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KOYUNLARDA, CMAH GENININ NEU5GC SIALIK ASIDIiYLE
ILISKiSININ ARASTIRILMASI

ERKUNT ALAK, Sedef
Doktora Tezi, Biyoloji Anabilim Dal
Tez Danismani: Prof. Dr. Cemal UN

Nisan 2022, 76 sayfa

Et, saglikli bir insan biiyiimesi ve gelisimi i¢in gerekli olan, besin igerigi
bakimindan zengin bir gida kaynagidir. Giiniimiizde et tiketimi kanser,
kardiyovaskiiler hastaliklar ve diyabet gibi hastaliklarla iliskilendirilse de, et insan
evriminde 6nemli bir role sahiptir. Diinya niifusu arttikca et ve et iirlinlerine olan
talep de giderek artmaktadir. Saglikli ve dengeli beslenmenin énemli bir unsuru
olan kirmiz1 et ve et tiriinleri tikketimi niifusun hizla arttig1 Tiirkiye'de biiyiik 6nem

tasimaktadir.

Diinya Kanser Arastirmalar1 Vakfi’nin yayinladigi raporda kirmizi et, tim
popiilasyonlarda karsinomlarin insidansi ve ilerlemesi ile iliskili ilk 10 faktor
arasinda yer almaktadir. insan dis1 bir sialik asit olan N-glikolilndraminik asit
(Neu5Gce) molekiilii ile dolasimdaki anti-Neu5Gce antikorlarmin  etkilesimi
sonucunda olusan inflamasyonun kanser ve et tiikketimi arasindaki mekanizma
olabilecegi onerilmistir. Bu nedenle kanser riskini azaltmak i¢in Neu5Gce'nin daha

az bulundugu diyetlerin 6nemli oldugu bildirilmistir.

Bu bilgiler 15181nda, bu ¢alismada Tiirkiye’de yetistiriciligi yapilan, et ve siit
trtinleri tiiketilen Kivircik ve Karacabey Merinos koyun irklarinda, Neu5Gce
sentezinde gorev alan CMAH mRNA dizisi analiz edilerek sialik asit sentezini
etkileyen olas1 polimorfizmlerin saptanmasi ve hayvan 1slahi acisindan Neu5Gce

icerigiyle iliskili olabilecek bir biyobelirte¢ bulunmasi amaclanmistir.
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Koyun CMAH mRNA dizilerinde toplamda 11 tek niikleotit polimorfizmi
bulunmustur. Polimorfizm pozisyonlarinin 5’1 amino asit degisime sebep olurken
6’s1 es anlamli tek niikleotid polimorfizmi olarak belirlenmistir. Polimorfizm
frekans sonuglart KD ve MD’de G27A pozisyonunda goriilen AA genotipinin
(swrastyla 0.07 ve 0.09), KD ve MD’de G55T pozisyonunda goriilen GG
genotipinin (swrastyla 0.04 ve 0.05) ve KD ve MD’de A294G’de goriilen AA
genotipinin (sirastyla 0.04 ve 0.05) NeuS5Gce sialik asit miktariyla iligkili
olabilecegini diigiindiirmiistiir. Ek olarak, koyun CMAH geninde alternatif ekleme
varyantlar1 oldugu ortaya konmus ve bu varyantlarin Neu5Gc sialik oranini

etkileyebilecegi diisiiniilmiistiir.

Sonug olarak, Kivircik ve Karacabey Merinos koyun irklarinda ilk kez
CMAH mRNA dizisi sekanslanmis ve eksonlardaki polimorfizimler
belirlenmistir. Neu5Gec sialik asit miktariyla iligkili olabilecek genotipler ilk kez
bu calismada aday gosterilmis ve koyun CMAH geninin farkli mRNA varyantlari
oldugundan ilk defa bahsedilmistir.

Anahtar sozciikler: Kanser, kirmizi et, CMAH, Neu5Gc, polimorfizm
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ABSTRACT

RESEARCH OF RELATIONSHIP BETWEEN CMAH GENE AND
NEUSGC SIALIC ACID IN SHEEP

ERKUNT ALAK, Sedef
PhD in Biology
Supervisor: Prof. Dr. Cemal UN
April 2022, 76 pages

Meat is a food source rich in nutrients that are essential for healthy human
growth and development. Despite the fact that meat eating is now linked to
disease including cancer, cardiovascular disease and diabetes, meat has played a
crucial role in human evolution. As the world's population grows, the demand for
meat and animal products which are essential for human health and nourishment
is also increasing. In Turkey, where the population is continuously growing, it is
critical to consume red meat and meat products in order to maintain a healthy and

balanced diet.

Red meat is one of the top ten factors linked to the occurrence and
progression of carcinomas in all populations, according to a report issued by the
World Cancer Research Foundation. Inflammation caused by the interaction of
the N-glycolylneuraminic acid (Neu5Gc) molecule, a non-human sialic acid, with
circulating anti-Neu5Gc antibodies has been proposed as a possible link between
cancer and meat eating. As a result, it has been suggested that diets low in

Neu5Gc are beneficial in lowering cancer risk.

In the light of this information, the aim of this study was to analyze the
CMAH mRNA sequence involved in Neu5Ge synthesis in Kivircik and
Karacabey Merino sheep breeds reared in Turkey, to detect possible
polymorphisms affecting sialic acid synthesis and to find a biomarker that may be

related to Neu5Gc content in terms of animal breeding.
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A total of 11 single-nucleotide polymorphisms were found in sheep
CMAH mRNA sequences. While 5 of the polymorphism positions cause amino
acid changes, 6 of them are determined as synonymous single nucleotide
polymorphisms. The polymorphism frequency results suggested that the AA
genotype at position G27A in KD and MD (0.07 and 0.09, respectively), the GG
genotype at position G55T in KD and MD (0.04 and 0.05, respectively), and the
AA genotype at A294G in KD and MD (0.04 and 0.05, respectively) may be
related to the amount of Neu5Gc sialic acid. In addition, alternative splicing
variants have been demonstrated in the sheep CMAH gene, and it is thought that

these variants also may affect the amount of Neu5Gec sialic acid.

In conclusion, CMAH mRNA sequence was sequenced for the first time in
Kivircik and Karacabey Merino sheep breeds and polymorphisms in exons were
determined. Genotypes that may be related to the amount of Neu5Gc sialic acid
were nominated for the first time in this study and it was mentioned for the first

time that there are different mRNA variants of the sheep CMAH gene.

Keywords: Cancer, red meat, CMAH, Neu5Gc, polymorphism
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ONSOZ

Kanser, Tiirkiye ve diinyada her yil bir ¢ok insanin oliimiine neden olan
ciddi bir hastaliktir. Kanser riskini azaltmak i¢in saglikli beslenmenin 6nemli
oldugu bildirilmis ve hayvansal {iriinlerin daha az tiiketilmesi onerilmistir. Kirmizi
et ve kanser iliskisinin Neu5Gc sialik asit kaynakli olabilecegine dair yapilan

calismalar, bu tez ¢alismasi fikrinin ortaya ¢ikmasini saglamistir.

Hayvan yetistiriciliginde et kalitesi ve hayvansal iiriin verimliligi basta
olmak tiizere bir ¢ok 6zelligin gelistirilmesi amaciyla yapilan ¢aligmalarda, bugiine
kadar bir ¢ok ozellikle ilgili genotip-fenotip korelasyonu saglanmigtir. Kanser
riskini azaltmak amaciyla NeuS5Gce sialik asidini az iireten hayvanlarin
genotiplerinin tespit edilmesinin, hayvan 1slahi acisindan énemli bir biyobelirteg
olacag: diisiiniilmiis ve tez ¢alismasi bu ¢ercevede gerceklestirilmistir. Bu alanda
daha once yapilan calismalar, ¢iftlik hayvanlarinin viicudunda c¢esitli dokularda
bulunan Neu5Gc miktarinin tayinini gerceklestirmis ancak NeuSGce miktar1 az
olan hayvanlarin genotiplerinin belirlenmesi ve hayvan islahinda kullanilmasi

diisiincesi fikri bu ¢alismada ortaya konmustur.

Calismadaki en biiyiikk motivasyon kaynagim, insan sagligi agisindan
oldukga 6nemli olan et kalitesi ¢alismalarina dair bir veri ortaya koyabilecek olma
diisiincesiydi. Tez caligmalarim siiresince elde ettigim bilimsel bilgilerin ve
laboratuvar tecriibesinin, gelecekteki calismalarimda yol gosterici olacagindan
eminim. Tez caligmasinin sonuglarinin, gelecekte gerceklestirilecek ¢aligmalara
temel olacagi ve hayvan 1slaht agisindan Onemli bir veri olusturacagi

diisiincesindeyim.

[ZMIR
08/04/2022
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1. GIRIS

Et insan evriminde rol oynayan, insan gelisimi agisindan 6nemli bir besin
kaynagidir. Zengin besin igerigine sahip olmakla birlikte, fazla miktarda et
tilketimi kardiyovaskiiler hastaliklar, diyabet ve kanserle iliskilendirilmektedir.
Kirmizi et tiketimi ve kanser iliskisine yonelik calismalarda, kirmizi et
tiketimiyle insan viicuduna aliman N-glikolilndraminik asit (Neu5Gc) sialik
asidinin kanser dokularda yiiksek miktarda bulundugu gosterilmistir. CMAH
geninin kodladigit CMAH enzimi tarafindan N-asetilnéraminik asit (NeuSAc)
sialik asidinin hidroksilasyonuyla olusan NeuS5Gc sialik asidi, insanlarda CMAH
geninin delesyona ugrayip susmus olmasi nedeniyle iiretilmemektedir. Beslenme
yoluyla alinan ve kanser mekanizmasiyla iligkilendirilen Neu5Gc sialik asidinin
daha az bulundugu veya bulunmadigi besin kaynaklarini tiiketmek kanser riskini

azaltacak olmasi nedeniyle oldukca dnemlidir.

Bu bilgiler 1s18inda, ¢aligmada Tirkiye’de et ve siit tiikketimi yapilan
Kivircik ve Karacabey Merinos 1rki koyunlarin kan orneklerinden elde edilen
CMAH mRNA eksonlar1 sekanslanarak, Neu5Gce sialik asit miktariyla iliskili
olabilecek genotiplerin saptanmasi ve hayvan yetistiriciliginde kullanabilecek bir

biyobelirteg belirlenmesi amaglanmustir.

Bu caligmayla, koyun CMAH geni mRNA dizisi ilk kez sekanslanmistir.
Elde edilen sonuglar, her iki 1tk i¢in de Neu5Gc sialik asit miktariyla iliskili
olabilecek genotipler oldugunu gostermektedir. Calismanin, koyun 1slah
calismalarinda kullanilabilecek diisik NeuS5SGe miktaryla iligkili  aday
biyobelirteglerin belirlenmesinde bir ilk olmasi, bu alanda yapilacak gelecek

calismalarda temel olusturacagini diisiindiirmektedir.



2. GENEL BILGILER

2.1 insan Evriminde Et Tiiketiminin Onemi

Et, saglikli bir insan biiylimesi ve gelisimi i¢in gerekli olan, besin igerigi
bakimindan zengin bir gida kaynagidir (Higgs, 2000). Giinlimiizde et tiiketimi
diyabet, kardiyovaskiiler hastaliklar ve kanser gibi bir dizi hastalikla
iligkilendirilse de, et sadece uygun biiyiime, gelisme ve sagligin korunmasinda
degil, ayn1 zamanda insan evriminde de 6nemli bir role sahiptir. Et tiiketiminin
viicut biiyiikligii, kafa-dis ve bagirsak morfolojik degisiklikleri, insanin dik
durusu, ve belki en 6nemlisi, beyin ve entelektiiel gelisim iizerine etkisi olduguna

dair kanitlar bulunmaktadir (Pereira ve Vicente, 2013).

fIk hominin tiirlerinin beslenmesi temel olarak bazi hayvansal gidalarla
takviye edilmis bitkilere (meyveler, tohumlar, c¢imenler ve yumrular)
dayanmaktaydi. Paleontolojik ve arkeolojik arastirmalarin sonuglari, daha biiyiik
miktarlarda hayvan proteinlerinin beslenmeye dahil edilmesinin en erken Homo
ile basladig teorisini desteklemis, Homo habilis'in eti ¢opgiilikkten ve daha kiiciik
bir kismin1 avlanarak elde ettigi, Homo erectus'un ise hayvansal proteinler elde
etmek icin avlanmay1 baskin yontem olarak kullandig1 ve bunun insan evriminde

biiyiik bir adaptif degisim oldugu bildirilmistir (Leonard vd., 2007) (Sekil 2.1).

Et tiiketimi ve avlanma, insanlarda viicut boyutunun artmasina neden
olmustur. Erkeklerin ortalama viicut kiitlesi H. habilis’de 37 kg iken, H.
erectus’da 66 kg’a ¢ikmig, kadinlarin viicut kiitlesi ise H. erectus’da, H. habilis’e
gore %53 artarak, 32 kg’dan 56 kg’a ¢ikmistir. Boy erkeklerde 131 cm'den 180
cm'ye (%33), kadinlarda 100 cm'den 160 cm'ye (%37) kadar artis gostermistir
(McHenry ve Coffing, 2000).

Insanlar1 diger maymunlardan ayiran bipedalizm, yaklasik dért milyon yil
once Afrika'da yasayan, bilinen en eski Australopithecus tiirlinde ortaya ¢ikmistir
(Leonard, 2002). Bazi arastirmalara gore A. afarensis'te "postural" bipedalizm
bulunmus ancak lokomotor bipedalizm 1.9 ile 1.5 milyon yil 6nce H. ergaster'in

ortaya c¢ikisina kadar goriilmemistir. Afrika'daki iklim degisiklikleri nedeniyle



yiyecek kaynaklarmmin diizensiz bir sekilde dagildigi daha agik habitatlarin
insanlar1 yiyecek bulmak icin hareket etmeye zorladigi ve H. ergaster'deki
bipedalizmin bu sekilde ortaya ¢iktigi diisiiniilmektedir. Bu durum nedeniyle
bipedalizm, insan beslenme evrimindeki ilk stratejilerden biri olarak kabul

edilmektedir (Wang ve Crompton, 2004).

A EL R

Orman Ik Insanlar Homo habilis Homo erectus Homo sapiens
Insansilar

15 myo6 6-8 myo 3 myo 1.8 myo 300 byd
Meyve Meyve Omnivor Karnivor Karnivor

Ates, Pisirme Ates, Pisirme

Sekil 2.1. insan beslenmesinin evrimi (Andrews ve Johnson, 2020).

my: milyon y1l 6nce, by6: bin yil 6nce

Etin beslenmede yayginlagmasiyla birlikte sindirim sisteminde de
degisiklikler gerceklesmistir. Australopithecine’lerin  evrimi sirasinda, azi
dislerinin toplam yiizey alan1 4. afarensis'te 460 mm?'den A. boisei'de 756 mm?*'ye
yiikselmis olsa da, Homo cinsinden erken tiirlerde azi dislerinin yiizey alaninda
azalma kaydedilmistir. Postkaninlerin dis ylizey alan1 ise H. habilis'te 478
mm?den erken H. erectus'da 377 mm”ye diismiistir. Beslenme evriminin
etkisiyle ortaya ¢ikan azi dislerinin boyutundaki azalma ve 6n dislerin giiclenmesi,
et pargalama ve ¢ignemeyi saglamig, bagirsak morfolojisindeki degisiklikler

yiiksek kaliteli diyetin etkisini gostermistir (Speth, 1989).



Genel olarak, biiyiik primatlar, bitki liflerinden fermantasyon islemiyle
elde edilen ugucu yag asitleri bigiminde ek enerjinin ¢ikarilmasi i¢in gerekli olan
genislemis bir kolona sahiptirler. Diger taraftan, insanlarda kiiciik bir kolon ve
genislemis ince bagirsak bulunmaktadir. Bagirsak morfolojisindeki bu farkliliklar,
insan beslenmesinde kolay sindirilen hayvan proteinlerine adaptasyonun bir

sonucu olarak ortaya ¢ikmistir (Mann, 2007).

Artan viicut boyutuyla birlikte beyin boyutu da artis gostermistir. Beyin en
eski Australopithecin’lerde 400 cm?® iken modern insanlarda 1300-1400 cm®e
yiikselmis ancak beyin boyutundaki esit degisiklikler evrim sirasinda diizenli
donemlerde tespit edilememistir. Evrim sirasinda viicut kiitlesine kiyasla diger
primatlardan daha biiyiikk bir beyne sahip olan H. erectus'ta en yliksek
ensefalizasyon seviyesi bulunmustur. H. erectus beyin boyutu, H. habilus beyin
boyutundan yaklasik 200-300 cm? daha biiyiik olacak sekilde 800 ila 900 cm?'e
ulagmistir (Leonard vd., 2007).

Karmasik yiyecek arama davranisi ve araglarin kullanimi i¢in daha biiyiik
beyinlere ihtiya¢ oldugu bilinmektedir (Leroy ve Praet, 2015). A. garhi'nin ilk tas
alet kullanicis1 olduguna ve A. africanus'un Oldowan aletleri yaptigina dair baz
belirtiler bulunmustur ancak H. erectus'un tas aletler kullandigina dair siiphe
yoktur (Plummer, 2004). Oldowan endiistri araglarmin gelistirilmesi, basarili
avlanma ve karkaslarin daha kolay islenmesini, et, kemik iligi ve beyinlere
erisimin artmasini saglamistir. Dil gelisiminde bir doniim noktasi olan pandomim
ve seslendirmeye yol acan avcilik (Leroy ve Praet, 2015) ve arkeolojik bulgular
ile ortaya ¢ikan et paylasimindaki isbirligi, sosyogenezin ilk adimlarindan kabul
edilmistir. Bunun yani sira sanatin kdkenlerinin avlanma ritiielleri ile baglantili
oldugu ve yaban okiizii gibi av olarak avlanan hayvanlarm, Ust Paleolitik'te
hayvan sanatinin bilinen ilk nesneleri oldugu bildirilmistir. Avlanma ve hayvan
kurban etme ritiielleri daha sonra, farkli dinler, mit ve halk masallarinin kiiltiirel
iskelesine giiclii bir sekilde yerlestirilmistir (Baltic ve Boskovic, 2015; Leroy ve
Praet, 2015).



2.2 Diinyada Et Tiiketimi

Et, insan evriminde ¢ok dnemli bir rol oynamais, besin zenginligi nedeniyle
saglikli ve dengeli beslenmenin 6nemli bir bilesenidir (Pereira ve Vicente, 2013).
Avrupa mevzuatinda et terimi, sigir, domuz, koyun ve keg¢i gibi evcil toynaklilarin
ve kiimes hayvanlari, lagomorflar ve av hayvanlarinin karkasindan c¢ikarilan
yenilebilir kisimlar1 ifade etmektedir. (European Comission, 2004). Ozellikle
biyolojik degeri yiiksek proteinlerin yani sira demir, selenyum, ¢inko ve B12
vitamini gibi mikro besinler agisindan olduk¢a zengin bir besin kaynagidir.

(Biesalski, 2005)

Et tiikketimi, yasam standartlari, diyet, hayvancilik ve tiiketici fiyatlarinin
yani sira makroekonomik belirsizlik ve gayri safi yurt i¢i hasiladaki soklarla
iligkilidir. Diger iirlinlerle karsilastirildiginda et, yiliksek {iiretim maliyetleri ve
yiiksek cikt1 fiyatlar ile karakterize edilmektedir. Et talebi, daha yiiksek gelirler
ve kentlesme nedeniyle, diyetlerde hayvansal kaynaklardan elde edilen
proteinlerin artmasini destekleyen gida tiiketimi degisikliklerine dogru bir kayma
ile iligkilidir. Kiiresel et endiistrisi milyarlarca insan i¢in gida ve ge¢im kaynagi
saglarken, gezegen i¢in Onemli c¢evresel sorunlar ve canlilar i¢cin de saglik

sorunlar1 olusturmaktadir (OECD,2021).

Cogu iilkede et tikketimi 19601 yillardan bu yana, 6zellikle de 1980'
yillardan gilinlimiize kadar artig gdstermistir. Bazi arastirmacilar 1960 — 2010
yillart arasinda et {irlinleri arzinda %204'lik bir artis oldugunu one siirerken
(Basu, 2015), yeni bir arastirmada 1992-2016 yillar1 arasinda et
tiketiminde %500'e varan artiglar bildirmistir (Katare vd, 2020). Bu durum,
beslenme aligkanliklarinin son yiizyilda 6nemli 6l¢iide degistigini gostermektedir.
Avrupa’da da beslenme aliskanliklarinin yillar i¢inde 6nemli Ol¢lide degistigi
goriilmektedir. Yakin Avrupa kitasindaki et tiiketim aligkanliklarindaki egilimleri
gosteren bir calismada, 1960'larda protein mevcudiyeti oncelikle bugday gibi bitki
tiirevli triinlerden gelirken, giiniimiizde protein mevcudiyetinin %58'e kadarinin
hayvansal tilirevli iriinlerden geldigi bildirilmektedir. Sonu¢ olarak, su anda et

tirtinleri, toplam kalori tiikketiminin %30'unu olusturan ana protein kaynagini (28 g

protein/kisi/giin) olusturmaktadir (Bonnet vd., 2020).



Piyasalarda bulunan farkli et tiirleri arasinda tiiketimde en fazla artig
kanatli ve domuz etlerinde goriilmektedir (Basu, 2015; Milford vd., 2019). Bir
yandan domuz eti tiiketimi agirlikli olarak Giineydogu Asya'da, kanatli eti
tilketimi ise basta Kuzey Amerika olmak {izere tiim diinya bdlgelerinde artig
gostermistir (Basu, 2015). Salter'e (2018) gore, 2014-2016 doneminde diinya
genelinde kisi basina toplam et tiikketimi 34,1 kg/y1l olup, yaklasik %601 kirmizi et
(koyun ve sigir) olmustur. Bu gercek, kirmizi et iiretiminin, 6zellikle de sigir
etinin, gevis getiren hayvanlarin enterik fermantasyonundan kaynaklanan yiiksek
miktarda CO2 emisyonu iiretmesi nedeniyle g¢evresel anlamda dikkat cekicidir

(Farchi vd., 2017).

Et tiiketimi iilkeler arasinda biiyiik farkliliklar gostermektedir. En ¢ok et
tiiketen tilkeler (yilda kisi/kilogram), 124 kilogram ile Amerika Birlesik Devletleri,
122 kilogram ile Avustralya, 109 kilogram ile Arjantin, 101 kilogram ile Yeni
Zelanda ve 100 kilogram ile Ispanya’dir. Yiiksek et tiiketiminin goriildiigii
tilkelerin aksine Afrika {ilkelerinde yilda kisi basimna 20 kilodan az et
tiiketilmektedir (The World Counts, 2022). Ekonomik Isbirligi ve Kalkinma
Orgiitii’niin (OECD) iilke bazinda kisi bas1 et tiiketim miktartyla ilgili yayinladig
rapora gore, 2021 yilinda en ¢ok sigir eti tiiketilen ilkeler Arjantin, ABD,
Brezilya ve Israil iken, en ¢ok koyun eti tiiketilen iilkeler Kazakistan, Avustralya,

Norveg¢ ve Suudi Arabistan’dir (OECD, 2021) (Tablo 2.1).

Tablo 2.1. Ekonomik Isbirligi ve Kalkinma Orgiitii (OECD) 2021 Yili Ulke
Bazinda Kisi Bas1 Et Tiiketim Miktari

S o
Arjantin 36.9 1.0
Avustralya 19.2 5.9
Brezilya 24.6 0.5
Kanada 17.4 1.0
Sili 20.5 0.5
Cin 4.1 3.4
Kolombiya 8.7 0.1

Misir 7.8 1.1


https://data.oecd.org/agroutput/meat-consumption.htm

Etiyopya 2.5 0.5
Hindistan 0.5 0.5
Endonezya 2.2 0.4
Iran 5.9 4.2
Israil 23.3 1.5
Japonya 7.7 0.2
Kazakistan 19.9 8.3
Giiney Kore 11.9 0.3
Malezya 5.5 1.1
Meksika 9.0 0.5
Yeni Zelanda 11.7 3.4
Nijerya 1.3 1.7
Norveg 12.9 4.4
Pakistan 6.5 2.0
Paraguay 12.1 0.5
Peru 4.2 1.0
Filipinler 32 0.5
Rusya 10.0 1.3
Suudi Arabistan 3.9 4.4
Giiney Afrika 11.7 2.6
Isvicre 13.0 1.1
Tayland 1.2 0.0
Tiirkiye 9.8 4.2
Ukrayna 4.7 0.3
Birlesik Kralhk 11.4 3.9
Amerika Birlesik Devletleri 26.1 0.4
Vietnam 8.4 0.2
OECD - Toplam 14.4 1.3

2.2.1 Tiirkiye’de Et Tiiketimi

Diinya niifusu arttikca et ve et iiriinlerine olan talep de giderek artmaktadir.
Sagliklt ve dengeli beslenmenin énemli bir unsuru olan kirmizi et ve et {iriinleri
tiiketimi niifusun hizla arttigi Tiirkiye'de biiyiik énem tasimaktadir. Ulkelerin

gelismislik diizeylerini belirlemede kullanilan temel kriterlerden biri kisi basina



diisen et ve hayvansal protein tiiketimidir (Ozen, 2019). Tiirkiye’de tiiketilen sigir
eti ve koyun eti miktarlar1 kisi bas1 9.4 kg ve 4.2 kg olarak bildirilmistir. Bu
veriler sigir eti tiiketimi acisindan Tiirkiye’nin OECD iilkeleri ortalamasinin
altinda oldugunu, koyun eti tiikketimi agisindan ise ortalamanin {istiinde oldugunu

gostermektedir (OECD, 2021) (Tablo 2.1).
2.2.2 Tiirkiye’de Hayvan Yetistiriciligi

2017 yilinda Tirkiye'de toplam tarimsal iiretimde hayvansal iiretimin
ortalama %358 oldugu bildirilmistir (Ozen, 2019). Tiirkiye Istatistik Kurumu
(TUIK) 2021 yil1 verilerine gore, Tiirkiye’de bulunan sigir sayist 17,8 milyon bas,
koyun sayis1 45,2 milyon bas ve kegi sayisi ise 12,3 milyon bastir (TUIK, 2022a).
Yine TUIK verilerine gére 2019 yilinda 1.076 ton sigir eti, 109 ton koyun eti, 16.5
ton keci eti ve 2021 yilinda 2,245 ton tavuk eti ve 51.3 ton hindi eti iiretilmistir
(TUIK, 2020; TUIK, 2022b).

Tiirkiye'de sigir yetistiriciligi agirlikli olarak Holstein-Friesian (HF),
Jersey (JR), Brown-Swiss (BS) ve bunlarin melezleri gibi egzotik irklar tizerinde
yogunlagmaktadir. Yerli Tiirk sigir irklarinin orami yaklasik %12 olarak
bildirilmektedir (TUIK, 2020). Yerli Tiirk sigir irklarinimn siit ve et verimlerinin
diisiik olmast nedeniyle ciftciler tarafindan egzotik irklar tercih edilmekte, bu da
yerli Tirk sigir irklarmin popiilasyon biiyiikligiiniin 6énemli 6l¢lide azalmasina
neden olmaktadir (Demir vd., 2021). Bugiin Tiirkiye, Giiney Anadolu Kirmizisi,
Giiney Anadolu Sarisi, Anadolu Siyahi, Dogu Anadolu Kirmizisi, Zavot ve Tiirk
Gri Bozkir1 olmak iizere toplam alti farkli yerli sigir irkina sahipti (TAGEM,
2009). Yerli sigir irklari, et ve siit verimliligi bakimindan egzotik irklarla rekabet
edemese de sicaklik degisimlerine ve yetistirilen bolgelerdeki yerel hastaliklara

kars1 direng gibi belirgin 6zelliklere sahiptirler (Demir ve Balcioglu, 2019).

Tiirkiye'de koyun yetistiriciligi, dogal otlak, aniz ve nadas meralari
kullanilarak = siirdiiriilmektedir. Genellikle geleneksel olarak kiiciik aile tipi
isletmeler tarafindan yiiriitiilmekte ve kirsal niifusun beslenmesinde, gelirinde ve
kiiltiiriinde biiyiik 6nem tasimaktadir. Tiirkiye'de koyun popiilasyonunun %97'si

yiizlerce yillik dogal secilimin sonucu olan diisiikk verimli yerli wrklar olup,



sadece %3'li Merinos tipi koyunlardir (Ekiz vd., 2009). Akkaraman, Morkaraman,
Ivesi, Sakiz, Imroz, Daglic, Kivirctkk ve Karacabey Merinos Tiirkiye’de

yetistirilen koyun 1rklar1 arasindadir (Aksoy vd., 2019).

2.3 Et Tiiketimi ve Cevresel Sorunlar

Et, protein, demir ve vitamin icgerigi nedeniyle insan beslenmesi i¢in
onemli bir besin kaynagi anlamina gelmektedir. Bununla birlikte, bu protein
kaynaginin biiylik bir ¢evresel etkiye sahip oldugu agiktir (Salter, 2018). Toplam
sera gazi emisyonlarinin % 23'e kadari, kiiresel 1sinmaya en biiylik katkida
bulunanlar arasinda yer alan tarim, ormancilik ve diger arazi kullanimlarindan
kaynaklanmaktadir (IPCC, 2019). Ayrica, tarimsal asir1 kullanim, daha biiyiik
ciftlik ve tarla boyutlar1 ve daha fazla pestisit ve giibre kullanimi, dogal
biyogesitlilik ve habitat kaybina da neden olmaktadir (Geiger vd., 2010). Tarim
uygulamalar1 arasinda, hayvancilik endiistrisi de kiiresel iklim degisikligine
onemli bir katkida bulunmakta ve %12 ile %18 arasinda sera gazi emisyonuna

neden olmaktadir (Gomez-Zavaglia vd., 2020; Allen ve Hof, 2019).

Hayvan bazli gidalarin bitki bazli gidalara kiyasla birim enerji basina daha
fazla emisyon lrettigi bilinmektedir. Et tiirleri icinde, gevis getiren hayvan tliretimi
genellikle gevis getirmeyen memeli liretiminden daha fazla emisyona yol agarken,
kiimes hayvani iiretimi, memeli liretiminden daha az emisyona yol a¢maktadir
(Godfray vd., 2018). Bunun yani sira, hayvancilik iiretiminin sadece sera gazi
emisyonlar1 (SGE) iizerinde degil, ayn1 zamanda su ayak izi, su kirliligi ve su
kitlig1 lizerinde de olumsuz bir etkisi oldugu bilinmektedir (Farchi vd., 2017).
Farkl1 bitki ve et bazli iirlinlerden 1 kg protein iiretmenin ¢evresel maliyetlerini
arastirildig bir ¢alismada, sigir etinden 1 kg protein iiretiminin barbunyadan elde
edilen ayn1 miktarda proteine gore 18 kat daha fazla toprak, 10 kat daha fazla su, 9
kat daha fazla yakit, 12 kat daha fazla giibre ve 10 kat daha fazla pestisit
gerektirdigi gosterilmistir (Sabaté vd., 2015).

Endiistriyel et iiretiminin iklim degisikligine biiylik katkida bulunmasi
nedeniyle (Allen ve Hof, 2019), et tiiketiminin ¢evresel etkilerinin 6l¢iilmesi ve

dikkate alinmast i¢in yasam dongiisii degerlendirmesi (YDD) yaklagimi
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kullanilmaktadir. Yasam dongiisii degerlendirmesine gore asitlenme, toprak ve su
kullanim1 ve 6trofikasyon gibi iklim degisikligiyle iliskili cevresel etkiler
degerlendirilerek, c¢evre dostu beslenme aligkanliklariyla ilgili ¢aligmalar

gercgeklestirilmektedir (Gonzalez vd., 2020).

Danimarka'da dort diyet senaryosunun (standart, karnivor, vejetaryen ve
vegan) karbon ayak izini tahmin etmek i¢in YDD kullanilarak gerceklestirilen bir
arastirmada, karnivor diyetin daha fazla CO; yaydigi (1.83 ton CO:
esdegeri/kisi/yil), bu nedenle bu tiir diyetlerin en yiiksek ¢evresel etkiye sahip
oldugu gosterilmistir. Buna karsilik, vejetaryen veya vegan diyetlerin daha diisiik
emisyonlara neden oldugu bildirilmistir (swrasiyla 0,89 ve 1,37 ton CO»

esdegeri/kisi/yil) (Bruno vd., 2019).

Bu sonuglar, farkli beslenme modellerinden elde edilen karbon ayak izinin
degerlendirildigi bir Kanada arastirmasindaki sonuglarla benzerlik gostermektedir.
Ciftlik tretiminden, yemek pisirme veya depolama gibi ev siireclerine kadar
uzanan faaliyetler de dikkate alindiginda, domuz eti igermeyen ancak sigir eti
iceren diyet aliskanliklar ile omnivor diyetin en yiiksek karbon ayak izine neden
oldugu gosterilmistir (sirastyla 3160 kg CO: esdegeri ve 2282 kg CO» esdegerti).
Sigir eti dahil olmayan, ancak diger etleri iceren diyetlerin, domuz eti igermeyen
diyetten %60 daha diisiik bir karbon ayak izine sahip oldugu, ek olarak, vejetaryen
ve vegan diyetlerin en diisilk karbon ayak izine sahip oldugu bildirilmistir
(swrasiyla 1015 ve 55 kg CO: esdegeri) (Veeramani vd., 2017). Genel olarak,
yapilan ¢aligmalardaki sonuglarin birgogu, et ve siit iirlinlerinin, ¢esitli tarimsal ve
zooteknik faaliyetlerin dahil edilmesinden kaynaklanan daha yiiksek c¢evresel

etkiye sahip gida maddeleri oldugunu dogrulamaktadir (Notarnicola vd., 2017).

Endiistriyel et iiretim sistemi, kendini silirdiirmek i¢in ¢ok biiyiik miktarda
topraga ihtiyag duymaktadir. Sigirlar1 otlatmak ve milyarlarca ¢iftlik hayvanim
besleyecek kadar mahsul yetistirmek icin her yil ormanlar kesilmekte ve
yakilmaktadir. Ormansizlastirma calismalari, saliman karbondioksit miktarini
arttirmakta ve kiiresel 1sinmaya katki saglamaktadir (Ripple vd., 2014). Ayrica
Amazon yagmur ormanlarinin et liretimi icin tahrip edilmesi, ormanda yasayan

yerli halk ve hayvanlar agisindan da olumsuz etkiler olusturmaktadir. Hayvansal
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besin liretimi i¢in kullanilan zirai ilaglar bir ¢ok hayvan tiirline de zarar vermekte
ve yok olmalarina sebep olmaktadir. Bunlarin yani sira ormanlarin tahrip
edilmesiyle vahsi hayvanlarin yasam alanlarmin yok edilmesi, vahsi hayvanlarin
insanlara daha yakin temasina ve bu nedenle gesitli zoonoz hastaliklarin artigina

neden olacag diistiniilmektedir (Ferrante and Fearnside, 2020).

Bu nedenler gz onilinde bulunduruldugunda, sadece gezegen sagligi igin
degil, ayni zamanda insan sagligi icin de mevcut yasam tarzi ve tiikketim
aliskanliklarinin degistirilmesi gerektigine dair oneriler bulunmaktadir (Gonzalez

vd., 2020).

2.4 Kirmiz1 Et ile Tliskilendirilen Hastahklar

Yiiksek biyolojik degere sahip proteinler ve bazi temel mikro besinler
saglayan et, insan sagligi lizerinde 6nemli bir etkiye sahiptir. Ancak giliniimiizde
sanayilesmis diinyada kirmizi et (s18ir, domuz ve koyun dahil olmak {izere memeli
kokenli etler) ve islenmis etlerin (tuzlama, kiirleme, fermantasyon, tiitsiileme veya
lezzeti artirmak veya korumayi iyilestirmek i¢in diger islemlerle doniistiiriilmiis
etler) tiiketimin artmasi 6nemli saglik problemlerine yol agmaktadir (Godfray vd.,
2018; GBD, 2019). Diinya Saghk Orgiitii'niin kanser ajansi olan Uluslararasi
Kanser Arastirmalar1 Ajanst (IARC), islenmis eti insanlar i¢in kanserojen ve
kirmizi eti ise insanlar i¢in muhtemelen kanserojen olarak siiflandirmistir (WHO,

2015).

Uzun vadeli ileriye doniik kohort calismalarindan elde edilen 6nemli
kanitlar, kirmiz1 ve islenmis et tiikketiminin fazla oldugu diyetlerin artan tip 2
diyabet (T2D), kardiyovaskiiler hastalik (KVH), kanser (6zellikle kolorektal
kanser) ve tiim nedenlere bagli 6lim riski ile iliskili oldugunu gostermektedir
(Abete vd., 2014; Mozaffarian , 2016). Benzer sekilde, beslenme iizerindeki kisa
siireli miidahale denemelerinden elde edilen kanitlar, kirmiz1 ve islenmis etlerin
bitki bazli protein kaynaklar1 (baklagiller ve kabuklu yemisler dahil), kiimes
hayvanlar1 ve deniz {iriinleri ile degistirilmesinin kronik hastalik ve erken dogum
riskini azaltma potansiyeline sahip oldugunu gostermektedir (Song vd., 2016;

Guasch-Ferré vd., 2019).
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Et ve kilo ilgili sekiz calismay1 igeren bir analiz c¢alismasinda, et
tikketiminin kilo alimi, viicut kitle indeksi ve bel ¢evresi ile pozitif bir iligkisi
oldugu ortaya konmustur. (Fogelholm wvd., 2012). Diger bir meta-analiz
calismasinda, gilinlikk 50 gram islenmis et tiiketiminin diyabet riskini %51
oraninda, 100 gram islenmemis et tliketiminin ise %19 oraninda arttirdig1
bildirilmistir. Bu meta-analiz ¢alismasindaki {i¢ kohort calismasinin 4 yi1l boyunca
et tiiketimindeki degisiklikler degerlendirildiginde, diyabet insidansi ile kirmizi et
tilketimindeki artis arasinda onemli bir iliski bulunmustur. Gilinliik et tiiketimi
artmamis ve et tiketimi 42 gram veya daha fazla artmis gruplar
karsilagtirildiginda, et tiiketiminin artmasinin 4 yillik siiregte diyabet riskini %48
oraninda arttirdig1 gosterilmistir. (Pan vd., 2013). Bunlara ek olarak, etin 6nemli
bir demir kaynagi olmasi ve fazla kirmizi et tiikketimiyle artan serum ferritin
oraninin tip 2 diyabet riski ile pozitif bir iligskiye sahip oldugu ortaya konmustur
(Basuli vd., 2014).

Yapilan ¢esitli arastirmalar, daha uzun siire vejetaryen beslenen bireylerin
kan basinci, aclik plazma sekeri ve toplam kolesterol gibi kardiyovaskiiler risk
faktorlerinin daha diisiik seviyelerde oldugunu ve ayrica KVH ve 6liim risklerinin
daha diisiik oldugunu gostermistir (McEvoy vd., 2012). Ayrica, vejeteryanlarin,
ozellikle veganlarin, et yiyenlere gore daha diisiik hipertansiyon prevalansina ve
daha diistik sistolik ve diyastolik kan basincina sahip oldugu bildirilmistir

(Appleby vd., 2002).

ABD’de “Saglik Profesyonellerini Takip Calismas1” ve “Hemsirelerin
Saglik Calismasi1” ile kardiyovaskiiler hastaliklardan 6liim riski ile et tiiketimi
arasindaki iligki incelenmis ve hem kadinlarda hem de erkeklerde, islenmemis
kirmizi et ve islenmis kirmizi et tiikketiminin artmasiyla birlikte, islenmemis et
icin %18, islenmis et icin %21 oraninda kardiyovaskiiler mortalitede bir artig
gozlemlenmistir. Erkekler ve kadinlar karsilastirildiginda, islenmemis et tiiketimi
benzer bir risk artis1 gosterirken, islenmis et ile risk artisinin kadinlarda erkeklere

gore nispeten daha fazla oldugu tespit edilmistir (Pan vd., 2012).
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2.5 Kirmiz1 Et ve Kanser Iliskisi

Diinya Kanser Arastirmalar1 Vakfi’nin yayimladig: raporda kirmizi et, tiim
popiilasyonlarda karsinomlarin insidansi ve ilerlemesi ile iliskili ilk 10 faktor
arasinda yer almaktadir (Wiseman, 2008). Karsinom riskinin artmasi,
onkogenlerdeki ve tiimor baskilayic1 genlerdeki molekiiler degisiklikler tarafindan
yonlendirilen adenomlarin, karsinomlara ilerleyebildigi kolon epiteli gibi
dokularda yiiksek oranda goriilmektedir (Fearon, 2011). 2011 yilinda
gergeklestirilen 2 meta-analiz ¢alismasinda, kolorektal kanser riskinin giinliik 100
gram igslenmemis kirmizi et tiiketimiyle yaklasik %17, 50 gram islenms kirmiz1 et
tiiketimiyle ise yaklasik %18 arttig1 gosterilmistir (Alexander vd., 2011; Chan vd.,
2011).

Et tiketimi ve kanser arasindaki baglanti i¢in olasi bir¢ok mekanizma
bulunmaktadir. Bunlar, yiliksek yag alimiyla karsinojenezin tesvik edilmesini,
pisirme sirasinda kanserojen heterosiklik aminlerin (HCA'lar) ve/veya polisiklik
aromatik  hidrokarbonlarin (PAH'ler) {retilmesini, kanserojen N-nitrozo
bilesiklerinin (NOC'ler) olusumunu ve heme demir tarafindan serbest radikal

olusumuyla karsinojenezin tesvik edilmesini icerir (Cross vd., 2010).

Bunlara ek olarak 2015 yilinda Samraj vd., insan dis1 bir sialik asit olan N-
glikolilnéraminik asit (Neu5Gc) molekiilii ile dolagimdaki anti-Neu5Gce
antikorlarmin etkilesimi (Hedlund vd., 2008; Padler-Karavani vd., 2011; Samraj
vd, 2014) sonucunda olusan inflamasyonun kanser ve et tiiketimi arasindaki
mekanizma olabilecegini 6nermislerdir (Samraj vd., 2015). Insanlar Neu5Gc'yi
genetik olarak tiretememesine ragmen, bu molekiil insan epitel ve endotel
yiizeylerinde ve malign dokularda yiliksek miktarlarda saptanabilmektedir (Varki,
2010). Neu5Gc biyosentezi gerceklestirmeyen organizmalarin, molekiilii
alabilmesinin tek kaynag: diyettir. (Banda vd., 2012). Gergeklestirilen bir gida
aragtirmasinda, kirmizi ette belirgin bir Neu5Gc varligi oldugu gdosterilmistir
(Tangvoranuntakul vd., 2003). Kirmizi et tiikketimi, Neu5Gc'nin dokulara
metabolik olarak dahil edilmesini (Hedlund vd., 2007) ve bu glikann,
dolasimdaki anti-Neu5Gce antikorlar1 (yani, kseno-otoantikorlar) ile reaksiyona

girebilen bir kseno-otoantijenin ilk Ornegi olmasini saglamaktadir (Padler-
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Karavani vd., 2008). Ortaya ¢ikan antijen-antikor etkilesiminin, farelerde
karsinojeneze katkida bulunan kronik inflamasyon veya ‘ksenosiyalit”

olusturdugu gosterilmistir (Samraj vd., 2015).

Kirmiz1 etten bulunan N-glikolilnéraminik aside (Neu5Gc) karst
antikorlarin, CMAH -/- farelerde kanseri alevlendirdigi ve insanlarda kolekteral
kanser basta olmak {izere kanseri tetikledigi 6nerilse de diyetin bu antikorlar1 nasil
etkiledigi 2020 yilinda yapilan bir calisma ile ortaya konmustur. Caligmada,
yilksek Neu5Gce igeren diyetin, cinsiyet ve yasin, anti-Neu5Gc IgG immiin
yanitlarinin 6zgilliiglinii, seviyelerini ve repertuarlarini etkiledigi ancak antijen-
antikor baglanma afinitesinde bir farklilik olusturmadig1 gosterilmistir. Erkeklerde
kirmizi1 et tiikketimine bagh olarak kadinlara oranla daha fazla serum anti-Neu5Ge
IgG seviyeleri tespit edilmistir. Kirmizi et ve siit iiriinlerinden alinan Neu5Gec ile
anti-Neu5Gce IgG serum repertuari ve seviyesi arasinda baglant1 bulunmustur. Bu
nedenle kanser riskini azaltmak i¢in Neu5Gce'nin daha az bulundugu diyetlerin

onemli oldugu bildirilmistir (Bashir vd., 2020).

2.6 Sialik Asitler

1935 yilinda, Ernst Klenk, Niemann-Pick hastalig1 olan bir hastanin beyin
dokusunda gangliosidleri kesfetti ve 1941'de “ndraminik asit” adin1 verdigi asitle
hidrolize edilmis bir karbonhidrat bileseni tanimladi (Klenk, 1941; Lundblad,
2015) Bu arada 1936'da Gunnar Blix, bagimsiz olarak, sigir submaksiller miisinin
fraksiyonlanmasiyla birlestirilen asit hidrolizinin, bilinmeyen bir gsekerin
kristallerinin olusumuyla sonug¢landigini bildirdi ve 1952 yilinda bu yapilara sialik
asit admi verdi (Blix, vd., 1952). Nihayetinde, Blix ve Klenk'in ayni seker ailesini
tanimladiklar1 dogrulandi ve bu molekiiller 1957'de Blix, Klenk ve Gottschalk

tarafindan sialik asitler olarak tanimlandi (Blix vd., 1957).

Sialik asitler, tiyeleri noraminik asit ve 2-keto-3-deoksi-niilozonik asit
igeren, dokuz karbonlu bir omurgaya sahip bir a-keto aldonik asit ailesidir (Colley
vd., 2014; Li ve Chen, 2012). Bitkilerde, hayvanlarda ve mikroorganizmalarda
yaygin olarak bulunurlar (Chen ve Varki, 2010). Sialik asitlerin 50'den fazla farkli

tipi tanimlanmis olup, en yaygin bulunanlar N-asetilnéraminik asit (NeuSAc) ve
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N-glikolilndraminik asittir (Neu5Gc) (Sekil 2.2) (Chen ve Varki, 2010; Garcia-
Garcia vd., 2013).
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Sekil 2.2. Sialik asitlerin yapilar1 ve yaygin goriilen tiirleri (Samraj vd, 2014).

Sialik asitler genellikle, glikolipidlerin ve glikoproteinlerin glikan
zincirlerinin indirgenmemis ucunda bulunan ve ligand reseptorii olarak, dollenme
sirasinda hiicre-hiicre interaksiyonunda, immiinolojik, nérolojik ve farklilasma
gibi olaylarda rol oynayan yapilardir (Sato ve Kitajima, 2013). Hayvan sialik
asitleri, sinir uyarilar1 ve sinapslar yoluyla beyinde biiylik miktarda bilgi ileten
beyin gangliozitlerinin 6nemli bilesenleridir. Hafizaya ve entelektiiel gelisime
yardimci olmakta ve yenidogan karaciger fonksiyonunda gorev almaktadirlar (Tao
vd., 2010; Traving ve Schauer, 1998). Ayrica spesifik sialik asit polipeptitleri
kombinasyonlari, patojenik bakteriler, toksinler ve viriis partikiilleri ile rekabet
ederek bagirsak yolundaki bagirsak mukoza hiicrelerine  girmelerini
onleyebilmektedirler (Gnoth vd., 2000). Ek olarak, sialk asitler hiicre ylizeyindeki
anahtar tanimlama ve antijen bolgelerini etkin bir sekilde engelleyerek,
glikokonjugatlarin  konak¢r bagisiklik  sistemi tarafindan taninmasini  ve
par¢alanmasin1  engelleyebilmektedirler (Dal, 2018). Karbonhidrat-protein
etkilesimleri yoluyla, sialik asitler hiicresel tanima ve iletisim, viral enfeksiyonlar,
immiinoloji, timor biiylimesi ve metastazi, hiicre sinyalizasyonu ve nérobiyoloji
gibi birgok patolojik ve fizyolojik siiregte 6nemli rol oynamaktadirlar (Schauer ve

Kamerlin, 2018).
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Memelilerde sialik asitler, heksozamin biyosentez yolagt (HBP)
aracilifiyla, fruktoz-6-fosfatin glutamin fruktoz-6-fosfat amidotransferaz (GFAT)
tarafindan, glukozamin-6-fosfata doniistiiriilmesiyle  iretilmektedir. GFAT
toplam glikozun yalnizca %1-5'ini kullanmasina ragmen, bu yolun diizensizligi
diyabet, Alzheimer, kardiyovaskiiler hastalik ve bazi kanserler gibi bircok
metabolik hastalikta rol oynamaktadir (Bond ve Hanover, 2013) Sialik asit
biyosentezinin son adimlarinda, omurgalilarin (Neu5Ac ve Kdn) birincil sialik
asitleri, ManNAc-6-P (Neu5Ac) veya Man-6-P'nin (Kdn) fosfoenolpiruvat (PEP)
ile yogunlastirilmasiyla olusturulur. Neu5Ac daha sonra 50'den fazla farkli sialik
asit formu olusturmak i¢in C-5'te veya C-4, C-7, C-8 ve C-9'da modifiye
edilebilmektedir (Angata vd., 1999). Ddterostomlardaki glikan biyosentezi ile
ilgili olarak, sialik asitler, aktivasyon ic¢in bir monofosfat niikleotid donériine
(CMP) ihtiya¢ duymalar1 bakimindan benzersizdir ve CMP-konjuge formlarina
aktive edilmek i¢in ¢ekirdege seyahat etmeleri gerekmektedir (Freeze vd., 2009).
Sitosolik CMP-konjuge Neu5Ge, NeuSAc'den NeuS5Gce'yi biyosentezleyebildigi
bilinen tek enzim olan CMAH tarafindan CMP-Neu5Ac'nin hidroksilasyonuyla
tiretilmektedir (Varki vd., 2009).

Neu5Gc yiiksek omurgasizlar ve insan olmayan memeliler elde edilebilen
ve 20'den fazla tiirevi olan bir sialik asittir. Deuterostomlarin ¢ogunda hiicre
ylizeyi proteinleri lizerindedir ve sitokrom b5/b5 rediiktaz, demir, oksijen ve
NADH dahil olmak iizere cesitli ortak faktorler gerektiren karmasik bir
mekanizmayla CMP-N-asetilnéraminik asit hidroksilaz tarafindan sentezlenir

(Peri vd., 2018).

Insanlarin diger memelilere kiyasla kolayca tespit edilebilir Neu5SGc
seviyelerine sahip olmadigi uzun siiredir bilinmesine ragmen, insanlarin
Neu5Gc'yi sentezleme yetersizliginin nedeni hemen c¢dziilememistir ¢iinkii bu
sialik asidin kiiclik miktarlar1, oOzellikle timorler ve fetal dokular iizerinde
antikorlar kullanilarak rapor edilmistir (Okerblom ve Varki, 2017). 1982'de
Roland Schauer, dokularda Neu5Gc'nin varligina iligkin raporlara ragmen,
Neu5Gc iiretiminin insanlarda eksik oldugunu, muhtemelen antijenik oldugunu ve
hayvan serumu infiizyonlar1 alan insan hastalarda “serum hastalig1” da dahil

olmak iizere c¢esitli patolojik durumlara potansiyel olarak katkida bulundugunu
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kaydetti (Merrick vd., 1978; Okerblom ve Varki, 2017).1998 yilinda, iki grup

bagimsiz olarak, insanlarin iglevsel bir CMAH enziminden yoksun oldugunu ve

bu nedenle endojen Neu5Gc iiretimine sahip olmadiklarini kesfetti (Muchmore

vd., 1998; Irie vd., 1998).

Daha sonra insanlarda Neu5Gc'nin diyet kaynaklarindan dahil edildigi ve

bazi epitelyal ve endotelyal hiicre yiizeylerinde sunuldugu gosterilmistir. Yapilan

calismalarda Neu5Gc’nin kiimes hayvanlarit ve deniz canlilarinda bulunmazken

kirmizi et, siit iirlinleri ve havyarda yogun miktarda bulundugu tespit edilmistir

(Samraj vd., 2015) (Tablo 2.2).

Tablo 2.2. Hayvansal gidalardaki NeuSGce miktari ve toplam sialik asitlere

yiizde orani (Samraj vd., 2015).

Besin NeuSGce Miktar: (ng/g) NeuSGe (%)
Tereyagi 0 0
Stit 2 12
Inek Peyniri 10-22 2-4
Kegci Peyniri 43 44
Koyun Eti 14 13
Sigir Eti 25-231 32-53
Domuz Eti 7-40 9-22
Yumurta 0 0
Hindi 0 0
Tavuk 0 0
Balik 0 0
Kabuklu Deniz Uriinleri 0 0
Havyar 445-530 13-29
Sebze 0 0
Meyve 0 0
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2.7 CMAH Geni ve Enzimi

Sitidin monofosfo-N-asetilndraminik asit hidroksilaz (CMAH) enzimi,
CMAH geni tarafindan kodlanan ve Neu5Ac'nin hidroksilasyonu ile Neu5Gc'nin
sentezini katalize eden bir enzimdir (Schauer vd., 1968; Schoop vd., 1969). Bu
enzim bir¢ok kordalida ve derisidikenlilerde bulunmustur (Varki, 2009; Bergfeld
vd., 2012). Déterostom olmayanlarda, iki yesil algde ve birka¢ prokaryotta
homolog CMAH dizileri tespit edilmistir ve filogenetik analizler yesil alglerden
doterostomlara yatay bir gen transferi olayr diisiindiirmektedir (Simakov vd.,

2015).

Insanlar da dahil olmak {izere bazi déterostomlar, CMAH geninin
inaktivasyonuna veya kaybina ugramis ve bu nedenle Neu5Gc'yi sentezleme
yetenegini kaybetmistir. insan CMAH genindeki 478 bg’lik genomik DNA
delesyonunun, 92 bg’lik bir CMAH eksonunu kapsadigi ve bu delesyonun
CMAH’1n enzimatik aktivitesi i¢in gerekli olan Rieske demir-kiikiirt baglama
bolgesini  kodlayan dizileri ortadan kaldiran bir Alu-Alu fiizyonundan
kaynaklandig1 gosterilmistir (Hayakawa vd., 2001). Bu eksonun delesyonu, bir
cerceve kaymasi mutasyonuyla sonuglandigindan insan proteini islevsiz hale
gelmistir. Bu nedenle, insan dokulari, sadece hayvansal gidalardan elde
edildiginden daha diisiik Neu5Gce seviyelerine sahiptir (Diaz vd., 2009). Bu
inaktivasyonun 2.5-3 milyon y1l 6nce gergeklestigi tahmin edilmektedir (Chou vd.,

2002).

CMAH'1n islevsiz hale gelmesinin insan biyolojisini bircok sekilde
etkilemis oldugu disliniilmektedir (Okerblom ve Varki, 2017). Birincisi, insanlari
Plasmodium reichenowi (sempanzeler ve gorillerde sitmadan sorumlu), E. coli
K99, bulasic1 gastroenteritis koronaviriisii ve simian viriisii 40 gibi enfeksiyon
icin Neu5Gc'ye baglanmay1 gerektiren patojenlerden kurtarmis olabilecegidir
(Peri vd., 2018). Ikincisi, CMAH psddogeninin, cinsel secilim yoluyla
sabitlenmeye yonlendirilmis olabilecegidir. Hominin popiilasyonunda fonksiyonel
bir CMAH geninin varliginin polimorfik oldugu zamanlarda, Neu5Gce-negatif
disilerin iireme yolundaki anti-Neu5Gc antikorlarinin Neu5Gc iceren sperm veya

fetal dokular1 hedeflemis ve bdylece iireme uyumlulugunu azaltmis olabilecegi
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diisiiniilmektedir (Ghaderi vd., 2011). Ugiinciisii, Neu5Gc'nin kaybmin insan
sialik asit biyolojisinde ve onu kontrol eden genlerde bir dizi degisiklige neden
olmus olmasidir. Sialik asit biyolojisine dahil oldugu bilinen yaklasik 60 genden
en az 10'u, Neu5Gc kaybiyla baglantili olan insana 6zgii degisikliklere ugramistir
(Varki ve Varki 2007; Varki, 2009). Dordiinciisii, CMAH —/— farelerin fenotipleri,
Neu5Gc kaybinin bir dizi insana 6zgli hastaliga katkida bulunmus olabilecegini

diisiindiirmektedir (Hedlund vd., 2007).

N, " -
I /\./ " Neu5Ac 1”3 /\./
CMAH X :
Sempanze v Inzan
. 7
Yabani Tip 1 CMAH™

Sekil 2.3. Sempanze ve insanda CMAH enzim aktivitesi (Okerblom ve Varki,
2017).

CMAH'1n insanlarda etkisiz olmasi, Neu5Gc'nin insanlarda yabanci bir
antijen haline gelmesine neden olmustur.. Hayvansal gidalardan elde edilen
Neu5Gc (agirlikli olarak kirmizi et ve siit iiriinleri) (Samraj vd., 2015), insan
dokularmin glikoproteinlerine dahil olmakta (Tangvoranuntakul vd., 2003) ve
burada kronik inflamasyon, romatizma ve kanser ile sonuclanabilecek bir
bagisiklik tepkisi ortaya c¢ikardigi diisiinilmektedir (Varki ve Varki 2007).
Kirmiz1 et tliketimi ve kanser arasindaki bu mekanizmayi, Neu5Gc’nin genellikle
insan tlimorlerinde ve iltihaplanma bolgelerinde yogunlagsmasi (Tangvoranuntakul
vd., 2003; Diaz vd., 2009) ve CMAH—/— farelerin, biyolojik olarak kullanilabilir
Neu5Gc ile beslendiklerinde sistemik inflamasyon ve yiiksek kanser sikligi

gelistirmesi desteklemektedir (Samraj ve ark. 2015).

Insanlara ek olarak, CMAH'n diger hayvan soylarinda bagimsiz olarak

etkisiz hale geldigi bildirilmistir. Yeni Diinya maymunlarinda, CMAH genininde
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4-13 eksonlarimin ters ¢evrilmesi ve 4-8 ve 10-13 eksonlarinin kaybi nedeniyle
gen yaklasik 30 milyon yil once etkisiz hale gelmistir. Bu durum P. falciparum
gibi belirli insan patojenlerine neden duyarli olduklarini agiklamaktadir (Springer
vd., 2014). Tavuk ve zebra ispinozunun genomlariyla gergeklestirilen dizi analiz
calismalarinda herhangi bir CMAH homologu saptamamistir (Schauer vd., 2009).
Kuslarda ve siirlingenlerde yapilan calismalarda ise, Neu5Gc'nin nadir oldugu
gosterilmistir ve bunun diyet kaynakli olabilecegi diisiiniilmiistiir. (Ito vd., 2000;
Schauer vd., 2009). Yani sira, kedilerde A, B ve AB kan gruplari, belirli eritrosit
glikolipidlerinde Neu5Gc'nin varligt veya yoklugu ile belirlenmekte ve yapilan
CMAH karakterizasyon c¢aligsmalarinda gende bulunan polimorfizmlerin kan
grubunun belirlenmesinde etkili oldugu bildirilmektedir (Omi vd., 2016; Can vd.,
2020).

Koyun, sig1r ve keci gibi ¢iftlik hayvanlarinda aktif oldugu bilinen CMAH
enzimi bulunmaktadir (Peri vd., 2018). Koyunlarda CMAH geni 20. kromozomda
bulunan ve 15 eksondan olusan bir gendir. 587 amino asit iceren CMAH enzimini
kodlamaktadir (Ensembl, Ovis aries) ve bu enzim NeuS5Ac’den Neu5Gc’nin
sentezlenmesini saglamaktadir. Insanlarm diyetle aldiklari Neu5Gc nin temel
kaynaklarindan birini koyun eti ve koyundan elde edilen siit iirlinlerinin tiiketimi

olusturmaktadir (Samraj vd., 2015).
2.8 Calismanin Amaci

Insanlarda CMAH geninin pseudogene déniismiis olmasi ve aktif bir
enzim  kodlayamamasi  nedeniyle insanlar Neu5Gc  sialik  asidini
sentezleyememekte ve beslenme yoluyla alabilmektedirler. Kirmiz1 et ve siit
tiriinlerinde bulunan ve bunlarin tiiketilmesiyle viicuda alinan Neu5Gce sialik
asidinin, insan tiimor dokularinda yogun olarak tespit edilmesiyle kirmizi et ve
kanser arasindaki iliski mekanizmasi arastirilmis ve fazla miktarda et tiiketimiyle
viicuda alman yogun miktardaki Neu5Gc’nin, anti-Neu5Gc ile inflamasyonu
sonucu kanseri tetikledigi tespit edilmistir. Bu nedenle, kanser riskini azaltmak
amaciyla diyet degisikligi yapilmasi ve Neu5Ge igerigi yiiksek besinlerden uzak

durulmasi onerilmektedir.
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Buradan yola ¢ikarak, bu c¢alismada Tiirkiye’de besin olarak tiiketilen iki
farkli koyun irkindan elde edilen 6rneklerle, CMAH mRNA karakterizasyonunun
gergeklestirilmesi, enzim fonksiyonunu ve Neu5Gc iiretimini potansiyel olarak
etkileyen olas1 polimorfizm/mutasyonlarin saptanmasi ve hayvan 1slahi agisindan

diisiik Neu5Ge igerigiyle ilgili bir biyobelirte¢ bulunmas1 amaglanmistir.
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3. GEREC ve YONTEM

3.1 Koyun Kan Orneklerinin Alinmasi

Calismada kullanilacak koyun kan orneklerinin almabilmesi amaciyla
Bandirma Koyunculuk Arastirma Enstitiisi Midiirliigii'ne proje sunumu
gerceklestirilmis ve alinan onay sonrasinda Ege Universitesi Hayvan Deneyleri
Yerel Etik Kuruluna basvuru yapilmistir. Etik kurulun 2016-096 sayili onayi
cergevesinde 27 Kiuvircik disi (KD), 17 Kivircik erkek (KE), 22 Karacabey
Merinos disi (MD) ve 22 Karacabey Merinos erkek (ME) koyundan (Sekil 3.1)
toplamda 88 adet koyundan kan 6rnegi alinmistir. Kan 6rnekleri juguler venden,

ortalama 3 ml olacak sekilde EDTA’L tiipler igerisine alinmis ve laboratuvara

tagmmistir.

Sekil 3.1. Kivircik ve Karacabey Merinos 1rki, disi ve erkek koyunlar (TC Tarim
ve Orman Bakanligi, Yerli Koyun Irklar1) A: Kivircik erkek, B: Kivircik Disi, C:

Karacabey Merinos erkek, D: Karacabey Merinos disi
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3.2 Kan Orneklerinden RNA izolasyonunun Gerg¢eklestirilmesi

Kan Orneklerinden total RNA izolasyonu Quick-RNA™ Whole Blood
(Zymo Research, ABD) kiti kullanilarak iiretici firma protokoliine uygun olarak
gerceklestirilmistir. 1.5 ml’lik santrifiij tiip icerisine 200 pl kan 6rnegi ve lizerine
200 pl DNA/RNA Shield (2X) eklenmis ve karistirilmistir. Daha sonra karisima 8
ul Proteinase K eklenip, karistirilmis ve 30 dakika inkiibe edilmistir. Inkiibasyon
sonrasinda, karigima esit hacimde izopropanol (Sigma Aldrich, ABD) eklenmis ve
iyice kanigtinlmistir. Karisim kite ait filtreli tiiplere aktarilip, filtreli tiip bir
kolektor tiip i¢ine yerlestirilerek 10,000xg’de 30 saniye santrifiij edilmistir.
Sonrasinda karigtma 200 pul RNA Recovery Buffer eklenmis ve santrifii
10,000%g’de 30 saniye santrifiij sonrasi filtreli tiip atilmistir. Karigima 200 pl
etanol (Sigma Aldrich, ABD)eklenmis ve iyice karistirilmistir. Daha sonra
karisim kite ait yeni bir filtreli tiipe aktarilip, filtreli tlip bir kolektor tiip icine
yerlestirilerek 10,000%g’de 30 saniye santrifiij edilmistir.

DNase I muamelesi i¢in filtreli tiipe 00 ul RNA Wash Buffer yikama
tamponu eklenip 10,000xg’de 30 saniye santrifiij edilmistir. Farkli bir 1.5 ml’lik
santrifiij tiip igerisine 5 pl DNase I ve 35 ul DNA Digestion Buffer karistirilarak
filtreli tiipe eklenmis ve oda sicakhiginda 15 dakika inkiibe edilmistir. Inkiibasyon
sonrasinda filtreli tiipe 400 ul RNA Prep Buffer yikama tamponu eklenmis ve
10,000%g’de 30 saniye santrifiij edilmistir. Daha sonra 700 pl RNA Wash Buffer
yikama tamponu eklenerek 10,000%g’de 30 saniye santriflij edilmistir. Santrifiij
sonrast 400 pl RNA Wash Buffer yikama tamponu eklenerek 10,000xg’de
ldakika santrifiij edilmis ve kolektor tiip atilip, filtreli tiip 1.5 ml’lik bir santrifiij
tiipiine alinmistir. Son olarak filtreye 15 pul DNase/RNase-Free Water eklenerek
10,000%g’de 30 saniye santrifiij edilmistir ve filtreli tiip atilarak elde edilen RNA

ornekleri kullanilana kadar -80°C’de saklanmuistir.

3.3 Komplementer DNA (¢cDNA) Sentezi

Total RNA o6rneklerinden cDNA sentezi High Capacity cDNA Reverse
Transcription (Thermo Fisher Scientific, ABD) kiti kullanilarak iiretici firma

protokoliine uygun olarak gerceklestirilmistir. 20 pl’lik revers transkripsiyon
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reaksiyonu i¢in Oncelikle 2X RT master mix hazirlanmistir. Bu amagcla, 0.2 ml’lik
santrifiij tlipli icerisine 2 pul 10X RT Buffer, 0.8 pul 25X dNTP Mix (100 mM), 2 ul
10X RT Random Primers, 1 ul MultiScribe™ Reverse Transcriptase ve 4.2 pl
Nuclease-free water eklenmis ve karistirilmistir. Daha sonra karisim iizerine 10 pl
total RNA 0rnegi eklenmis, pipetle karistirilmis ve 3,000xg’de 5 saniye santrifiij
yapilmistir. Tiipler daha sonra termal dongili cihazina (MiniAmp™ Plus PCR
Thermal Cycler, Thermo Fisher Scientific, ABD) yerlestirilerek reaksiyon
belirtilen kosullarda gerceklestirilmistir (Tablo 3.1). Daha sonra elde edilen
cDNA ornekleri kullanilana kadar -20°C’de saklanmistir.

Tablo 3.1. Revers transkriptaz reaksiyon kosullari

Ayarlar Asama 1 Asama 2 Asama 3 Asama 4
Sicaklik 25°C 37°C 85°C 4°C
Zaman 10 dakika 120 dakika 5 dakika Sabit

3.4 Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR)

Koyunlardaki CMAH geninin mRNA dizisini analiz etmek i¢in mRNA
dizisine  spesifik primerler kullanilarak  polimeraz zincir reaksiyonu
gerceklestirilmistir (Tablo 3.2) (Sekil 3.2). Referans mRNA sekansi ve primer
sentezi i¢in National Center for Biotechnology Information (NCBI) ve Ensembl
veritaban1 kullanilmistir. 1764 bg uzunlugundaki referans varyant (NCBI-
PREDICTED: Ovis aries cytidine monophosphate-N-acetylneuraminic acid
hydroxylase (LOC101106806), transcript variant X4, mRNA NCBI Reference
Sequence: XM 042236951.1, Ensembl-  cytidine = monophosphate-N-
acetylneuraminic acid hydroxylase Transcript ENSOART00020014684.1)
sekansina uygun, benzer biiyiikliiklerde iirlin elde edilecek sekilde ii¢ primer ¢ifti

tasarlanmistir (Tablo 3.3).
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Tablo3.2. Primer ¢iftleri ve PZR {iriin biiytikliikleri

Primer Uriin Biiyiikliigii (bc)
fleri CMAH 1: GATTTCTGCCTTGGGGGAGT

Geri CMAH 1: AGGTGGTCTGAGTGCATGTG 693

fleri CMAH 2: GAGGATGGTGTTTGACCCTT

Geri CMAH 2: CCTACCCAGATCAAGAGTGG 766

fleri CMAH 3: CCCGAATTTATTGCCCCTTT

Geri CMAH 3: ATTGCTGATGTCAGTAAGGCA 803

PREDICTED: Owis aries cytidine monophosphate-N-acetylneuraminic acid
hydroxylase (LOC101106806), transcript variant X4, mRNA NCBI Reference
Sequence: XM (042236951.1

TTGGCCGTTGGTGCGGTTTCCCTCAGCAACTGCATGTCCTGCTTCAGTTTCTTC TG
GTGGTTTCCCGCTTCCTTTCCGAGCTGTTTGGCCCCTTTCTACCTGGACTGGAACA
A\ CEEEEEEN A ATCAGACACAGAAGCTGAAGTGACAACTGC
TATTCTTCTGAAATCCGCAGGGAGAGGCAACAGCAGACTATGGGCAGCATCGAA
CAAACAGCTGAGCTCCTCTTGTGTCTCTCCCCCGCTGAAGTTIGCCAATCTCAAGG
AAGGAATCAATTTTGTTCGAAATAAGAGCACTGGCAAAGATTACATCTTGTATAA
GAGTAAGAGCCTCCTGCGAGCATGCAAGAATATGTGCAAGCACCAAGGAGGCCT
GTTCATAAAAGATATCGAGGATTTAGATGGAAGGTCTGTTAGATGCACAAAACA
CAACTGGAAGTTGGATGTGAGCACCATGAAGTACATCAACCCTCCAGGCAGCTTC
TGTCAAGATGAACTAGTTGTGGAAGAGAGTGAAGAAAATGAACTTTTGCTICTAG
AGCTGAATCCTCCTAACCCCTGGGATTCAGAGCCCAGATCTCCTGAAGATTTGGE
TTTTGGGGAAGTGCAGATAACATACCTTACTCATGCCTGCATGGACCTCAAGCTG
GGGGACAAGAGGATGGTGTTITGACCCTTGG TTAACGGGTCCTGC TTTIGCCCGAG
GATGGTGGTTACTGCATGAGCCTCCATCTGATTGGCTGGAGAGGC TG TGCCAAGE
GGACCTCATTTACATCAG TG GTTACCCCACACTG
AAGAAGCTTGCTGGGAGAAGACCAGATATCCCCATTTATGTTGGAAAAACAGAA
AGACCTGTATTTTGGAATCTGAATCAGAGTGGTGTCCAGTTGACTAATATCAATG
TAGTGCCATTTGGAATATGGCAGCAGGTAGACGAAAATCTCCGATTCATGATCCT
AATGGATGGCGTTCATCCTGAAATGGACACTTGCATTATCGTGGAATACAAAGGT
CATAAAATACTCAATACAGTGGATTGCACCAGACCCAATGGAGGAAGGCTGCCT
ATGAAGGTTGATITAATGATGAGTGATTTTGC TGGAGGAGCATCAGGCTTTCCGA
TGACTTTCAGTGGTGGAAAGTTTACTGAGGAATGGAAAGCCCAGTTCATTAAAAC
AGAAAGGAAGAAACTCCTGAACTACAAGGCTCGGCTGGTGAAGGACCTACAACE
CCGAATTTATTGCCCCTTIGC TGGGTATTTTGTGGAATCCCACCCATCAGACAAGT
ACATTAAGGAAACAAACATCAAAAATGACCCAGATGAACTCAACAATCTTATCA
AGAAAAATTCTGATGTGTTAACATGGACACCGCGACCTGGAGCCACTCTTGATCT
GGGTAGGATGCTAAAGGATCCAACAGACAGCAAAGGCATCATTGACCCTCCGGA
GGGGACTAAAATTTACAAGGATTCCTGGGACTTTGGACCATATTTGAAAATCTTG
AATGCTGCTGTAGGAGATGAAATATTTCGCCACCCATCCTGGATAAAAGAATACT
TCACTTGGGCTGGATTTAAGGATTATAACCTGGTGGTCAGGATGATTGAGACAGA
TGAGGACTTCAGCCCTTTTCCTGGAGGATATGACTATTTGGTTGACTTTCTAGATT
TATCCTTTCCAAAAGAAAGACCAAGCCGGGAACATCCATATGAGGAAATTCGGA
GCCGGGTTGACGTCATCAGACACGTGGTGAAGAATGGCCTGCTCTGGGACGACCT
GTATATAGGATTCCAAACCCGGCTCCAGCGGGATCCTGACATATACCATCATCTG
TTTTGGAACCATTTTCAAATAAAACTCCCCCTAACACCGCCCAACTGGAAGTCAT
TCCTAATATACTGTGGGGAGAGAGGACCTGAGATCTCCCAGGGATACTAAGCTG
CATGAAAAATTCAAGTATTCACTGATGCTGTATCTTGAACATGAAGCTTATACCA
AAGAGACTATGTATGCCTTACTGACATCAGCAATGGATAATCAAATGTTGTGTTT
GTGAAATGTTCACATATCTTATGTTTGTGGATCACTACATAGCCAGAGTATTGAT
ATTTTAATTATTCTGTCCATAATTTTCTGTAAAAGAACCCATGAATGCCATAGGAA
CAAATTCTCTATGGAAAACAAAGACAACAGGGGATGTAAATCCAAGTACAG

Sekil 3.2. Referans mRNA Dizisi Kullanilarak Tasarlanan Primer Ciftleri
Pembe: CMAH 1 primer c¢ifti, Sart: CMAH 2 primer ¢ifti, Mavi: CMAH 3 primer ¢ifti



26

88 koyun cDNA 06rnegi her primer ¢ifti ile polimeraz zincir reaksiyonu
kullanilarak amplifiye edilmistir. PZR i¢in her tiip 2,5 pl 10xTaq Buffer, 1,25 pl
dNTP karisimi (her birinden 0.2 mM), 1 pl iler ve 1 pl geri primer (10 uM), 3.5 pl
MgCl, (25 mM), 1 ul cDNA, 0.5 pl Tag DNA polimeraz (Thermo Fisher
Scientific, ABD) ve 14,25 pl ultra saf su igerecek ve 25 pl son hacim olacak
sekilde hazirlanmistir. PZR, 95°C’de 1 dk baslangic denatiirasyonu sonrasi, 35
dongii 95°C’de 1 dk denatiirasyon, 61°C’de (primer 1), 58°C’de (primer 2),
56°C’de (primer 3), 45 sn baglanma ve 72°C’de 45 sn elongasyon ve son olarak
72°C’de 7 dk son uzama basamagi kosullarinda termal dongli cihazina
(MiniAmp™ Plus PCR Thermal Cycler, Thermo Fisher Scientific, ABD)
gergeklestirilmistir.

Tablo3.3. Referans CMAH mRNA ekson ve sekanslar1 (Ensembl, Ovis aries)

Ekson  Sekans

1 ATGGGCAG

2 CATCGAACAAACAGCTGAGCTCCTCTTGTGTCTCTCCCCCGCTGAAGTTGC
CAATCTCAAGGAAGGAATCAATTTTGTTCGAAATAAGAGCACTGGCAAAG
ATTACATCTTGTATAAGAGTAAGAGCCTCCTGCGAGCATGCAAGAATATGT
GCAAGCACCAAGGAGGCCTGTTCATAAAAGATATCGAGGATTTAGATGGA
AG

3 GTCTGTTAGATGCACAAAACACAACTGGAAGTTGGATGTGAGCACCATGA
AGTACATCAACCCTCCAGGCAGCTTCTGTCAAGATGAACTAG

4 TTGTGGAAGAGAGTGAAGAAAATGAACTTTTGCTTCTAGAGCTGAATCCTC
CTAACCCCTGGGATTCAGAGCCCAGATCTCCTGAAGATTTGGCTTTTGGGG
AAGTGCAG

5 ATAACATACCTTACTCATGCCTGCATGGACCTCAAGCTGGGGGACAAGAG
GATGGTGTTTGACCCTTGGTTAACGGGTCCTGCTTTTGCCCGAGGATGGTG
GTTACTGCATGAGCCTCCATCTGATTGGCTGGAGAGGCTGTGCCAAGCGG
ACCTCATTTACATCAGTCACATGCACTCAGACCACCTGAG

6 TTACCCCACACTGAAGAAGCTTGCTGGGAGAAGACCAGATATCCCCATTT
ATGTTGGAAAAACAGAAAGACCTGTATTTTGGAATCTGAATCAGAGTGGT
GTCCAGTTGACTAATATCAATGTAGTGCCATTTGGAATATGGCAGCAG

7 GTAGACGAAAATCTCCGATTCATGATCCTAATGGATGGCGTTCATCCTGAA
ATGGACACTTGCATTATCGTGGAATACAAAG
8 GTCATAAAATACTCAATACAGTGGATTGCACCAGACCCAATGGAGGAAGG

CTGCCTATGAAGGTTGATTTAATGATGAGTGATTTTGCTGGAGGAGCATCA
GGCTTTCCGATGACTTTCAGTGGTGGAAAGTTTACTG

9 AGGAATGGAAAGCCCAGTTCATTAAAACAGAAAGGAAGAAACTCCTGAA
CTACAAGGCTCGGCTGGTGAAGGACCTACAACCCCGAATTTATTGCCCCTT
TGCTGGGTATTTTGTGGAATCCCACCCATCAGACAA

10 GTACATTAAGGAAACAAACATCAAAAATGACCCAGATGAACTCAACAATC
TTATCAAGAAAAATTCTGATGTGTTAACATGGACACCGCGACCTGGAGCC
ACTCTTGATCTGGGTAGGATGCTAAAGGATCCAACAGACAG

11 CAAAGGCATCATTGACCCTCCGGAGGGGACTAAAATTTACAAGGATTCCT
GGGACTTTGGACCATATTTGAAAATCTTGAATGCTGCTGTAGGAGATGAA
ATATTTCGCCACCCATCCTGGATAAAAGAATACTTCACTTGGGCTGGATTT
AAGGATTATAACCTGGTGGTCAGG

12 ATGATTGAGACAGATGAGGACTTCAGCCCTTTTCCTGGAGGATATGACTAT
TTGGTTGACTTTCTAGATTTATCCTTTCCAAAAGAAAGACCAAGCCGGGAA
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CATCCATATGAGGAA

13 ATTCGGAGCCGGGTTGACGTCATCAGACACGTGGTGAAGAATGGCCTGCT
CTGGGACGACCTGTATATAGGATTCCAAACCCGGCTCCAGCGGGATCCTG
ACATATACCATCATCT

14 GTTTTGGAACCATTTTCAAATAAAACTCCCCCTAACACCGCCCAACTGGAA
GTCCTTCCTAATATACTGTGGGGAGAGAGGACCTGAGATCTCCCAG

15 GGATACTAA

3.5 Agaroz Jel Elektroforezi ve Sekanslama

Polimeraz zincir reaksiyonu sonrasinda amplifiye edilen iiriinlerin
goriintiilenmesi  amaciyla iriinler %]1’lik agaroz jel -elektroforezinde
ylirtitiilmiistiir. Agaroz jel hazirlamak i¢in, 1gr agaroz (Thermo Fisher Scientific,
ABD), 100 ml IXxTAE c¢ozeltisi i¢inde 1sitilarak ¢ozdiiriilmiis ve 1 pl Etidyum
Bromide Solution (10 mg/ml) (Pan Reac AppliChem) niikleik asit boyasi
eklenmistir. Uriinler, DNA Gel Loading Dye (6X) (Thermo Fisher Scientific,
ABD) yiikleme boyas1 ile protokole uygun olarak kanstirilmis ve jele
yiiklenmistir. Uriin biiyiikliiklerinin belirlenmesi amaciyla molekiiler agirlik
isaretleyici olarak 3 pl GeneRuler 1 kb Plus DNA Ladder (Thermo Fisher
Scientific, ABD) kullanilmustir. Jel, 1 saat boyunca 100 V’de (The Mini-Sub Cell
GT Cell, Bio-Rad, ABD) yiiriitiildiikten sonra UV 1s1k altinda goriintiilenmistir.
Hedeflenen gen bolgesindeki iiriin biiytikliikleri molekiiler agirlik isaretleyicideki
bant biiyiikliikleri ile kontrol edilmistir. Beklenen iiriin biiyiikliiklerinin gézlendigi
ornekler sekans islemi i¢in hazirlanmistir. PZR 6rnekleri saflastirma igleminden

sonra ABI Prism 3100 cihaziyla sekanslanmistir.
3.6 Polimorfizmlerin ve Alel/Genotip Frekanslarinin Belirlenmesi

PZR ornekleri sekanslandiktan sonra, sekanslar MEGA11 (Tamura vd.,
2021) programi kullanilarak dizilmis ve cDNA dizilerindeki polimorfizmler
belirlenmistir. Polimorfizmlerin amino asit sekansinda degisiklige sebep olup
olmadiginin arastirllmas1 amaciyla niikleotit sekanslart MEGA 11 programi
kullanilarak amino asit sekansina ¢evrilmis ve analiz edilmistir. Genotip frekansi
(Genotip sayis1 / Popiilasyondaki toplam birey sayisi) ve alel frekansi (Alel kopya
sayis1 / Popiilasyondaki toplam birey sayisi) Microsoft Office Siiriim 365'in
Microsoft Office Excel programi (https//www.office.com/) kullanilarak

hesaplanmustir.
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3.7 Amino Asit Degisiminin Protein Fonksiyonuna Etkisi

Amino asit degisimine sebep olan polimorfizmlerin  protein
fonksiyonundaki zararli/ndtral etkilerinin belirlenmesi amaciyla PredictSNP
(https://loschmidt.chemi.muni.cz/predictsnp/) (Bendl vd., 2014) ve SIFT
(https://sift.bii.a-star.edu.sg/) (Dakal vd, 2017) programlar1 kullanilmistir.

3.8 Kodon Kullanim Oram ve mRNA Ikincil Yapisinin Belirlenmesi

Polimorfizmler tespit edildikten sonra her bir varyant i¢in kodon kullanim
oranlari Sequence Manipulation Suite: Codon Usage
(https://www.bioinformatics.org/sms2/codon_usage.html) araciyla belirlenmistir
(Stothard, 2000). Varyantlarin mRNA ikincil yapilarinin belirlenmesi amaciyla
UnAFold web  sunucusu  altinda  ¢alisan RNA  folding  form
(http://www.unafold.org/mfold/applications/rna-folding-form.php)  kullanilmistir
(Zuker, 2003).

3.9 Protein ikincil Yap1 Analizi

Protein 2 boyutlu yap1 analizini gergeklestirmek amaciyla elde edilen amino asit
sekanslart kullanilarak GOR IV Secondary Structure Prediction Method (Garnier

vd., 1996) araciyla her varyantin protein ikincil yap1 analizi gerceklestirilmistir.
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4. BULGULAR

4.1 Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR)

27 Krvireik disi (KD), 17 Kivircik erkek (KE), 22 Karacabey Merinos disi
(MD) ve 22 Karacabey Merinos erkek (ME) koyunun cDNA Ornekleri ile

gerceklestirilen PZR analizinde 88 6rnek her primer ¢ifti i¢in amplifiye edilmis ve

agaroz jel elektroforezinde PZR iiriin biiyiikliigii teyit edilmistir.

4.2 Polimorfizmlerin Belirlenmesi

Koyun CMAH mRNA sekanslari, MEGA 11 programinda irk ve cinsiyet

ozelliklerine gore dizilmistir (Sekil 4.1). Toplamda 11 niikleotit pozisyonunda

polimorfizmler saptanmistir. Daha sonra niikleotid dizilerinin amino

karsiliklar1 program iizerinden analiz edilerek polimorfizmlerin amino

degisimine neden olan polimorfizmler belirlenmistir.

Sepucnr Dapley  Hep
OIS EwE e ril «OXEXG+FHar @238
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Sekil 4.1. MEGA 11 kullanilarak analiz edilen CMAH mRNA sekanslar1

A: MEGA 11 Koyun Niikleotit Sekansi, B: MEGA 11 Koyun Amino Asit Sekanslari

asit

asit
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G27A, G55T, G264C, A294G, G309A, GS512A, CI1266A, A1269T,
G1378A, C1624A ve A1713C polimorfizmlerinden 5 tanesinin (G55T, G264C,
G512A, CI1266A ve G1378A) amino asit degisikligine neden oldugu, geriye
kalan 6 pozisyonun amino asit degisimine neden olmadigi tespit edilmistir (Tablo
4.1). G55T polimorfizmi valin-fenilalanin degisimine, G264C polimorfizminin
lizin-asparajin degisimine, G512A polimorfizminin triptofan-durdurma kodonu
degisimine, C1266A polimorfizminin aspartik asit-gliitamik asit degisimine ve
G1378A polimorfizminin gliitamik asit-lizin degisimine neden oldugu

belirlenmistir (Sekil 4.2).

N. 294: CAA-CAG
AA98: Q-Q

N. 1378: GAA-AAA
A.A460: EK

N. 264: AAG-AAC
AA88: K-N

N. 309: GTG-GTA
AA103: V-V

N. 1713: TCA-TCC
AAS5TL: S-S

N.512: TGG-TAG
AA171: W-*

N. 1624: CGG-AGG
AA542:R-R

N. 55: GTT-TTT
AA19: V-F

N. 27: GAG-GAA
AAO: EE

Sekil 4.2. Koyun CMAH eksonlarindaki niikleotit polimorfizmleri ve amino asit
degisimleri
1-2-3-4-5-6-7-8-9-10-11-12-13-14-15: Eksonlar, N: Nikleotit, A.A: Amino asit,
Kalin: Amino asit degisimine neden olan varyasyonlar, E: Gliitamik asit, V: Valin, F:
Fenilalanin, K: Lizin, N: Asparajin, Q: Gliitamin, W:Triptofan, *:Durdurma kodonu,

D: Aspartik asit, R: Arjinin, P: Prolin
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Say1 | Irk ve Polimorfizmler
Cinsiyet
G27A G55T*! G264C*? A294G G309A G512A%3 | C1266A** T1269A G1378A*° | C1624A | A1713C

1 KD-1 GG GT GC AG GA GA CA TA GA CA AC
2 KD-2 GA GT GC AG GA GA CA TA GA CA CcC
3 KD-3 GA GT GC AG GA GA CA TT GA CA CcC
4 KD-4 GG GT GC AG GA GA CA TA GA CA AC
5 KD-5 GA GT GC AG GA GA CC TT GG CA AC
6 KD-6 GG GT GC AG GA GA CA TA GA CA CcC
7 KD-7 GG GT GC AG GA GA CA TA GA CA AC
8 KD-8 GG GT GC AG GA GA CA TA GG CA AC
9 KD-9 GA GT GC AG GA GA CA TT GA CA AC
10 KD-10 GG GT GC AG GA GA CA TA GA CA AC
11 KD-11 GA GT GC AG GA GA CA TT GG CA AC
12 KD-12 GA GT GC AG GA GA CA TT GG CA CcC
13 KD-13 AA GT GC AG GA GA CA TA GA CA AC
14 KD-14 GA GT GC AG GA GA CA TA GA CA AC
15 KD-15 GG GT GC AG GA GA CC TT GA CA AC
16 KD-16 GA GT GC AG GA GA CC TT GA CA AC
17 KD-17 AA GT GC AG GA GA CA TA GA CA AC
18 KD-18 GA GT GC AG GA GA CA TA GG CA AC
19 KD-19 GA GT GC AG GA GA CC TT GA CA AC
20 KD-20 GA GT GC AG GA GA CA TA GA CA CcC
21 KD-21 GG GG GC AG GA GA CA TA GA CA AC
22 KD-22 GG GG GC AG GA GA CA TA GA CA AC
23 KD-23 GG GT GC AG GA GA CC TA GA CA AC
24 KD-24 GG GT GC AG GA GA CC TA GG CA CcC
25 KD-25 GG GT GC AA GA GA CA TA GA CA CcC
26 KD-26 GA GT GC AG GA GA CA TT GG CA CcC
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27 KD-27 GA GT GC AG GA GA CA TA GG CA AC
28 KE-1 GG GT GC AG GA GA CC 1T GG CA AC
29 KE-2 GA GT GC AG GA GA CC TA GA CA AC
30 KE-3 GG GT GC AG GA GA CC TA GA CA AC
31 KE-4 GA GT GC AG GA GA CC 1T GG CA CcC
32 KE-5 GG GT GC AG GA GA CC 1T GA CA AC
33 KE-6 GA GT GC AG GA GA CC 1T GG CA AC
34 KE-7 GA GT GC AG GA GA CC 1T GA CA AC
35 KE-8 GA GT GC AG GA GA CC TA GA CA AC
36 KE-9 GA GT GC AG GA GA CC TA GA CA AC
37 KE-10 GA GT GC AG GA GA CA TA GA CA AC
38 KE-11 GA GT GC AG GA GA CC 1T GG CA CcC
39 KE-12 GA GT GC AG GA GA CC TA GA CA AC
40 KE-13 GA GT GC AG GA GA CC TA GA CA CcC
41 KE-14 GA GT GC AG GA GA CC TA GA CA CcC
42 KE-15 GA GT GC AG GA GA CC TA GA CA AC
43 KE-16 GA GT GC AG GA GA CC 1T GA CA AC
44 KE-17 GA GT GC AG GA GA CC TA GA CA CcC
45 MD-1 GG GT GC AG GA GA CC 1T GA CA AC
46 MD-2 GA GT GC AG GA GA CC TA GA CA AC
47 MD-3 GA GT GC AG GA GA CC 1T GA CA CcC
48 MD-4 GA GT GC AG GA GA CC TA GA CA AC
49 MD-5 GA GT GC AG GA GA CC TA GA CA CcC
50 MD-6 GA GT GC AG GA GA CC TA GA CA AC
51 MD-7 GA GT GC AG GA GA CC TA GA CA AC
52 MD-8 GG GT GC AG GA GA CA TA GA CA AC
53 MD-9 GA GT GC AG GA GA CC 1T GA CA CcC
54 MD-10 GA GT GC AG GA GA CC 1T GG CA AC
55 MD-11 GA GG GC AA GA GA CA 1T GG CA AC
56 MD-12 GA GT GC AG GA GA CA TA GA CA CcC
57 MD-13 GG GT GC AG GA GA CA 1T GA CA CcC
58 MD-14 GG GT GC AG GA GA CC TA GG CcC AC
59 MD-15 GA GT GC AG GA GA CC TA GA CA AC
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60 MD-16 GA GT GC AG GA GA CC 1T GG CA CcC
61 MD-17 GA GT GC AG GA GA CC TA GA CA CcC
62 MD-18 GG GT GC AG GA GA CC 1T GA CA CcC
63 MD-19 GG GT GC AG GA GA CC TA GA CA AC
64 MD-20 AA GT GC AG GA GA CC TA GA CA AC
65 MD-21 GG GT GC AG GA GA CC 1T GA CA AC
66 MD-22 AA GT GC AG GA GA CC 1T GG CA AC
67 ME-1 GA GT GC AG GA GA CC TA GA CA AC
68 ME-2 GA GT GC AG GA GA CA TA GA CA AC
69 ME-3 GA GT GC AG GA GA CC 1T GG CA AC
70 ME-4 GA GT GC AG GA GA CA TA GA CA AC
71 ME-5 GA GT GC AG GA GA CA TA GA CA AC
72 ME-6 GA GT GC AG GA GA CA TA GA CA AC
73 ME-7 GA GT GC AG GA GA CA TA GA CA AC
74 ME-8 GA GT GC AG GA GA CC TA GA CA AC
75 ME-9 GA GT GC AG GA GA CA 1T GA CcC CcC
76 ME-10 GA GT GC AG GA GA CA TA GA CA AC
77 ME-11 GA GT GC AG GA GA CA TA GA CA AC
78 ME-12 GA GT GC AG GA GA CA TA GA CA AC
79 ME-13 GA GT GC AG GA GA CA TA GA CA AC
80 ME-14 GA GT GC AG GA GA CA TA GA CA AC
81 ME-15 GG GT GC AG GA GA CA TA GA CA AC
82 ME-16 GA GT GC AG GA GA CA TA GA CA CcC
83 ME-17 GA GT GC AG GA GA CC 1T GA CA AC
84 ME-18 GA GT GC AG GA GA CA TA GA CA AC
85 ME-19 GA GT GC AG GA GA CA TA GA CA AC
86 ME-20 GA GT GC AG GA GA CC 1T GA CA AC
87 ME-21 GA GT GC AG GA GA CA 1T GA CA AC
88 ME-22 GA GT GC AG GA GA CA TA GA CA AC

* Amino asit degisimine neden olan varyasyon ': Valin - Fenilalanin amino asit degisimine neden olan niikleotit pozisyonu, : Lizin - Asparajin amino asit degisimine neden
olan niikleotit pozisyonu, 3: Triptofan - Durdurma kodonu amino asit degisimine neden olan niikleotit pozisyonu, *: Aspartik asit - Gliitamik asit amino asit degisimine neden
olan niikleotit pozisyonu, *: Gliitamik asit - Lizin amino asit degisimine neden olan niikleotit pozisyonu
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4.3 Polimorfizm Frekanslari

Polimorfizm belirlenen 11 pozisyonun irk ve cinsiyete gore frekanslari
belirlenmistir. G27A pozisyonu i¢in homozigot GG genotip frekansi en yliksek
Kivircik disi (KD) (0.45) ve Karacabey Merinos disi (MD) (0.31) hayvanlarda
goriiliirken heterezigot GA genotip frekansi Kivircik erkek (KE) (0.82) ve
Karacabey Merinos erkek (ME) (0.95) hayvanlarda goriilmiistiir. Homozigot AA
genotipi sadece KD ve MD hayvanlarda goriilmiis olup frekanslar sirasiyla 0.07
ve 0.09 olarak belirlenmigtir. GS55T polimorfizmi incelendiginde KE ve ME
hayvanlarda sadece GT genotipi goriilirken KD ve MD hayvanlarda diistik
frekanslarda GG genotipi de belirlenmistir. Benzer sekilde A294G
polimorfizminde KE ve ME’de sadece heterozigot AG genotipi goriilirken, KD
ve MD’de AA genotipi de gortilmiistiir. G264C, G309A ve G512A genotiplerinde
biitlin hayvanlarin heterozigot genotipe sahip oldugu goriilmustir. CI1266A
polimorfizm poziyonunda KD ve ME hayvanlarda CA heterozigot genotip
frekans1 yiiksek iken MD ve KE hayvanlarda CC genotip frekanst oldukga
yiiksektir. T1269A, G1378A, C1624A ve A1713C pozisyonlarinda heterozigot
genotip frekanslari homozigot frekanslardan daha yiiksek bulunmus, C1624A
pozisyonunda CC homozigot genotipi diisiik freakansta bile olsa sadece ME
hayvanlarda goriilmiistiir (Tablo 4.2).

Tablo 4.2. Polimorfizm pozisyonlarindaki genotip frekansi

Polimorfizmler
Irk G27A | G55T | G264C | A294G | G309A | G512A | CI266A | T1269A | GI378A | C1624A | A1713C
ve ®) ] ) ) ) ) ) ] ] ] )
Cinsiyet
KD GG GG GC AA GA GA cC TT GG - CA CC
0.45) | (0.04) 1) (0.04) 0 0 (0.22) (0.33) (0.3) 1) (0.22)
GA GT AG CA TA GA AC
0.48) | (0.96) (0.96) (0.78) (0.67) 0.7) (0.78)
AA
(0.07)
KE GG GT GC AG GA GA cC TT GG CA CC
(0.18) 1) 1 1 0 1) (0.94) (0.41) (0.24) (1) 0.3)
GA CA TA GA AC
(0.82) (0.06) (0.59) (0.76) 0.7)
MD GG GG GC AA GA GA cC TT GG CA cC
0.31) | (0.05) (1) (0.05) (1 o (0.82) (0.45) (0.23) (1) (0.32)
GA GT AG CA TA GA AC
0.6) | (0.95) (0.95) (0.18) (0.55) 0.77) (0.68)
AA
(0.09)
ME GG GT GC AG GA GA cC- TT GG CA- cC
(0.05) 1) 1 (1) (1 o (0.18) (0.23) (0.05) (0.95) (0.09)
GA CA TA GA cC AC
(0.95) (0.82) (0.77) (0.95) (0.05) (0.91)

(f): Frekans




35

Polimorfizm pozisyonundaki alel frekans sonuglari, G27A pozisyonunda
Kivircik ki i¢in G alel frekansinin Karacabey Merinos 1rki i¢in ise A alel
frekansinin yiiksek oldugunu gostermektedir. G55T ve A294G pozisyonlarinda, G
alel frekansmin her iki wrktaki disi koyunlarda esit oldugu bulunmustur. Her iki
irkta da, C1266A pozisyonunda C aleli, T1269A pozisyonunda T aleli, G1378A
pozisyonunda G aleli ve A1713C pozisyonunda C aleli daha yiiksek frekans
gostermistir (Tablo4.3).

Tablo4.3. Polimorfizm pozisyonlarindaki alel frekansi

Polimorfizmler
Irk ve | G27A | G55T | G264C | A294G | G309A | G512A | CI1266A | T1269A | GI378A | C1624A | A1713C
Cinsiyet (®) () (®) () (®) () (®) () () () ()
KD G G G A G G C T G C C
0.69 | (0.52) | (0.5 048) | (0.5 (0.5) (0.61) (0.66) (0.65) (0.5) (0.61)
A T C G A A A A A A A

(0.31) | (0.48) 0.5) (0.52) (0.5) 0.5) (0.39) (0.34) (0.35) 0.5) (0.39)

KE G G G A G G C T G C C
0.59) | (0.5) (0.5) (0.5) (0.5) (0.5) 0.97) (0.70) (0.62) (0.5) (0.65)

A T C G A A A A A A A
0.41) | (0.5) (0.5) (0.5) (0.5) 0.5) | (0.03) (0.30) (0.38) (0.5) (0.35)

MD G G G A G G C T G C C
(0.61) | (0.52) | (0.5 | (048 | (0.5) (0.5) (0.91) (0.72) (0.61) (0.5) (0.66)

A T C G A A A A A A A
039 | (048) | (0.5 | (052 | (0.5 0.5) | (0.09 (0.28) (0.39) (0.5) (0.34)

ME G G G A G G C T G C C
0.48) | (0.48) | (0.5) (0.5) (0.5) (0.5) (0.59) (0.71) (0.52) 052) | (0.54)

A T C G A A A A A A A

(0.52) 0.5) 0.5) 0.5) 0.5) 0.5) 0.41) (0.39) (0.48) (0.48) (0.46)

(f): Frekans

4.4 Amino Asit Degisiminin Protein Fonksiyonundaki Etkisi

Yanlis anlamli mutasyonlarin protein fonksiyonuna etkisinin arastirilmasi
sonucunda, kullanilan her iki programda da V17F ve K88N amino asit
degisimlerinin protein fonksiyonunda olumsuz etkiye sebep oldugu, D422E ve
E460K amino asit degisimlerinin ise notral etki gosterdigi belirlenmistir (Tablo

4.4).
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Tablo 4.4. Yanlis anlamli mutasyonlarin protein fonksiyonuna etkisi

Mutasyon Predict-SNP SIFT

V17F Zararh Zararli
K88N Zararh Zararh
D422E Notral Notral
E460K Notral Notral

4.5 Alternatif Ekleme (Alternative splicing)

Sekans orneklerinin MEGAI11 programinda analiz edilmesiyle, referans
varyantla ayni uzunlukta olan bir varyantin (Varyant 2) yani sira ekson atlanmasi
nedeniyle alternatif ekleme goriilen 2 varyant daha tespit edilmistir. Varyantlardan
birinde ekson 9 atlanmas1 (Varyant 3), diger varyantta ise ekson 6 ve ekson 9

atlanmasi (Varyant 4) goriilmiistiir (Tablo 4.5).
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Tablo 4.5. Alternatif ekleme sonucu olusan farkli varyantlarin niikleotit sekans1

Varyantlar

Niikleotit Sekansi

Varyant 1
(Referans)

ATGGGCAGCATCGAACAAACAGCTGAGCTCCTCTTGTGTCTCTCCCCCGCTGAAGTTGCCAATCTCAAGGAAGGAATCAATTTTGTTCGAA
ATAAGAGCACTGGCAAAGATTACATCTTGTATAAGAGTAAGAGCCTCCTGCGAGCATGCAAGAATATGTGCAAGCACCAAGGAGGCCTGT
TCATAAAAGATATCGAGGATTTAGATGGAAGGTCTGTTAGATGCACAAAACACAACTGGAAGTTGGATGTGAGCACCATGAAGTACATCA
ACCCTCCAGGCAGCTTCTGTCAAGATGAACTAGTTGTGGAAGAGAGTGAAGAAAATGAACTTTTGCTTCTAGAGCTGAATCCTCCTAACCC
CTGGGATTCAGAGCCCAGATCTCCTGAAGATTTGGCTTTTGGGGAAGTGCAGATAACATACCTTACTCATGCCTGCATGGACCTCAAGCTG
GGGGACAAGAGGATGGTGTTTGACCCTTGGTTAACGGGTCCTGCTTTTGCCCGAGGATGGTGGTTACTGCATGAGCCTCCATCTGATTGGCT
GGAGAGGCTGTGCCAAGCGGACCTCATTTACATCAGTCACATGCACTCAGACCACCTGAGTTACCCCACACTGAAGAAGCTTGCTGGGAGA
AGACCAGATATCCCCATTTATGTTGGAAAAACAGAAAGACCTGTATTTTGGAATCTGAATCAGAGTGGTGTCCAGTTGACTAATATCAATG
TAGTGCCATTTGGAATATGGCAGCAGGTAGACGAAAATCTCCGATTCATGATCCTAATGGATGGCGTTCATCCTGAAATGGACACTTGCAT
TATCGTGGAATACAAAGGTCATAAAATACTCAATACAGTGGATTGCACCAGACCCAATGGAGGAAGGCTGCCTATGAAGGTTGATTTAATG
ATGAGTGATTTTGCTGGAGGAGCATCAGGCTTTCCGATGACTTTCAGTGGTGGAAAGTTTACTGAGGAATGGAAAGCCCAGTTCATTAAAA
CAGAAAGGAAGAAACTCCTGAACTACAAGGCTCGGCTGGTGAAGGACCTACAACCCCGAATTTATTGCCCCTTTGCTGGGTATTTTGTGGA
ATCCCACCCATCAGACAAGTACATTAAGGAAACAAACATCAAAAATGACCCAGATGAACTCAACAATCTTATCAAGAAAAATTCTGATGT
GTTAACATGGACACCGCGACCTGGAGCCACTCTTGATCTGGGTAGGATGCTAAAGGATCCAACAGACAGCAAAGGCATCATTGACCCTCCG
GAGGGGACTAAAATTTACAAGGATTCCTGGGACTTTGGACCATATTTGAAAATCTTGAATGCTGCTGTAGGAGATGAAATATTTCGCCACC
CATCCTGGATAAAAGAATACTTCACTTGGGCTGGATTTAAGGATTATAACCTGGTGGTCAGGATGATTGAGACAGATGAGGACTTCAGCCC
TTTTCCTGGAGGATATGACTATTTGGTTGACTTTCTAGATTTATCCTTTCCAAAAGAAAGACCAAGCCGGGAACATCCATATGAGGAAATTC
GGAGCCGGGTTGACGTCATCAGACACGTGGTGAAGAATGGCCTGCTCTGGGACGACCTGTATATAGGATTCCAAACCCGGCTCCAGCGGG
ATCCTGACATATACCATCATCTGTTTTGGAACCATTTTCAAATAAAACTCCCCCTAACACCGCCCAACTGGAAGTCCTTCCTAATATACTGT
GGGGAGAGAGGACCTGAGATCTCCCAGGGATACTAA

Varyant 2

ATGGGCAGCATCGAACAAACAGCTGAACTCCTCTTGTGTCTCTCCCCCGCTGAATTTGCCAATCTCAAGGAAGGAATCAATTTTGTTCGAAA
TAAGAGCACTGGCAAAGATTACATCTTGTATAAGAGTAAGAGCCTCCTGCGAGCATGCAAGAATATGTGCAAGCACCAAGGAGGCCTGTT
CATAAAAGATATCGAGGATTTAGATGGAAGGTCTGTTAGATGCACAAAACACAACTGGAAGTTGGATGTGAGCACCATGAACTACATCAA
CCCTCCAGGCAGCTTCTGTCAGGATGAACTAGTTGTAGAAGAGAGTGAAGAAAATGAACTTTTGCTTCTAGAGCTGAATCCTCCTAACCCC
TGGGATTCAGAGCCCAGATCTCCTGAAGATTTGGCTTTTGGGGAAGTGCAGATAACATACCTTACTCATGCCTGCATGGACCTCAAGCTGG
GGGACAAGAGGATGGTGTTTGACCCTTGGTTAACGGGTCCTGCTTTTGCCCGAGGATGGTGGTTACTGCATGAGCCTCCATCTGATTGGCTG
GAGAGGCTGTGCCAAGCGGACCTCATTTACATCAGTCACATGCACTCAGACCACCTGAGTTACCCCACACTGAAGAAGCTTGCTGGGAGAA
GACCAGATATCCCCATTTATGTTGGAAAAACAGAAAGACCTGTATTTTGGAATCTGAATCAGAGTGGTGTCCAGTTGACTAATATCAATGT
AGTGCCATTTGGAATATGGCAGCAGGTAGACGAAAATCTCCGATTCATGATCCTAATGGATGGCGTTCATCCTGAAATGGACACTTGCATT
ATCGTGGAATACAAAGGTCATAAAATACTCAATACAGTGGATTGCACCAGACCCAATGGAGGAAGGCTGCCTATGAAGGTTGATTTAATG
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ATGAGTGATTTTGCTGGAGGAGCATCAGGCTTTCCGATGACTTTCAGTGGTGGAAAGTTTACTGAGGAATGGAAAGCCCAGTTCATTAAAA
CAGAAAGGAAGAAACTCCTGAACTACAAGGCTCGGCTGGTGAAGGACCTACAACCCCGAATTTATTGCCCCTTTGCTGGGTATTTTGTGGA
ATCCCACCCATCAGACAAGTACATTAAGGAAACAAACATCAAAAATGACCCAGATGAACTCAACAATCTTATCAAGAAAAATTCTGATGT
GTTAACATGGACACCGCGACCTGGAGCCACTCTTGATCTGGGTAGGATGCTAAAGGATCCAACAGACAGCAAAGGCATCATTGAACCACC
GGAGGGGACTAAAATTTACAAGGATTCCTGGGACTTTGGACCATATTTGAAAATCTTGAATGCTGCTGTAGGAGATGAAATATTTCGCCAC
CCATCCTGGATAAAAAAATACTTCACTTGGGCTGGATTTAAGGATTATAACCTGGTGGTCAGGATGATTGAGACAGATGAGGACTTCAGCC
CTTTTCCTGGAGGATATGACTATTTGGTTGACTTTCTAGATTTATCCTTTCCAAAAGAAAGACCAAGCCGGGAACATCCATATGAGGAAATT
CGGAGCCGGGTTGACGTCATCAGACACGTGGTGAAGAATGGCCTGCTCTGGGACGACCTGTATATAGGATTCCAAACCAGGCTCCAGCGG
GATCCTGACATATACCATCATCTGTTTTGGAACCATTTTCAAATAAAACTCCCCCTAACACCGCCCAACTGGAAGTCCTTCCTAATATACTG
TGGGGAGAGAGGACCTGAGATCTCCCAGGGATACTAA

Varyant 3

ATGGGCAGCATCGAACAAACAGCTGAGCTCCTCTTGTGTCTCTCCCCCGCTGAAGTTGCCAATCTCAAGGAAGGAATCAATTTTGTTCGAA
ATAAGAGCACTGGCAAAGATTACATCTTGTATAAGAGTAAGAGCCTCCTGCGAGCATGCAAGAATATGTGCAAGCACCAAGGAGGCCTGT
TCATAAAAGATATCGAGGATTTAGATGGAAGGTCTGTTAGATGCACAAAACACAACTGGAAGTTGGATGTGAGCACCATGAAGTACATCA
ACCCTCCAGGCAGCTTCTGTCAAGATGAACTAGTTGTGGAAGAGAGTGAAGAAAATGAACTTTTGCTTCTAGAGCTGAATCCTCCTAACCC
CTGGGATTCAGAGCCCAGATCTCCTGAAGATTTGGCTTTTGGGGAAGTGCAGATAACATACCTTACTCATGCCTGCATGGACCTCAAGCTG
GGGGACAAGAGGATGGTGTTTGACCCTTGGTTAACGGGTCCTGCTTTTGCCCGAGGATGGTGGTTACTGCATGAGCCTCCATCTGATTGGCT
GGAGAGGCTGTGCCAAGCGGACCTCATTTACATCAGTCACATGCACTCAGACCACCTGAGGTAGACGAAAATCTCCGATTCATGATCCTAA
TGGATGGCGTTCATCCTGAAATGGACACTTGCATTATCGTGGAATACAAAGGTCATAAAATACTCAATACAGTGGATTGCACCAGACCCAA
TGGAGGAAGGCTGCCTATGAAGGTTGATTTAATGATGAGTGATTTTGCTGGAGGAGCATCAGGCTTTCCGATGACTTTCAGTGGTGGAAAG
TTTACTGAGGAATGGAAAGCCCAGTTCATTAAAACAGAAAGGAAGAAACTCCTGAACTACAAGGCTCGGCTGGTGAAGGACCTACAACCC
CGAATTTATTGCCCCTTTGCTGGGTATTTTGTGGAATCCCACCCATCAGACAAGTACATTAAGGAAACAAACATCAAAAATGACCCAGATG
AACTCAACAATCTTATCAAGAAAAATTCTGATGTGTTAACATGGACACCGCGACCTGGAGCCACTCTTGATCTGGGTAGGATGCTAAAGGA
TCCAACAGACAGCAAAGGCATCATTGACCCTCCGGAGGGGACTAAAATTTACAAGGATTCCTGGGACTTTGGACCATATTTGAAAATCTTG
AATGCTGCTGTAGGAGATGAAATATTTCGCCACCCATCCTGGATAAAAGAATACTTCACTTGGGCTGGATTTAAGGATTATAACCTGGTGG
TCAGGATGATTGAGACAGATGAGGACTTCAGCCCTTTTCCTGGAGGATATGACTATTTGGTTGACTTTCTAGATTTATCCTTTCCAAAAGAA
AGACCAAGCCGGGAACATCCATATGAGGAAATTCGGAGCCGGGTTGACGTCATCAGACACGTGGTGAAGAATGGCCTGCTCTGGGACGAC
CTGTATATAGGATTCCAAACCCGGCTCCAGCGGGATCCTGACATATACCATCATCTGTTTTGGAACCATTTTCAAATAAAACTCCCCCTAAC
ACCGCCCAACTGGAAGTCCTTCCTAATATACTGTGGGGAGAGAGGACCTGAGATCTCCCAGGGATACTAA

Varyant 4

ATGGGCAGCATCGAACAAACAGCTGAGCTCCTCTTGTGTCTCTCCCCCGCTGAAGTTGCCAATCTCAAGGAAGGAATCAATTTTGTTCGAA
ATAAGAGCACTGGCAAAGATTACATCTTGTATAAGAGTAAGAGCCTCCTGCGAGCATGCAAGAATATGTGCAAGCACCAAGGAGGCCTGT
TCATAAAAGATATCGAGGATTTAGATGGAAGGTCTGTTAGATGCACAAAACACAACTGGAAGTTGGATGTGAGCACCATGAAGTACATCA
ACCCTCCAGGCAGCTTCTGTCAAGATGAACTAGTTGTGGAAGAGAGTGAAGAAAATGAACTTTTGCTTCTAGAGCTGAATCCTCCTAACCC
CTGGGATTCAGAGCCCAGATCTCCTGAAGATTTGGCTTTTGGGGAAGTGCAGATAACATACCTTACTCATGCCTGCATGGACCTCAAGCTG
GGGGACAAGAGGATGGTGTTTGACCCTTGGTTAACGGGTCCTGCTTTTGCCCGAGGATAGTGGTTACTGCATGAGCCTCCATCTGATTGGCT
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GGAGAGGCTGTGCCAAGCGGACCTCATTTACATCAGTCACATGCACTCAGACCACCTGAGGTAGACGAAAATCTCCGATTCATGATCCTAA
TGGATGGCGTTCATCCTGAAATGGACACTTGCATTATCGTGGAATACAAAGGTCATAAAATACTCAATACAGTGGATTGCACCAGACCCAA
TGGAGGAAGGCTGCCTATGAAGGTTGATTTAATGATGAGTGATTTTGCTGGAGGAGCATCAGGCTTTCCGATGACTTTCAGTGGTGGAAAG
TTTACTGGTACATTAAGGAAACAAACATCAAAAATGACCCAGATGAACTCAACAATCTTATCAAGAAAAATTCTGATGTGTTAACATGGAC
ACCGCGACCTGGAGCCACTCTTGATCTGGGTAGGATGCTAAAGGATCCAACAGACAGCAAAGGCATCATTGACCCTCCGGAGGGGACTAA
AATTTACAAGGATTCCTGGGACTTTGGACCATATTTGAAAATCTTGAATGCTGCTGTAGGAGATGAAATATTTCGCCACCCATCCTGGATAA
AAGAATACTTCACTTGGGCTGGATTTAAGGATTATAACCTGGTGGTCAGGATGATTGAGACAGATGAGGACTTCAGCCCTTTTCCTGGAGG
ATATGACTATTTGGTTGACTTTCTAGATTTATCCTTTCCAAAAGAAAGACCAAGCCGGGAACATCCATATGAGGAAATTCGGAGCCGGGTT
GACGTCATCAGACACGTGGTGAAGAATGGCCTGCTCTGGGACGACCTGTATATAGGATTCCAAACCCGGCTCCAGCGGGATCCTGACATAT

ACCATCATCTGTTTTGGAACCATTTTCAAATAAAACTCCCCCTAACACCGCCCAACTGGAAGTCCTTCCTAATATACTGTGGGGAGAGAGGA
CCTGAGATCTCCCAGGGATACTAA
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Farkli varyantlarin niikleotit sekanslarindan elde edilen amino asit

sekanslarinda Varyant 3 ve 4’te alternatif ekleme sonucu erken durdurma kodonu

olustugu tespit edilmistir.

Tablo 4.6. Alternatif ekleme sonucu olusan farkli varyantlarin amino asit sekansi

Varyantlar

Amino Asit Sekansi

Varyant
(Referans)

1

MGSIEQTAELLLCLSPAEVANLKEGINFVRNKSTGKDYILYKSKSLLRACKNM
CKHQGGLFIKDIEDLDGRSVRCTKHNWKLDVSTMKYINPPGSFCQDELVVEES
EENELLLLELNPPNPWDSEPRSPEDLAFGEVQITYLTHACMDLKLGDKRMVED
PWLTGPAFARGWWLLHEPPSDWLERLCQADLIYISHMHSDHLSYPTLKKLAG
RRPDIPIY VGKTERPVFWNLNQSGVQLTNINVVPFGIWQQVDENLRFMILMDG
VHPEMDTCIIVEYKGHKILNTVDCTRPNGGRLPMKVDLMMSDFAGGASGFPM
TFSGGKFTEEWKAQFIKTERKKLLNYKARLVKDLQPRIYCPFAGYFVESHPSD
KYIKETNIKNDPDELNNLIKKNSDVLTWTPRPGATLDLGRMLKDPTDSKGIIDP
PEGTKIYKDSWDFGPYLKILNAAVGDEIFRHPSWIKEYFTWAGFKDYNLVVR
MIETDEDFSPFPGGYDYLVDFLDLSFPKERPSREHPYEEIRSRVDVIRHVVKNG
LLWDDLYIGFQTRLQRDPDIY HHLFWNHFQIKLPLTPPNWKSFLIY CGERGPEI
SQGY*

Varyant 2

MGSIEQTAELLLCLSPAEFANLKEGINFVRNKSTGKDYILYKSKSLLRACKNM
CKHQGGLFIKDIEDLDGRSVRCTKHNWKLDVSTMNYINPPGSFCQDELVVEES
EENELLLLELNPPNPWDSEPRSPEDLAFGEVQITYLTHACMDLKLGDKRMVED
PWLTGPAFARGWWLLHEPPSDWLERLCQADLIYISHMHSDHLSYPTLKKLAG
RRPDIPIY VGKTERPVFWNLNQSGVQLTNINVVPFGIWQQVDENLRFMILMDG
VHPEMDTCIIVEYKGHKILNTVDCTRPNGGRLPMKVDLMMSDFAGGASGFPM
TFSGGKFTEEWKAQFIKTERKKLLNYKARLVKDLQPRIYCPFAGYFVESHPSD

KYIKETNIKNDPDELNNLIKKNSDVLTWTPRPGATLDLGRMLKDPTDSKGIIEP
PEGTKIYKDSWDFGPYLKILNAAVGDEIFRHPSWIKKYFTWAGFKDYNLVVR

MIETDEDFSPFPGGYDYLVDFLDLSFPKERPSREHPY EEIRSRVDVIRHVVKNG

LLWDDLYIGFQTRLQRDPDIY HHLFWNHFQIKLPLTPPNWKSFLIY CGERGPEI
SQGY*

Varyant 3

MGSIEQTAELLLCLSPAEVANLKEGINFVRNKSTGKDYILYKSKSLLRACKNM
CKHQGGLFIKDIEDLDGRSVRCTKHNWKLDVSTMKYINPPGSFCQDELVVEES
EENELLLLELNPPNPWDSEPRSPEDLAFGEVQITYLTHACMDLKLGDKRMVFD
PWLTGPAFARGWWLLHEPPSDWLERLCQADLIYISHMHSDHLR*TKISDS*S*
WMAFILKWTLALSWNTKVIKYSIQWIAPDPMEEGCL*RLI***VILLEEHQAFR
*LSVVESLLRNGKPSSLKQKGRNS*TTRLGW*RTYNPEFIAPLLGILWNPTHQT
STLRKQTSKMTQMNSTILSRKILMC*HGHRDLEPLLIWVGC*RIQQTAKASLTL
RRGLKFTRIPGTLDHI*KS*MLL*EMKYFATHPG*KNTSLGLDLRIITWWSG*LR
QMRTSALFLEDMTIWLTF*IYPFQKKDQAGNIHMRKFGAGLTSSDTW*RMAC
SGTTCI*DSKPGSSGILTYTIICFGTIFK*NSP*HRPTGSPS*YTVGREDLRSPRDT

Varyant 4

MGSIEQTAELLLCLSPAEVANLKEGINFVRNKSTGKDYILYKSKSLLRACKNM
CKHQGGLFIKDIEDLDGRSVRCTKHNWKLDVSTMKYINPPGSFCQDELVVEES
EENELLLLELNPPNPWDSEPRSPEDLAFGEVQITYLTHACMDLKLGDKRMVFD
PWLTGPAFARG*WLLHEPPSDWLERLCQADLIYISHMHSDHLR*TKISDS*S*W
MAFILKWTLALSWNTKVIKYSIQWIAPDPMEEGCL*RLI***VILLEEHQAFR*L
SVVESLLVH*GNKHQK*PR*TQQSYQEKF*CVNMDTATWSHS*SG*DAKGSN
RQQRHH*PSGGD*NLQGFLGLWTIFENLECCCRR*NISPPILDKRILHLGWI*GL
*PGGQDD*DR*GLQPFSWRI*LFG*LSRFILSKRKTKPGTSI*GNSEPG*RHQTRG
EEWPALGRPVYRIPNPAPAGS*HIPSSVLEPFSNKTPPNTAQLEVLPNILWGERT
*DLPGIL

* Durdurma kodonu



4.6 Kodon Kullanim Oranlari

Polimorfizmlerin farkli varyantlardaki kodon kullanim oranina etkisini
belirlemek amaciyla kodon kullanim oranlar1 analiz edilmistir. Referans varyant
(Varyant 1) ile Varyant 2 karsilagtirlldiginda, Asparajin, Aspartik asit, Gliitamik
asit, Glitamin, Lizin, Fenilalanin, Prolin ve Valin amino asitlerinin kodon
kullanimlarinda farkliliklar belirlenmistir. Referans varyant ve Varyant 2’den
farkli olarak Varyant 3 ve Varyant 4’te ekson atlanmasi sonucu olusan alternatif

ekleme, ¢ok sayida durdurma kodonu kullanimina neden olmustur (Tablo 4.7).

Tablo 4.7. Varyantlarin kodon kullanim oranlari

Varyant 1 Varyant 2 Varyant 3 Varyant 4
Amino asit Say1 Say1 Say1 Say1
ve Kodon
GCG 1 1 2 4
(A) GCA 2 2 5 3
GCT 11 11 5 8
GCC 5 5 9 4
(C) TGT 3 3 5 4
TGC 8 8 8 8
(D) GAT 24 24 14 15
CAT 20 18 11 9
(E) GAT 14 13 14 12
GAA 24 25 13 19
F) TTIT 19 20 7 9
TTC 9 9 10 6
GGG 6 6 9 5
(G) GGA 20 20 14 16
GGT 5 5 2 6
GGC 8 8 7 6
(H) CAT 8 8 8 9
CAC 8 8 7 7
ATA 10 10 6 11
I ATT 10 10 13 7
ATC 16 16 15 10
(K) AAG 25 24 15 13
AAA 17 18 18 13
TTG 9 9 15 9
TTA 6 6 9 7
(L) CTG 18 18 20 16
CTA 8 8 4 5
CTT 6 6 7 12
CTC 14 14 10 8
M) ATG 15 15 17 9
N) AAT 18 18 10 13
AAC 9 11 18 8
CCG 4 4 - 3
P) CCA 12 13 6 10
CCT 16 15 12 12
CCC 10 10 9 8
Q) CAG 8 9 8 7
CAA 7 6 8 11
AGG 7 7 16 10
AGA 9 9 8 9
R) CGG 6 6 1 -
CGA 6 6 4 5
CGT - - - 2
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CGC 1 1 2 -
AGT 7 7 7 4
AGC 9 9 6 6

(S) TCG - - 1 3
TCA 4 4 15 7
TCT 4 4 6 8
TCC 7 7 8 9
ACG 1 1 5 2

(T) ACA 13 13 13 7
ACT 9 9 11 4
ACC 3 3 10 7
GTG 13 12 8 7

(V) GTA 4 5 1 2
GTT 9 8 4 6
GTC 3 3 1 2

(W) TGG 16 16 17 15

(Y) TAT 10 10 5 3
TAC 13 13 6 5
TGA - - 11 19

*  TAG - - 4 3
TAA 1 1 8 6

A: Alanin, R: Arjinin, N: Arparajin, D: Aspartik asit, C: Sistein, E: Gliitamik asit,
Q: Gliitamin,G: Glisin, H: Histidin, I: izol8sin, L: Losin, K: Lizin, M: Metiyonin,
F: Fenilalanin, P: Prolin, S: Serin, T: Treonin, W: Triptofan, Y: Tirozin, V: Valin,

*: Durdurma Kodonu

4.7 mRNA Ikincil Yapilar

Referans varyant ve bu ¢alismada tespit edilen 3 varyantin mRNA ikincil
yapt analizi, polimorfizm ve alternatif eklenme goriilen varyantlarda mRNA
katlanmasinin referans varyanttan farkli oldugunu ortaya koymustur. Referans
varyantla ayn1 uzunlukta olan Varyant 2, referans varyantla benzerlik gosterse de
kodon farkliligina neden olan polimorfizmler nedeniyle zincir ve sap sayisinda
farkliliklar goriilmiistiir. Varyant 3’te referans varyanta oranla daha fazla zincir ve

sap goriiliirken, Varyant 4’te daha az goriilmiistiir (Sekil 4.3).
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Sekil 4.3. Varyantlarin mRNA ikincil yapilar
A: Varyant 1 (Referans), B: Varyant 2, C:Varyant 3, D: Varyant 4
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4.8 Proteinlerin Sekonder Yapilar

Varyantlarin amino asit sekanslariyla gerceklestirilen protein sekonder
yapt analizinde, referans varyant (Varyant 1) ile Varyant 2 arasinda alfa helix
miktarinda bir farklilik goriilmemis, beta yaprake¢ik miktarinin ise Varyant 2’de
daha az oldugu belirlenmistir. Varyant 3 ve 4’te, referans varyanta oranla alfa
heliks miktar1 azalmis, beta yaprakc¢ik miktar1 ise Varyant 3’te artis gosterirken,
Varyant 4’te azalmistir (Tablo 4.8)

Tablo 4.8. Proteinlerin sekonder yap1 oranlar1

Sekonder Yapi Varyantlar

Varyant 1 Varyant 2 Varyant 3 Varyant 4
Alfa Heliks %21.64 %21.64 %20.79 %20
Beta Yaprakeik %25.55 %25.38 %25.74 %25.29

Rastgele Sarimlar %52.81 %52.98 %53.47 %54.71
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5. TARTISMA

Kanser, 2020 yilinda yaklasik 10 milyon insanin hayatin1 kaybetmesine
neden olan kiiresel olarak 6nde gelen bir 6lim nedenidir (WHO, 2022). Diinya
Kanser Arastirma Fonu calismalarina gére 2020 yilinda 18.1 milyon yeni vaka
teshis edildigi, kiiresel olarak daha yiiksek bir akciger ve meme kanseri insidansi
oldugu (swrastyla %12,2 ve %12,5 insidansi), ardindan yiiksek bir kolorektal
kanser ( %10,7), prostat kanseri (%7,8), mide kanseri (%6) ve karaciger kanseri

(%5,0) insidansi goriildiigii bildirilmistir (WCRF, 2022).

Beslenme ve kanser arasindaki iligkiyi ortaya ¢ikarmak icin yapilan bir
¢ok caligma bulunmaktadir. Diizenli meyve, sebze tiikketimine ve bunun
sonucunda selenyum, folik asit, vitaminler acisindan zengin besinlerin alimina
dayali diyet modelleri, kanserin baslangicinda koruyucu bir rol oynamakta ve
bdylece meme kanseri, kolorektal kanser ve prostat kanseri riskini %60-70
oraninda ve akciger kanseri riskini de %40-50 oraninda azaltmaktadir (Donaldson,
2004). Lif bakimindan zengin iiriinlerin yiiksek miktarda tiiketilmesi ve orta
diizeyde siit ve siit irlinleri aliminin farkli kanser tiirlerinin (6rnegin kolorektal
kanser, akciger kanseri, mide kanseri, meme kanseri) goriilme sikligini azalttig1
bilinmektedir (Torres vd., 2017; Fliss-Isakov vd., 2018). Tersine, hayvansal kati
ve s1v1 yaglar bakimindan zengin ve genellikle yiiksek sicakliklarda pisirilen et ve
hayvansal iirlinler, 6zellikle kolorektal kanser, mide kanseri ve prostat kanseri i¢in

kanser insidansini arttirmaktadir (Aune vd., 2015; Lacatusu vd., 2019).

Kirimiz et ve siit {irlinleri tiiketiminin kanser mekanizmasindaki roliiyle
ilgili ¢aligmalar, beslenme yoluyla alinan Neu5Gc sialik asidinin 6nemini ortaya
koymaktadir. Insanlar, CMP-Neu5Ac hidroksilaz (CMAH) enziminde gergeklesen
mutasyon nedeniyle Neu5Gc sialik asidini sentezleyememekte ve beslenme
yoluyla ya da gesitli tibbi durumlarin tedavisinde kullanilan bazi onaylanmig
biyoterapétikler aracihigiyla viicuda almaktadirlar. Insan viicudu Neu5Gc'yi
"yabanci" olarak tanimlamakta ve diyet yoluyla kirmizi et ve siit iirlinlerinden
alinan Neu5Gc’ye karst anti-Neu5Gc antikorlar: iiretmektedir (Anjum vd., 2020).
Neu5Ge sialik asidinin, anti-NeuSGce antikorlari ile etkilesiminin sonucu olusan

inflamasyonun kanserle iligskilendirilmesi ve kanser dokularinda yogun miktarda
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Neu5Ge bulunmasi (Samraj vd., 2014; Samraj vd., 2015; Bashir vd., 2020 ), bu
sialik asidi daha az miktarda sentezleyen hayvan tliketiminin insan sagligi
acisindan onemli olabilecegini diisiindiirmiistiir. 2021 yilinda gerceklestirilen bir
calismada, koyun, keci, sigir ve domuz gibi diinyada yiiksek miktarda tiiketilen
ciftlik hayvanlarinin farkli dokularinda Neu5Gc miktar tayini yapilmustir.
Bagirsak, karaciger, akciger, kalp, bobrek ve kas dokularindaki Neu5Ge miktari
domuz ve sigirlarda, keci ve koyunlara gore daha yiiksek ¢ikmigtir. Koyunlarda,
bahsedilen organlara ek olarak dilde ve et olarak tiiketilen bir¢ok viicut bolgesinde
Neu5Gc saptanmustir (Jahan vd., 2021). Tiirkiye’de koyun etinin yam sira,
karaciger, dil ve bagirsak gibi organlarinin da tiiketiliyor olmasi, Neu5Ge sialik
asidini az tlireten hayvanlarin 1slahta kullanilmasinin 6nemini vurgulamaktadir. Bu
amagla, bu ¢alismada Tiirkiye’de yetistiriciligi yapilan, et ve siit tirlinleri tiiketilen
Kivircik ve Karacabey Merinos koyun irklarinda, Neu5Gce sentezinde gorev alan
CMAH mRNA dizisi analiz edilerek sialik asit sentezini etkileyen olasi
polimorfizmlerin saptanmasi ve hayvan 1slahi agisindan Neu5Gc igerigiyle iligkili

olabilecek bir biyobelirte¢ bulunmasi1 amaglanmistir.

CMAH enziminin katalize ettii NeuSAc’nin Neu5Gc’ye doniisiimd,
kedilerde kan grubunu belirleyen 6nemli bir faktordiir. Eritrositlerde bulunan
sialik asit tipleri kedilerde farkli kan gruplarmin olusmasina neden olmaktadir
(Bighignoli vd., 2007). CMAH geninin molekiiler karakterizasyonu sonucu
bulunan polimorfizmlerin, kedilerde kan gruplarinin belirlenmesinde 6nemli bir
biyobelirteg olabilecegi gdosterilmistir. Anlamli ve es anlamli tek niikleotid
polimorfizmlerinin, farkli kedi irklarinda Neu5SAc ve Neu5SGc miktariyla iligkisi
ortaya konmustur (Bighignoli vd., 2007; Omi vd., 2016; Kehl vd., 2018; Can vd.,
2021). Kedilerde gerceklestirilen calismalarda, farkli kan gruplarindaki kedilerde
6zgiin polimorfizmler saptanarak sialik asit iliskisi belirlenmistir. Ornegin, T268A
polimorfizminin B kan grubu kedilerde yiiksek frekansta goriildigii ve bu
nedenle biyobelirteg olarak kullanilabilecegi onerilmistir (Omi vd., 2016)

Koyunlarda CMAH molekiiler karakterizasyonu ilk kez bu calismada
gerceklestirilmis ve ti¢ farkli primer ¢ifti kullanilarak sekanslanan CMAH mRNA
dizilerinde toplamda 11 tek niikleotit polimorfizmi bulunmustur. Polimorfizm

pozisyonlarinin 5’i amino asit degisime sebep olurken 6’s1 es anlamli tek
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niikleotid polimorfizmli olarak belirlenmistir. Kedi CMAH genindeki 06zgiin
polimorfizmlerin sialik asit ile iliskilendirilmesinden yola ¢ikarak, bu ¢aligmadaki
polimorfizm frekans sonucglart KD ve MD’de G27A pozisyonunda goriilen AA
genotipinin (sirastyla 0.07 ve 0.09), KD ve MD’de G55T pozisyonunda goriilen
GG genotipinin (sirastyla 0.04 ve 0.05) ve KD ve MD’de A294G’de goriilen AA
genotipinin (swrastyla 0.04 ve 0.05) Neu5Gce sialik asit miktariyla iligkili
olabilecegini diislindiirmiistiir. Bununla birlikte, her iki 1rkta ve cinsiyette
G1378A pozisyonunda GG genotip frekansinin GA genotip frekansina gore diisiik
olmast ve yine A1713C pozisyonunda CC genotip frekansinin AC genotip
frekansina gore diisiik olmasi, bu pozisyonlardaki homozigot genotip

frekanslarinin da Neu5Gc miktariyla iligkili olabilecegini gostermektedir.

Tiirkiye, 45,2 milyon bas koyun niifusu ile diinyanin en biiyiikk koyun
yetistiren llkeleri arasinda yer almaktadir. Koyun, Tiirkiye ekonomisinde ve
halkinin beslenmesinde O6nemli bir yere sahiptir (Esen vd., 2020). Koyun
yetistiriciliginde et, siit verimi ve kalitesi 6nemli bir rol oynamaktadir. Erkek ve
disi koyunlarin karkas ve et kalitesi oOzellikleri, cinsiyete dayali {iretimin
planlanmasinda ve iirlin i¢in bir pazarlama stratejisinin gelistirilmesinde 6nemli
hususlardir (Birkiye vd., 2019). Neu5Gc miktariyla iliskilendirilen genotiplerin ilk
tcliniin her iki wrkta da disilerde goriilmesi, et kalitesinde cinsiyetin rol
oynayabilecegini diislindiirmiistiir. Yapilan caligmalar, Kivircik ve Karacabey
Merinos 1rklarmin et kalitesinin benzer oldugunu ve cinsiyetin her iki 1k i¢in de
et verim ve kalitesinde etkisi olmadigin1 géstermektedir (Koyuncu, 2008; Ekiz vd.,
2009; Birkiye vd., 2019). Bu durum, g¢alismada biyobelirteg olarak
kullanilabilecegi diigiilen genotiplerin et kalitesini olumsuz etkilemeyecegini,
aksine Neu5Gc miktar1 diisiik koyun yetistiriciliginin et kalitesini arttiracagini

gostermektedir.

Yanlis anlamli mutasyon, proteinde amino asit degisimine sebep olan tek
niikleotit degisimidir. Bu amino asit degisikligi higbir etkiye sebep olmayabilecegi
gibi, proteinin fonksiyonunu degistirebilmekte veya proteini islevsiz hale
getirebilmektedir (Igbal vd., 2020). Bu calismada bulunan ve amino asit
degisimine sebep olan tek niikleotit polimorfizmlerinin protein fonksiyonuna

etkisinin belirlenmesi amaciyla yapilan analizde V19F ve K88N amino asit
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degisimlerinin  protein  fonksiyonunu olumsuz yonde etkileyebilecegi
gosterilmistir. Daha once gerceklestirilen calismalarda, farkli genlerdeki yanlig
anlamli mutasyonlarin koyunlarda kuzu dogum oraniyla, sicaklik stresiyle ve siit
ozellikleriyle iliskisi gdsterilmistir. Ornegin, HSPAS genindeki T177P amino asit
degisiminin, Ivesi irki koyunlarda sicaklik stresine karsi diisiik toleransla
iliskilendigi (Al-Thuwaini vd., 2020), GDF9 genindeki V371M amino asit
degisiminin ise Norve¢ koyunlarinda kuzulama oranimi arttirdigi bildirilmistir
(Vége vd., 2013). Yapilan bagka bir calismada ise, koyunlarda TLR4 genindeki
N570K amino asit degisiminin siit miktari, protein yiizdesi ve yag yiizdesi gibi siit
ozelliklerini arttirdig1 ortaya konmugstur (Sallam, 2021). Buradan yola ¢ikarak, bu
calismada protein fonksiyonunu olumsuz etkileyebilecegi belirlenmis iki yanlis
anlamli mutasyonun, CMAH protein islevi ile dogrudan baglantili olarak Neu5Gc
miktarin1 etkileyebilecegi ve Neu5Gc miktar1 diigiik bireylerin se¢iminde
biyobelirte¢ olabilecegi diisiiniilmiistiir. Daha o6nceki calismalarda belirlenen
yanlig anlamli mutasyon ve fenotip iligskisine benzer olarak, V19F ve K88N yanlig
anlamli mutasyonlarinin, koyunlarda et ve siit kalitesi agisindan belirleyici

olabilecegi diisiiniilmektedir.

Gergeklestirilen caligmada alternatif ekleme sonucu olusan 3 varyant
bulunmustur. Alternatif ekleme, degisken sekilde eklenmis mRNA'lar iiretmek
icin bir haberci RNA onciisii  (pre-mRNA) icindeki farkli ek yeri
kombinasyonlarinin secilmesi islemidir. Bu c¢oklu mRNA'lar, dizilimleri ve
aktiviteleri bakimindan farklilik gésteren ve yine de tek bir genden ortaya ¢ikan
proteinleri kodlayabilmektedir (Greenberg and Soreq, 2013). Calismada bulunan 3
farkli varyanttan biri (Varyant 2) referans varyant (Varyant 1) ile ayni niikleotid
uzunlugunda bulunurken, Varyant 3 ve 4 ekson atlanmasi nedeniyle daha kisa
uzunlukta ve erken stop kodonlarin olustugu varyantlar olarak tespit edilmistir.
NCBI veritabaninda gen haritalamas1 sonucu tahmin edilen koyun CMAH
genindeki farkli biiytikliikteki varyantlarin (488 aa, 490 aa e 548 aa uzunlugunda)
varligl, ¢aligmada farkli varyantlarin bulunmasini desteklemektedir (NCBI, Ovis
aries CMAH Transcripts). Yani sira, yine NCBI veritabaninda gen haritalamasiyla
tahmin edilen varyantlardan birinin 121 amino asitten olusan inaktif bir varyant
(XP_027814438.1) olmasi, calismada bulunan Varyant 3 ve 4’lin inaktif
varyantlar oldugunu desteklemektedir (NCBI, Ovis aries inactive CMAH). Koyun,
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ke¢i, domuz ve sigir gibi ¢iftlik hayvanlarindan CMAH geni karakterizasyonu bir
tek domuzlarda gerceklestirilmis ve 577 amino asit uzunlugunda bir protein
kodladig1 bildirilmistir. (Butler vd., 2016; Fischer vd, 2020). Domuz ve koyun
Neu5Ge miktart karsilastirildiginda, domuzlarda koyunlara gore bir ¢ok dokuda
daha fazla Neu5Gce sialik asidi bulunmasinin (Jahan vd., 2021) sebebinin,
koyunlarda farkli varyant ekspresyonlarinin fonksiyonel protein miktarini ve

buradan yola ¢ikarak Neu5Gc miktarini azaltmasi olabilecegi diistiniilmiistiir.

mRNA molekiilleri, hem mRNA'nin stabilitesini hem de translasyonun
hizin1 ve aslina uygunlugunu etkileyebilen, genis dl¢lide degisen stabiliteye sahip
ikincil yap1 elemanlar: (saplar ve halkalar) olustururlar (Faure vd., 2016). Kodon
kullanim egiliminin, mRNA ikincil yapisinda degisikliklere sebep oldugu, bu
nedenle translasyon uzama hizin1 etkiledigi ve translasyon verimliligi ile
dogrulugunu diizenledigi bilinmektedir. Es anlamli mutasyonlarin daha once
sessiz oldugu diisiiniilse de, cok sayida kanit kodon kullaniminin gen ekspresyon
seviyelerini ve protein yapilarint belirlemede 6nemli roller oynayabilecegini
gostermistir (Bali ve Bebok, 2015; Liu vd., 2021). Calismada, ti¢ farkli primer
cifti kullanilarak sekanslanan CMAH mRNA dizilerinde toplamda 11 tek
niikleotit polimorfizmi bulunmustur. Polimorfizmlerden 5 tanesinin amino asit
degisimine sebep oldugu, 6 tanesinin ise es anlamli mutasyona neden oldugu
belirlenmistir. Polimorfizmlerin mRNA katlanmasina olan etkisini belirlemek
amactyla gergeklestirilen analizde, refererans varyantin mRNA katlanmasi ile
calismada tespit edilen polimorfizmleri igeren varyantlar arasinda belirgin bir
katlanma farki goriilmiistiir. Bu durum, polimorfizmlerin translasyonu etkiledigi
tezinden yola ¢ikarak, farkli miktarda protein olusabilecegini ve Neu5Gc sialik
asit miktarini etkileyebilecegini diisiindiirmiistiir. Bu nedenle, ¢alismada bulunan
ve Neu5Gc miktariyla iligkili olabilecegi diisiiniilen polimorfizmleri iceren
Varyant 2’nin hem mRNA katlanmasindaki farkliliklar, hem kodon kullanim
oran1 farkliliklart hem de protein fonksiyonuna etki eden polimorfizmleri igermesi

nedeniyle hayvan 1slahi i¢in 6nemli oldugu diisiiniilmektedir.

Calismada gerceklestirilen protein ikincil yap1 analizinde referans varyant
ile Varyant 2 arasinda alfa heliks oraninda bir farklihik bulunmazken, beta

yaprakeik ylizdesinde az bir diisiis gozlemlenmistir (sirasiyla %25.55 ve %25.38) .
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Beta yaprakeiklar, omurgalarindaki hidrojen baglarinin daha kuvvetli olmasi
nedeniyle alfa heliks yapilara gore daha kararlidirlar (Henzler Wildman vd., 2002).
Varyant 2’deki beta yaprakeik yiizdesindeki diisiis, proteinin referans varyant
proteinine gore daha az kararli olabilecegini ve bu durumun Neu5Gc miktarinin

azalmasina sebep olabilecegini diistindiirmiistiir.
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6. SONUC ve ONERILER

Sonug olarak, Tiirkiye’de yetistiriciligi yapilan, et ve siit iirlinleri tiiketilen
Kivircik ve Karacabey Merinos koyun irklarinda ilk kez CMAH mRNA dizisi
sekanslanmis ve eksonlardaki polimorfizimler belirlenmistir. Neu5Gc sialik asit
miktartyla iligkili olabilecek genotipler ilk kez bu calismada aday gosterilmis ve
koyun CMAH geninin farkli mRNA varyantlar1 oldugundan ilk defa
bahsedilmistir. Neu5Ge miktar1 diisiik bireylerin genotipik olarak secilmesinin
hayvan 1slah caligmalarinda et kalitesini artirmak icin Onemli bir parametre
olacag1 ve insan sagligi acisindan Neu5Gc silaik asit miktar1 diisiik koyun et ve

stit tirtinlerinin tiikketilmesinin oldukg¢a 6nemli oldugu vurgulanmistir.

Bu veriler 1s18inda gelecekte yapilacak calismalarda, aday genotiplerin
Neu5Gc miktariyla iliskisinin belirlenmesi ve genotip-fenotip korelasyonunun
saglanmasi amactyla Neu5Gc miktar tayini yapilmasi, Tiirkiye’deki farkli koyun
irklarinda ve sigir, kegi gibi c¢iftlik hayvanlarinda da benzer analizlerin
gerceklestirilerek diisiik NeuSGe miktar1 olan irklarin belirlenmesi ve alternatif
ekleme varyantlarinin detayli analizi i¢cin koyun CMAH mRNA’sinin biitiin

eksonlari igerecek tek bir amplifikasyonla analiz edilmesi 6nerilmektedir.
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