
oniinde bulundurulmalidir. Gelismis iilkelerin hemen hepsinde siit ¢ig olarak
tilketilmemekte ve isleme yoOntemleri uygulandiktan sonra tiliketilmektedir. Bu
yizden miRNA’larin 1sitma derecelerine karsi gostermis oldugu reaksiyon ve

yararlanim miktar1 ¢alisilmast gereken Onemli bir konudur. miRNA’larin siitiin
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saglig1, hijyeni, bilesimi ve teknolojisi agisindan dnemli ¢aligma alanlar1 oldugu ve
bu konularda daha spesifik ve detayli c¢alismalar planlanmas1 gerektigi

disiiniilmektedir.
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