
T.C.

EGE ÜNİVERSİTESİ

Fen Bilimleri Enstitüsü

Biyoloji Anabilim Dalı

İzmir
2022

Sedef ERKUNT ALAK

KOYUNLARDA, CMAH GENİNİN NEU5GC SİALİK

ASİDİYLE İLİŞKİSİNİN ARAŞTIRILMASI

Doktora Tezi



II

T.C.

EGE ÜNİVERSİTESİ

Fen Bilimleri Enstitüsü

Biyoloji Anabilim Dalı
Moleküler Biyoloji Doktora Programı

İzmir
2022

Sedef ERKUNT ALAK

KOYUNLARDA, CMAH GENİNİN NEU5GC SİALİK

ASİDİYLE İLİŞKİSİNİN ARAŞTIRILMASI

Danışman: Prof. Dr. Cemal ÜN



III



IV

EGE ÜNİVERSİTESİ FEN BİLİMLERİ ENSTİTÜSÜ

ETİK KURALLARA UYGUNLUK BEYANI

EÜ Lisansüstü Eğitim ve Öğretim Yönetmeliğinin ilgili hükümleri uyarınca
Doktora Tezi olarak sunduğum “Koyunlarda, CMAH Geninin Neu5Gc Sialik
Asidiyle İlişkisinin Araştırılması” başlıklı bu tezin kendi çalışmam olduğunu,
sunduğum tüm sonuç, doküman, bilgi ve belgeleri bizzat ve bu tez çalışması
kapsamında elde ettiğimi, bu tez çalışmasıyla elde edilmeyen bütün bilgi ve
yorumlara atıf yaptığımı ve bunları kaynaklar listesinde usulüne uygun olarak
verdiğimi, tez çalışması ve yazımı sırasında patent ve telif haklarını ihlal edici bir
davranışımın olmadığını, bu tezin herhangi bir bölümünü bu üniversite veya diğer
bir üniversitede başka bir tez çalışması içinde sunmadığımı, bu tezin
planlanmasından yazımına kadar bütün safhalarda bilimsel etik kurallarına uygun
olarak davrandığımı ve aksinin ortaya çıkması durumunda her türlü yasal sonucu
kabul edeceğimi beyan ederim.

08/ 04/2022

Sedef ERKUNT ALAK



V

ÖZET
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Et, sağlıklı bir insan büyümesi ve gelişimi için gerekli olan, besin içeriği

bakımından zengin bir gıda kaynağıdır. Günümüzde et tüketimi kanser,

kardiyovasküler hastalıklar ve diyabet gibi hastalıklarla ilişkilendirilse de, et insan

evriminde önemli bir role sahiptir. Dünya nüfusu arttıkça et ve et ürünlerine olan

talep de giderek artmaktadır. Sağlıklı ve dengeli beslenmenin önemli bir unsuru

olan kırmızı et ve et ürünleri tüketimi nüfusun hızla arttığı Türkiye'de büyük önem

taşımaktadır.

Dünya Kanser Araştırmaları Vakfı’nın yayınladığı raporda kırmızı et, tüm

popülasyonlarda karsinomların insidansı ve ilerlemesi ile ilişkili ilk 10 faktör

arasında yer almaktadır. İnsan dışı bir sialik asit olan N-glikolilnöraminik asit

(Neu5Gc) molekülü ile dolaşımdaki anti-Neu5Gc antikorlarının etkileşimi

sonucunda oluşan inflamasyonun kanser ve et tüketimi arasındaki mekanizma

olabileceği önerilmiştir. Bu nedenle kanser riskini azaltmak için Neu5Gc'nin daha

az bulunduğu diyetlerin önemli olduğu bildirilmiştir.

Bu bilgiler ışığında, bu çalışmada Türkiye’de yetiştiriciliği yapılan, et ve süt

ürünleri tüketilen Kıvırcık ve Karacabey Merinos koyun ırklarında, Neu5Gc

sentezinde görev alan CMAH mRNA dizisi analiz edilerek sialik asit sentezini

etkileyen olası polimorfizmlerin saptanması ve hayvan ıslahı açısından Neu5Gc

içeriğiyle ilişkili olabilecek bir biyobelirteç bulunması amaçlanmıştır.
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Koyun CMAH mRNA dizilerinde toplamda 11 tek nükleotit polimorfizmi

bulunmuştur. Polimorfizm pozisyonlarının 5’i amino asit değişime sebep olurken

6’sı eş anlamlı tek nükleotid polimorfizmi olarak belirlenmiştir. Polimorfizm

frekans sonuçları KD ve MD’de G27A pozisyonunda görülen AA genotipinin

(sırasıyla 0.07 ve 0.09), KD ve MD’de G55T pozisyonunda görülen GG

genotipinin (sırasıyla 0.04 ve 0.05) ve KD ve MD’de A294G’de görülen AA

genotipinin (sırasıyla 0.04 ve 0.05) Neu5Gc sialik asit miktarıyla ilişkili

olabileceğini düşündürmüştür. Ek olarak, koyun CMAH geninde alternatif ekleme

varyantları olduğu ortaya konmuş ve bu varyantların Neu5Gc sialik oranını

etkileyebileceği düşünülmüştür.

Sonuç olarak, Kıvırcık ve Karacabey Merinos koyun ırklarında ilk kez

CMAH mRNA dizisi sekanslanmış ve eksonlardaki polimorfizimler

belirlenmiştir. Neu5Gc sialik asit miktarıyla ilişkili olabilecek genotipler ilk kez

bu çalışmada aday gösterilmiş ve koyun CMAH geninin farklı mRNA varyantları

olduğundan ilk defa bahsedilmiştir.

Anahtar sözcükler: Kanser, kırmızı et, CMAH, Neu5Gc, polimorfizm
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ABSTRACT

RESEARCH OF RELATIONSHIP BETWEEN CMAH GENE AND
NEU5GC SIALIC ACID IN SHEEP

ERKUNT ALAK, Sedef

PhD in Biology

Supervisor: Prof. Dr. Cemal ÜN

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 Neu5Gc synthesis in Kıvırcık 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 Neu5Gc sialic acid.

In conclusion, CMAH mRNA sequence was sequenced for the first time in

Kıvırcık 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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ÖNSÖZ

Kanser, Türkiye ve dünyada her yıl bir çok insanın ölümüne neden olan

ciddi bir hastalıktır. Kanser riskini azaltmak için sağlıklı beslenmenin önemli

olduğu bildirilmiş ve hayvansal ürünlerin daha az tüketilmesi önerilmiştir. Kırmızı

et ve kanser ilişkisinin Neu5Gc sialik asit kaynaklı olabileceğine dair yapılan

çalışmalar, bu tez çalışması fikrinin ortaya çıkmasını sağlamıştır.

Hayvan yetiştiriciliğinde et kalitesi ve hayvansal ürün verimliliği başta

olmak üzere bir çok özelliğin geliştirilmesi amacıyla yapılan çalışmalarda, bugüne

kadar bir çok özellikle ilgili genotip-fenotip korelasyonu sağlanmıştır. Kanser

riskini azaltmak amacıyla Neu5Gc sialik asidini az üreten hayvanların

genotiplerinin tespit edilmesinin, hayvan ıslahı açısından önemli bir biyobelirteç

olacağı düşünülmüş ve tez çalışması bu çerçevede gerçekleştirilmiştir. Bu alanda

daha önce yapılan çalışmalar, çiftlik hayvanlarının vücudunda çeşitli dokularda

bulunan Neu5Gc miktarının tayinini gerçekleştirmiş ancak Neu5Gc miktarı az

olan hayvanların genotiplerinin belirlenmesi ve hayvan ıslahında kullanılması

düşüncesi fikri bu çalışmada ortaya konmuştur.

Çalışmadaki en büyük motivasyon kaynağım, insan sağlığı açısından

oldukça önemli olan et kalitesi çalışmalarına dair bir veri ortaya koyabilecek olma

düşüncesiydi. Tez çalışmalarım süresince elde ettiğim bilimsel bilgilerin ve

laboratuvar tecrübesinin, gelecekteki çalışmalarımda yol gösterici olacağından

eminim. Tez çalışmasının sonuçlarının, gelecekte gerçekleştirilecek çalışmalara

temel olacağı ve hayvan ıslahı açısından önemli bir veri oluşturacağı

düşüncesindeyim.

İZMİR
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1. GİRİŞ

Et insan evriminde rol oynayan, insan gelişimi açısından önemli bir besin

kaynağıdır. Zengin besin içeriğine sahip olmakla birlikte, fazla miktarda et

tüketimi kardiyovasküler hastalıklar, diyabet ve kanserle ilişkilendirilmektedir.

Kırmızı et tüketimi ve kanser ilişkisine yönelik çalışmalarda, kırmızı et

tüketimiyle insan vücuduna alınan N-glikolilnöraminik asit (Neu5Gc) sialik

asidinin kanser dokularda yüksek miktarda bulunduğu gösterilmiştir. CMAH

geninin kodladığı CMAH enzimi tarafından N-asetilnöraminik asit (Neu5Ac)

sialik asidinin hidroksilasyonuyla oluşan Neu5Gc sialik asidi, insanlarda CMAH

geninin delesyona uğrayıp susmuş olması nedeniyle üretilmemektedir. Beslenme

yoluyla alınan ve kanser mekanizmasıyla ilişkilendirilen Neu5Gc sialik asidinin

daha az bulunduğu veya bulunmadığı besin kaynaklarını tüketmek kanser riskini

azaltacak olması nedeniyle oldukça önemlidir.

Bu bilgiler ışığında, çalışmada Türkiye’de et ve süt tüketimi yapılan

Kıvırcık ve Karacabey Merinos ırkı koyunların kan örneklerinden elde edilen

CMAH mRNA eksonları sekanslanarak, Neu5Gc sialik asit miktarıyla ilişkili

olabilecek genotiplerin saptanması ve hayvan yetiştiriciliğinde kullanabilecek bir

biyobelirteç belirlenmesi amaçlanmıştır.

Bu çalışmayla, koyun CMAH geni mRNA dizisi ilk kez sekanslanmıştır.

Elde edilen sonuçlar, her iki ırk için de Neu5Gc sialik asit miktarıyla ilişkili

olabilecek genotipler olduğunu göstermektedir. Çalışmanın, koyun ıslah

çalışmalarında kullanılabilecek düşük Neu5Gc miktarıyla ilişkili aday

biyobelirteçlerin belirlenmesinde bir ilk olması, bu alanda yapılacak gelecek

çalışmalarda temel oluşturacağını düşündürmektedir.
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2. GENEL BİLGİLER

2.1 İnsan Evriminde Et Tüketiminin Önemi

Et, sağlıklı bir insan büyümesi ve gelişimi için gerekli olan, besin içeriği

bakımından zengin bir gıda kaynağıdır (Higgs, 2000). Günümüzde et tüketimi

diyabet, kardiyovasküler hastalıklar ve kanser gibi bir dizi hastalıkla

ilişkilendirilse de, et sadece uygun büyüme, gelişme ve sağlığın korunmasında

değil, aynı zamanda insan evriminde de önemli bir role sahiptir. Et tüketiminin

vücut büyüklüğü, kafa-diş ve bağırsak morfolojik değişiklikleri, insanın dik

duruşu, ve belki en önemlisi, beyin ve entelektüel gelişim üzerine etkisi olduğuna

dair kanıtlar bulunmaktadır (Pereira ve Vicente, 2013).

İlk hominin türlerinin beslenmesi temel olarak bazı hayvansal gıdalarla

takviye edilmiş bitkilere (meyveler, tohumlar, çimenler ve yumrular)

dayanmaktaydı. Paleontolojik ve arkeolojik araştırmaların sonuçları, daha büyük

miktarlarda hayvan proteinlerinin beslenmeye dahil edilmesinin en erken Homo

ile başladığı teorisini desteklemiş, Homo habilis'in eti çöpçülükten ve daha küçük

bir kısmını avlanarak elde ettiği, Homo erectus'un ise hayvansal proteinler elde

etmek için avlanmayı baskın yöntem olarak kullandığı ve bunun insan evriminde

büyük bir adaptif değişim olduğu bildirilmiştir (Leonard vd., 2007) (Şekil 2.1).

Et tüketimi ve avlanma, insanlarda vücut boyutunun artmasına neden

olmuştur. Erkeklerin ortalama vücut kütlesi H. habilis’de 37 kg iken, H.

erectus’da 66 kg’a çıkmış, kadınların vücut kütlesi ise H. erectus’da, H. habilis’e

göre %53 artarak, 32 kg’dan 56 kg’a çıkmıştır. Boy erkeklerde 131 cm'den 180

cm'ye (%33), kadınlarda 100 cm'den 160 cm'ye (%37) kadar artış göstermiştir

(McHenry ve Coffing, 2000).

İnsanları diğer maymunlardan ayıran bipedalizm, yaklaşık dört milyon yıl

önce Afrika'da yaşayan, bilinen en eski Australopithecus türünde ortaya çıkmıştır

(Leonard, 2002). Bazı araştırmalara göre A. afarensis'te "postural" bipedalizm

bulunmuş ancak lokomotor bipedalizm 1.9 ile 1.5 milyon yıl önce H. ergaster'ın

ortaya çıkışına kadar görülmemiştir. Afrika'daki iklim değişiklikleri nedeniyle
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yiyecek kaynaklarının düzensiz bir şekilde dağıldığı daha açık habitatların

insanları yiyecek bulmak için hareket etmeye zorladığı ve H. ergaster'deki

bipedalizmin bu şekilde ortaya çıktığı düşünülmektedir. Bu durum nedeniyle

bipedalizm, insan beslenme evrimindeki ilk stratejilerden biri olarak kabul

edilmektedir (Wang ve Crompton, 2004).

Şekil 2.1. İnsan beslenmesinin evrimi (Andrews ve Johnson, 2020).
my: milyon yıl önce, byö: bin yıl önce

Etin beslenmede yaygınlaşmasıyla birlikte sindirim sisteminde de

değişiklikler gerçekleşmiştir. Australopithecine’lerin evrimi sırasında, azı

dişlerinin toplam yüzey alanı A. afarensis'te 460 mm2'den A. boisei'de 756 mm2'ye

yükselmiş olsa da, Homo cinsinden erken türlerde azı dişlerinin yüzey alanında

azalma kaydedilmiştir. Postkaninlerin diş yüzey alanı ise H. habilis'te 478

mm2'den erken H. erectus'da 377 mm2'ye düşmüştür. Beslenme evriminin

etkisiyle ortaya çıkan azı dişlerinin boyutundaki azalma ve ön dişlerin güçlenmesi,

et parçalama ve çiğnemeyi sağlamış, bağırsak morfolojisindeki değişiklikler

yüksek kaliteli diyetin etkisini göstermiştir (Speth, 1989).

Orman İlk İnsanlar Homo habilis Homo erectus Homo sapiens
İnsansıları

15 myö 6-8 myö 3 myö 1.8 myö 300 byö

Meyve Meyve Omnivor Karnivor Karnivor
Ateş, Pişirme Ateş, Pişirme
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Genel olarak, büyük primatlar, bitki liflerinden fermantasyon işlemiyle

elde edilen uçucu yağ asitleri biçiminde ek enerjinin çıkarılması için gerekli olan

genişlemiş bir kolona sahiptirler. Diğer taraftan, insanlarda küçük bir kolon ve

genişlemiş ince bağırsak bulunmaktadır. Bağırsak morfolojisindeki bu farklılıklar,

insan beslenmesinde kolay sindirilen hayvan proteinlerine adaptasyonun bir

sonucu olarak ortaya çıkmıştır (Mann, 2007).

Artan vücut boyutuyla birlikte beyin boyutu da artış göstermiştir. Beyin en

eski Australopithecin’lerde 400 cm3 iken modern insanlarda 1300-1400 cm3'e

yükselmiş ancak beyin boyutundaki eşit değişiklikler evrim sırasında düzenli

dönemlerde tespit edilememiştir. Evrim sırasında vücut kütlesine kıyasla diğer

primatlardan daha büyük bir beyne sahip olan H. erectus'ta en yüksek

ensefalizasyon seviyesi bulunmuştur. H. erectus beyin boyutu, H. habilus beyin

boyutundan yaklaşık 200-300 cm3 daha büyük olacak şekilde 800 ila 900 cm3'e

ulaşmıştır (Leonard vd., 2007).

Karmaşık yiyecek arama davranışı ve araçların kullanımı için daha büyük

beyinlere ihtiyaç olduğu bilinmektedir (Leroy ve Praet, 2015). A. garhi'nin ilk taş

alet kullanıcısı olduğuna ve A. africanus'un Oldowan aletleri yaptığına dair bazı

belirtiler bulunmuştur ancak H. erectus'un taş aletler kullandığına dair şüphe

yoktur (Plummer, 2004). Oldowan endüstri araçlarının geliştirilmesi, başarılı

avlanma ve karkasların daha kolay işlenmesini, et, kemik iliği ve beyinlere

erişimin artmasını sağlamıştır. Dil gelişiminde bir dönüm noktası olan pandomim

ve seslendirmeye yol açan avcılık (Leroy ve Praet, 2015) ve arkeolojik bulgular

ile ortaya çıkan et paylaşımındaki işbirliği, sosyogenezin ilk adımlarından kabul

edilmiştir. Bunun yanı sıra sanatın kökenlerinin avlanma ritüelleri ile bağlantılı

olduğu ve yaban öküzü gibi av olarak avlanan hayvanların, Üst Paleolitik'te

hayvan sanatının bilinen ilk nesneleri olduğu bildirilmiştir. Avlanma ve hayvan

kurban etme ritüelleri daha sonra, farklı dinler, mit ve halk masallarının kültürel

iskelesine güçlü bir şekilde yerleştirilmiştir (Baltic ve Boskovic, 2015; Leroy ve

Praet, 2015).
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2.2 Dünyada Et Tüketimi

Et, insan evriminde çok önemli bir rol oynamış, besin zenginliği nedeniyle

sağlıklı ve dengeli beslenmenin önemli bir bileşenidir (Pereira ve Vicente, 2013).

Avrupa mevzuatında et terimi, sığır, domuz, koyun ve keçi gibi evcil toynaklıların

ve kümes hayvanları, lagomorflar ve av hayvanlarının karkasından çıkarılan

yenilebilir kısımları ifade etmektedir. (European Comission, 2004). Özellikle

biyolojik değeri yüksek proteinlerin yanı sıra demir, selenyum, çinko ve B12

vitamini gibi mikro besinler açısından oldukça zengin bir besin kaynağıdır.

(Biesalski, 2005)

Et tüketimi, yaşam standartları, diyet, hayvancılık ve tüketici fiyatlarının

yanı sıra makroekonomik belirsizlik ve gayri safi yurt içi hasıladaki şoklarla

ilişkilidir. Diğer ürünlerle karşılaştırıldığında et, yüksek üretim maliyetleri ve

yüksek çıktı fiyatları ile karakterize edilmektedir. Et talebi, daha yüksek gelirler

ve kentleşme nedeniyle, diyetlerde hayvansal kaynaklardan elde edilen

proteinlerin artmasını destekleyen gıda tüketimi değişikliklerine doğru bir kayma

ile ilişkilidir. Küresel et endüstrisi milyarlarca insan için gıda ve geçim kaynağı

sağlarken, gezegen için önemli çevresel sorunlar ve canlılar için de sağlık

sorunları oluşturmaktadır (OECD,2021).

Çoğu ülkede et tüketimi 1960'lı yıllardan bu yana, özellikle de 1980'li

yıllardan günümüze kadar artış göstermiştir. Bazı araştırmacılar 1960 – 2010

yılları arasında et ürünleri arzında %204'lük bir artış olduğunu öne sürerken

(Basu, 2015), yeni bir araştırmada 1992-2016 yılları arasında et

tüketiminde %500'e varan artışlar bildirmiştir (Katare vd, 2020). Bu durum,

beslenme alışkanlıklarının son yüzyılda önemli ölçüde değiştiğini göstermektedir.

Avrupa’da da beslenme alışkanlıklarının yıllar içinde önemli ölçüde değiştiği

görülmektedir. Yakın Avrupa kıtasındaki et tüketim alışkanlıklarındaki eğilimleri

gösteren bir çalışmada, 1960'larda protein mevcudiyeti öncelikle buğday gibi bitki

türevli ürünlerden gelirken, günümüzde protein mevcudiyetinin %58'e kadarının

hayvansal türevli ürünlerden geldiği bildirilmektedir. Sonuç olarak, şu anda et

ürünleri, toplam kalori tüketiminin %30'unu oluşturan ana protein kaynağını (28 g

protein/kişi/gün) oluşturmaktadır (Bonnet vd., 2020).
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Piyasalarda bulunan farklı et türleri arasında tüketimde en fazla artış

kanatlı ve domuz etlerinde görülmektedir (Basu, 2015; Milford vd., 2019). Bir

yandan domuz eti tüketimi ağırlıklı olarak Güneydoğu Asya'da, kanatlı eti

tüketimi ise başta Kuzey Amerika olmak üzere tüm dünya bölgelerinde artış

göstermiştir (Basu, 2015). Salter'e (2018) göre, 2014-2016 döneminde dünya

genelinde kişi başına toplam et tüketimi 34,1 kg/yıl olup, yaklaşık %60'ı kırmızı et

(koyun ve sığır) olmuştur. Bu gerçek, kırmızı et üretiminin, özellikle de sığır

etinin, geviş getiren hayvanların enterik fermantasyonundan kaynaklanan yüksek

miktarda CO2 emisyonu üretmesi nedeniyle çevresel anlamda dikkat çekicidir

(Farchi vd., 2017).

Et tüketimi ülkeler arasında büyük farklılıklar göstermektedir. En çok et

tüketen ülkeler (yılda kişi/kilogram), 124 kilogram ile Amerika Birleşik Devletleri,

122 kilogram ile Avustralya, 109 kilogram ile Arjantin, 101 kilogram ile Yeni

Zelanda ve 100 kilogram ile İspanya’dır. Yüksek et tüketiminin görüldüğü

ülkelerin aksine Afrika ülkelerinde yılda kişi başına 20 kilodan az et

tüketilmektedir (The World Counts, 2022). Ekonomik İşbirliği ve Kalkınma

Örgütü’nün (OECD) ülke bazında kişi başı et tüketim miktarıyla ilgili yayınladığı

rapora göre, 2021 yılında en çok sığır eti tüketilen ülkeler Arjantin, ABD,

Brezilya ve İsrail iken, en çok koyun eti tüketilen ülkeler Kazakistan, Avustralya,

Norveç ve Suudi Arabistan’dır (OECD, 2021) (Tablo 2.1).

Tablo 2.1. Ekonomik İşbirliği ve Kalkınma Örgütü (OECD) 2021 Yılı Ülke

Bazında Kişi Başı Et Tüketim Miktarı

Ülke Sığır Eti
(kg/kişi)

Koyun Eti
(kg/kişi)

Arjantin 36.9 1.0

Avustralya 19.2 5.9

Brezilya 24.6 0.5

Kanada 17.4 1.0

Şili 20.5 0.5

Çin 4.1 3.4

Kolombiya 8.7 0.1

Mısır 7.8 1.1

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


7

Etiyopya 2.5 0.5

Hindistan 0.5 0.5

Endonezya 2.2 0.4

İran 5.9 4.2

İsrail 23.3 1.5

Japonya 7.7 0.2

Kazakistan 19.9 8.3

Güney 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

Norveç 12.9 4.4

Pakistan 6.5 2.0

Paraguay 12.1 0.5

Peru 4.2 1.0

Filipinler 3.2 0.5

Rusya 10.0 1.3

Suudi Arabistan 3.9 4.4

Güney Afrika 11.7 2.6

İsviçre 13.0 1.1

Tayland 1.2 0.0

Türkiye 9.8 4.2

Ukrayna 4.7 0.3

Birleşik Krallık 11.4 3.9

Amerika Birleşik Devletleri 26.1 0.4

Vietnam 8.4 0.2

OECD - Toplam 14.4 1.3

2.2.1 Türkiye’de Et Tüketimi

Dünya nüfusu arttıkça et ve et ürünlerine olan talep de giderek artmaktadır.

Sağlıklı ve dengeli beslenmenin önemli bir unsuru olan kırmızı et ve et ürünleri

tüketimi nüfusun hızla arttığı Türkiye'de büyük önem taşımaktadır. Ülkelerin

gelişmişlik düzeylerini belirlemede kullanılan temel kriterlerden biri kişi başına
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düşen et ve hayvansal protein tüketimidir (Özen, 2019). Türkiye’de tüketilen sığır

eti ve koyun eti miktarları kişi başı 9.4 kg ve 4.2 kg olarak bildirilmiştir. Bu

veriler sığır eti tüketimi açısından Türkiye’nin OECD ülkeleri ortalamasının

altında olduğunu, koyun eti tüketimi açısından ise ortalamanın üstünde olduğunu

göstermektedir (OECD, 2021) (Tablo 2.1).

2.2.2 Türkiye’de Hayvan Yetiştiriciliği

2017 yılında Türkiye'de toplam tarımsal üretimde hayvansal üretimin

ortalama %58 olduğu bildirilmiştir (Özen, 2019). Türkiye İstatistik Kurumu

(TUİK) 2021 yılı verilerine göre, Türkiye’de bulunan sığır sayısı 17,8 milyon baş,

koyun sayısı 45,2 milyon baş ve keçi sayısı ise 12,3 milyon baştır (TUİK, 2022a).

Yine TUİK verilerine göre 2019 yılında 1.076 ton sığır eti, 109 ton koyun eti, 16.5

ton keçi eti ve 2021 yılında 2,245 ton tavuk eti ve 51.3 ton hindi eti üretilmiştir

(TUİK, 2020; TUİK, 2022b).

Türkiye'de sığır yetiştiriciliği ağırlıklı olarak Holstein-Friesian (HF),

Jersey (JR), Brown-Swiss (BS) ve bunların melezleri gibi egzotik ırklar üzerinde

yoğunlaşmaktadır. Yerli Türk sığır ırklarının oranı yaklaşık %12 olarak

bildirilmektedir (TUİK, 2020). Yerli Türk sığır ırklarının süt ve et verimlerinin

düşük olması nedeniyle çiftçiler tarafından egzotik ırklar tercih edilmekte, bu da

yerli Türk sığır ırklarının popülasyon büyüklüğünün önemli ölçüde azalmasına

neden olmaktadır (Demir vd., 2021). Bugün Türkiye, Güney Anadolu Kırmızısı,

Güney Anadolu Sarısı, Anadolu Siyahı, Doğu Anadolu Kırmızısı, Zavot ve Türk

Gri Bozkırı olmak üzere toplam altı farklı yerli sığır ırkına sahipti (TAGEM,

2009). Yerli sığır ırkları, et ve süt verimliliği bakımından egzotik ırklarla rekabet

edemese de sıcaklık değişimlerine ve yetiştirilen bölgelerdeki yerel hastalıklara

karşı direnç gibi belirgin özelliklere sahiptirler (Demir ve Balcıoğlu, 2019).

Türkiye'de koyun yetiştiriciliği, doğal otlak, anız ve nadas meraları

kullanılarak sürdürülmektedir. Genellikle geleneksel olarak küçük aile tipi

işletmeler tarafından yürütülmekte ve kırsal nüfusun beslenmesinde, gelirinde ve

kültüründe büyük önem taşımaktadır. Türkiye'de koyun popülasyonunun %97'si

yüzlerce yıllık doğal seçilimin sonucu olan düşük verimli yerli ırklar olup,
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sadece %3'ü Merinos tipi koyunlardır (Ekiz vd., 2009). Akkaraman, Morkaraman,

İvesi, Sakız, İmroz, Dağlıç, Kıvırcık ve Karacabey Merinos Türkiye’de

yetiştirilen koyun ırkları arasındadır (Aksoy vd., 2019).

2.3 Et Tüketimi ve Çevresel Sorunlar

Et, protein, demir ve vitamin içeriği nedeniyle insan beslenmesi için

önemli bir besin kaynağı anlamına gelmektedir. Bununla birlikte, bu protein

kaynağının büyük bir çevresel etkiye sahip olduğu açıktır (Salter, 2018). Toplam

sera gazı emisyonlarının % 23'e kadarı, küresel ısınmaya en büyük katkıda

bulunanlar arasında yer alan tarım, ormancılık ve diğer arazi kullanımlarından

kaynaklanmaktadır (IPCC, 2019). Ayrıca, tarımsal aşırı kullanım, daha büyük

çiftlik ve tarla boyutları ve daha fazla pestisit ve gübre kullanımı, doğal

biyoçeşitlilik ve habitat kaybına da neden olmaktadır (Geiger vd., 2010). Tarım

uygulamaları arasında, hayvancılık endüstrisi de küresel iklim değişikliğine

önemli bir katkıda bulunmakta ve %12 ile %18 arasında sera gazı emisyonuna

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

Hayvan bazlı gıdaların bitki bazlı gıdalara kıyasla birim enerji başına daha

fazla emisyon ürettiği bilinmektedir. Et türleri içinde, geviş getiren hayvan üretimi

genellikle geviş getirmeyen memeli üretiminden daha fazla emisyona yol açarken,

kümes hayvanı üretimi, memeli üretiminden daha az emisyona yol açmaktadır

(Godfray vd., 2018). Bunun yanı sıra, hayvancılık üretiminin sadece sera gazı

emisyonları (SGE) üzerinde değil, aynı zamanda su ayak izi, su kirliliği ve su

kıtlığı üzerinde de olumsuz bir etkisi olduğu bilinmektedir (Farchi vd., 2017).

Farklı bitki ve et bazlı ürünlerden 1 kg protein üretmenin çevresel maliyetlerini

araştırıldığı bir çalışmada, sığır etinden 1 kg protein üretiminin barbunyadan elde

edilen aynı miktarda proteine göre 18 kat daha fazla toprak, 10 kat daha fazla su, 9

kat daha fazla yakıt, 12 kat daha fazla gübre ve 10 kat daha fazla pestisit

gerektirdiği gösterilmiştir (Sabaté vd., 2015).

Endüstriyel et üretiminin iklim değişikliğine büyük katkıda bulunması

nedeniyle (Allen ve Hof, 2019), et tüketiminin çevresel etkilerinin ölçülmesi ve

dikkate alınması için yaşam döngüsü değerlendirmesi (YDD) yaklaşımı
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kullanılmaktadır. Yaşam döngüsü değerlendirmesine göre asitlenme, toprak ve su

kullanımı ve ötrofikasyon gibi iklim değişikliğiyle ilişkili çevresel etkiler

değerlendirilerek, çevre dostu beslenme alışkanlıklarıyla ilgili çalışmalar

gerçekleştirilmektedir (González vd., 2020).

Danimarka'da dört diyet senaryosunun (standart, karnivor, vejetaryen ve

vegan) karbon ayak izini tahmin etmek için YDD kullanılarak gerçekleştirilen bir

araştırmada, karnivor diyetin daha fazla CO2 yaydığı (1.83 ton CO2

eşdeğeri/kişi/yıl), bu nedenle bu tür diyetlerin en yüksek çevresel etkiye sahip

olduğu gösterilmiştir. Buna karşılık, vejetaryen veya vegan diyetlerin daha düşük

emisyonlara neden olduğu bildirilmiştir (sırasıyla 0,89 ve 1,37 ton CO2

eşdeğeri/kişi/yıl) (Bruno vd., 2019).

Bu sonuçlar, farklı beslenme modellerinden elde edilen karbon ayak izinin

değerlendirildiği bir Kanada araştırmasındaki sonuçlarla benzerlik göstermektedir.

Çiftlik üretiminden, yemek pişirme veya depolama gibi ev süreçlerine kadar

uzanan faaliyetler de dikkate alındığında, domuz eti içermeyen ancak sığır eti

içeren diyet alışkanlıkları ile omnivor diyetin en yüksek karbon ayak izine neden

olduğu gösterilmiştir (sırasıyla 3160 kg CO2 eşdeğeri ve 2282 kg CO2 eşdeğeri).

Sığır eti dahil olmayan, ancak diğer etleri içeren diyetlerin, domuz eti içermeyen

diyetten %60 daha düşük bir karbon ayak izine sahip olduğu, ek olarak, vejetaryen

ve vegan diyetlerin en düşük karbon ayak izine sahip olduğu bildirilmiştir

(sırasıyla 1015 ve 55 kg CO2 eşdeğeri) (Veeramani vd., 2017). Genel olarak,

yapılan çalışmalardaki sonuçların birçoğu, et ve süt ürünlerinin, çeşitli tarımsal ve

zooteknik faaliyetlerin dahil edilmesinden kaynaklanan daha yüksek çevresel

etkiye sahip gıda maddeleri olduğunu doğrulamaktadır (Notarnicola vd., 2017).

Endüstriyel et üretim sistemi, kendini sürdürmek için çok büyük miktarda

toprağa ihtiyaç duymaktadır. Sığırları otlatmak ve milyarlarca çiftlik hayvanını

besleyecek kadar mahsul yetiştirmek için her yıl ormanlar kesilmekte ve

yakılmaktadır. Ormansızlaştırma çalışmaları, salınan karbondioksit miktarını

arttırmakta ve küresel ısınmaya katkı sağlamaktadır (Ripple vd., 2014). Ayrıca

Amazon yağmur ormanlarının et üretimi için tahrip edilmesi, ormanda yaşayan

yerli halk ve hayvanlar açısından da olumsuz etkiler oluşturmaktadır. Hayvansal
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besin üretimi için kullanılan zirai ilaçlar bir çok hayvan türüne de zarar vermekte

ve yok olmalarına sebep olmaktadır. Bunların yanı sıra ormanların tahrip

edilmesiyle vahşi hayvanların yaşam alanlarının yok edilmesi, vahşi hayvanların

insanlara daha yakın temasına ve bu nedenle çeşitli zoonoz hastalıkların artışına

neden olacağı düşünülmektedir (Ferrante and Fearnside, 2020).

Bu nedenler göz önünde bulundurulduğunda, sadece gezegen sağlığı için

değil, aynı zamanda insan sağlığı için de mevcut yaşam tarzı ve tüketim

alışkanlıklarının değiştirilmesi gerektiğine dair öneriler bulunmaktadır (González

vd., 2020).

2.4 Kırmızı Et ile İlişkilendirilen Hastalıklar

Yüksek biyolojik değere sahip proteinler ve bazı temel mikro besinler

sağlayan et, insan sağlığı üzerinde önemli bir etkiye sahiptir. Ancak günümüzde

sanayileşmiş dünyada kırmızı et (sığır, domuz ve koyun dahil olmak üzere memeli

kökenli etler) ve işlenmiş etlerin (tuzlama, kürleme, fermantasyon, tütsüleme veya

lezzeti artırmak veya korumayı iyileştirmek için diğer işlemlerle dönüştürülmüş

etler) tüketimin artması önemli sağlık problemlerine yol açmaktadır (Godfray vd.,

2018; GBD, 2019). Dünya Sağlık Örgütü'nün kanser ajansı olan Uluslararası

Kanser Araştırmaları Ajansı (IARC), işlenmiş eti insanlar için kanserojen ve

kırmızı eti ise insanlar için muhtemelen kanserojen olarak sınıflandırmıştır (WHO,

2015).

Uzun vadeli ileriye dönük kohort çalışmalarından elde edilen önemli

kanıtlar, kırmızı ve işlenmiş et tüketiminin fazla olduğu diyetlerin artan tip 2

diyabet (T2D), kardiyovasküler hastalık (KVH), kanser (özellikle kolorektal

kanser) ve tüm nedenlere bağlı ölüm riski ile ilişkili olduğunu göstermektedir

(Abete vd., 2014; Mozaffarian , 2016). Benzer şekilde, beslenme üzerindeki kısa

süreli müdahale denemelerinden elde edilen kanıtlar, kırmızı ve işlenmiş etlerin

bitki bazlı protein kaynakları (baklagiller ve kabuklu yemişler dahil), kümes

hayvanları ve deniz ürünleri ile değiştirilmesinin kronik hastalık ve erken doğum

riskini azaltma potansiyeline sahip olduğunu göstermektedir (Song vd., 2016;

Guasch-Ferré vd., 2019).
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Et ve kilo ilgili sekiz çalışmayı içeren bir analiz çalışmasında, et

tüketiminin kilo alımı, vücut kitle indeksi ve bel çevresi ile pozitif bir ilişkisi

olduğu ortaya konmuştur. (Fogelholm vd., 2012). Diğer bir meta-analiz

çalışmasında, günlük 50 gram işlenmiş et tüketiminin diyabet riskini %51

oranında, 100 gram işlenmemiş et tüketiminin ise %19 oranında arttırdığı

bildirilmiştir. Bu meta-analiz çalışmasındaki üç kohort çalışmasının 4 yıl boyunca

et tüketimindeki değişiklikler değerlendirildiğinde, diyabet insidansı ile kırmızı et

tüketimindeki artış arasında önemli bir ilişki bulunmuştur. Günlük et tüketimi

artmamış ve et tüketimi 42 gram veya daha fazla artmış gruplar

karşılaştırıldığında, et tüketiminin artmasının 4 yıllık süreçte diyabet riskini %48

oranında arttırdığı gösterilmiştir. (Pan vd., 2013). Bunlara ek olarak, etin önemli

bir demir kaynağı olması ve fazla kırmızı et tüketimiyle artan serum ferritin

oranının tip 2 diyabet riski ile pozitif bir ilişkiye sahip olduğu ortaya konmuştur

(Basuli vd., 2014).

Yapılan çeşitli araştırmalar, daha uzun süre vejetaryen beslenen bireylerin

kan basıncı, açlık plazma şekeri ve toplam kolesterol gibi kardiyovasküler risk

faktörlerinin daha düşük seviyelerde olduğunu ve ayrıca KVH ve ölüm risklerinin

daha düşük olduğunu göstermiştir (McEvoy vd., 2012). Ayrıca, vejeteryanların,

özellikle veganların, et yiyenlere göre daha düşük hipertansiyon prevalansına ve

daha düşük sistolik ve diyastolik kan basıncına sahip olduğu bildirilmiştir

(Appleby vd., 2002).

ABD’de “Sağlık Profesyonellerini Takip Çalışması” ve “Hemşirelerin

Sağlık Çalışması” ile kardiyovasküler hastalıklardan ölüm riski ile et tüketimi

arasındaki ilişki incelenmiş ve hem kadınlarda hem de erkeklerde, işlenmemiş

kırmızı et ve işlenmiş kırmızı et tüketiminin artmasıyla birlikte, işlenmemiş et

için %18, işlenmiş et için %21 oranında kardiyovasküler mortalitede bir artış

gözlemlenmiştir. Erkekler ve kadınlar karşılaştırıldığında, işlenmemiş et tüketimi

benzer bir risk artışı gösterirken, işlenmiş et ile risk artışının kadınlarda erkeklere

göre nispeten daha fazla olduğu tespit edilmiştir (Pan vd., 2012).
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2.5 Kırmızı Et ve Kanser İlişkisi

Dünya Kanser Araştırmaları Vakfı’nın yayınladığı raporda kırmızı et, tüm

popülasyonlarda karsinomların insidansı ve ilerlemesi ile ilişkili ilk 10 faktör

arasında yer almaktadır (Wiseman, 2008). Karsinom riskinin artması,

onkogenlerdeki ve tümör baskılayıcı genlerdeki moleküler değişiklikler tarafından

yönlendirilen adenomların, karsinomlara ilerleyebildiği kolon epiteli gibi

dokularda yüksek oranda görülmektedir (Fearon, 2011). 2011 yılında

gerçekleştirilen 2 meta-analiz çalışmasında, kolorektal kanser riskinin günlük 100

gram işlenmemiş kırmızı et tüketimiyle yaklaşık %17, 50 gram işlenmş kırmızı et

tüketimiyle ise yaklaşık %18 arttığı gösterilmiştir (Alexander vd., 2011; Chan vd.,

2011).

Et tüketimi ve kanser arasındaki bağlantı için olası birçok mekanizma

bulunmaktadır. Bunlar, yüksek yağ alımıyla karsinojenezin teşvik edilmesini,

pişirme sırasında kanserojen heterosiklik aminlerin (HCA'lar) ve/veya polisiklik

aromatik hidrokarbonların (PAH'ler) üretilmesini, kanserojen N-nitrozo

bileşiklerinin (NOC'ler) oluşumunu ve heme demir tarafından serbest radikal

oluşumuyla karsinojenezin teşvik edilmesini içerir (Cross vd., 2010).

Bunlara ek olarak 2015 yılında Samraj vd., insan dışı bir sialik asit olan N-

glikolilnöraminik asit (Neu5Gc) molekülü ile dolaşımdaki anti-Neu5Gc

antikorlarının etkileşimi (Hedlund vd., 2008; Padler-Karavani vd., 2011; Samraj

vd, 2014) sonucunda oluşan inflamasyonun kanser ve et tüketimi arasındaki

mekanizma olabileceğini önermişlerdir (Samraj vd., 2015). İnsanlar Neu5Gc'yi

genetik olarak üretememesine rağmen, bu molekül insan epitel ve endotel

yüzeylerinde ve malign dokularda yüksek miktarlarda saptanabilmektedir (Varki,

2010). Neu5Gc biyosentezi gerçekleştirmeyen organizmaların, molekülü

alabilmesinin tek kaynağı diyettir. (Banda vd., 2012). Gerçekleştirilen bir gıda

araştırmasında, kırmızı ette belirgin bir Neu5Gc varlığı olduğu gösterilmiştir

(Tangvoranuntakul vd., 2003). Kırmızı et tüketimi, Neu5Gc'nin dokulara

metabolik olarak dahil edilmesini (Hedlund vd., 2007) ve bu glikanın,

dolaşımdaki anti-Neu5Gc antikorları (yani, kseno-otoantikorlar) ile reaksiyona

girebilen bir kseno-otoantijenin ilk örneği olmasını sağlamaktadır (Padler-
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Karavani vd., 2008). Ortaya çıkan antijen-antikor etkileşiminin, farelerde

karsinojeneze katkıda bulunan kronik inflamasyon veya “ksenosiyalit”

oluşturduğu gösterilmiştir (Samraj vd., 2015).

Kırmızı etten bulunan N-glikolilnöraminik aside (Neu5Gc) karşı

antikorların, CMAH -/- farelerde kanseri alevlendirdiği ve insanlarda kolekteral

kanser başta olmak üzere kanseri tetiklediği önerilse de diyetin bu antikorları nasıl

etkilediği 2020 yılında yapılan bir çalışma ile ortaya konmuştur. Çalışmada,

yüksek Neu5Gc içeren diyetin, cinsiyet ve yaşın, anti-Neu5Gc IgG immün

yanıtlarının özgüllüğünü, seviyelerini ve repertuarlarını etkilediği ancak antijen-

antikor bağlanma afinitesinde bir farklılık oluşturmadığı gösterilmiştir. Erkeklerde

kırmızı et tüketimine bağlı olarak kadınlara oranla daha fazla serum anti-Neu5Gc

IgG seviyeleri tespit edilmiştir. Kırmızı et ve süt ürünlerinden alınan Neu5Gc ile

anti-Neu5Gc IgG serum repertuarı ve seviyesi arasında bağlantı bulunmuştur. Bu

nedenle kanser riskini azaltmak için Neu5Gc'nin daha az bulunduğu diyetlerin

önemli olduğu bildirilmiştir (Bashir vd., 2020).

2.6 Sialik Asitler

1935 yılında, Ernst Klenk, Niemann-Pick hastalığı olan bir hastanın beyin

dokusunda gangliosidleri keşfetti ve 1941'de “nöraminik asit” adını verdiği asitle

hidrolize edilmiş bir karbonhidrat bileşeni tanımladı (Klenk, 1941; Lundblad,

2015) Bu arada 1936'da Gunnar Blix, bağımsız olarak, sığır submaksiller müsinin

fraksiyonlanmasıyla birleştirilen asit hidrolizinin, bilinmeyen bir şekerin

kristallerinin oluşumuyla sonuçlandığını bildirdi ve 1952 yılında bu yapılara sialik

asit adını verdi (Blix, vd., 1952). Nihayetinde, Blix ve Klenk'in aynı şeker ailesini

tanımladıkları doğrulandı ve bu moleküller 1957'de Blix, Klenk ve Gottschalk

tarafından sialik asitler olarak tanımlandı (Blix vd., 1957).

Sialik asitler, üyeleri nöraminik asit ve 2-keto-3-deoksi-nülozonik asit

içeren, dokuz karbonlu bir omurgaya sahip bir α-keto aldonik asit ailesidir (Colley

vd., 2014; Li ve Chen, 2012). Bitkilerde, hayvanlarda ve mikroorganizmalarda

yaygın olarak bulunurlar (Chen ve Varki, 2010). Sialik asitlerin 50'den fazla farklı

tipi tanımlanmış olup, en yaygın bulunanlar N-asetilnöraminik asit (Neu5Ac) ve
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N-glikolilnöraminik asittir (Neu5Gc) (Şekil 2.2) (Chen ve Varki, 2010; Garcia-

Garcia vd., 2013).

Şekil 2.2. Sialik asitlerin yapıları ve yaygın görülen türleri (Samraj vd, 2014).

Sialik asitler genellikle, glikolipidlerin ve glikoproteinlerin glikan

zincirlerinin indirgenmemiş ucunda bulunan ve ligand reseptörü olarak, döllenme

sırasında hücre-hücre interaksiyonunda, immünolojik, nörolojik ve farklılaşma

gibi olaylarda rol oynayan yapılardır (Sato ve Kitajima, 2013). Hayvan sialik

asitleri, sinir uyarıları ve sinapslar yoluyla beyinde büyük miktarda bilgi ileten

beyin gangliozitlerinin önemli bileşenleridir. Hafızaya ve entelektüel gelişime

yardımcı olmakta ve yenidoğan karaciğer fonksiyonunda görev almaktadırlar (Tao

vd., 2010; Traving ve Schauer, 1998). Ayrıca spesifik sialik asit polipeptitleri

kombinasyonları, patojenik bakteriler, toksinler ve virüs partikülleri ile rekabet

ederek bağırsak yolundaki bağırsak mukoza hücrelerine girmelerini

önleyebilmektedirler (Gnoth vd., 2000). Ek olarak, sialk asitler hücre yüzeyindeki

anahtar tanımlama ve antijen bölgelerini etkin bir şekilde engelleyerek,

glikokonjugatların konakçı bağışıklık sistemi tarafından tanınmasını ve

parçalanmasını engelleyebilmektedirler (Dal, 2018). Karbonhidrat-protein

etkileşimleri yoluyla, sialik asitler hücresel tanıma ve iletişim, viral enfeksiyonlar,

immünoloji, tümör büyümesi ve metastazı, hücre sinyalizasyonu ve nörobiyoloji

gibi birçok patolojik ve fizyolojik süreçte önemli rol oynamaktadırlar (Schauer ve

Kamerlin, 2018).
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Memelilerde sialik asitler, heksozamin biyosentez yolağı (HBP)

aracılığıyla, fruktoz-6-fosfatın glutamin fruktoz-6-fosfat amidotransferaz (GFAT)

tarafından, glukozamin-6-fosfata dönüştürülmesiyle üretilmektedir. GFAT

toplam glikozun yalnızca %1-5'ini kullanmasına rağmen, bu yolun düzensizliği

diyabet, Alzheimer, kardiyovasküler hastalık ve bazı kanserler gibi birçok

metabolik hastalıkta rol oynamaktadır (Bond ve Hanover, 2013) Sialik asit

biyosentezinin son adımlarında, omurgalıların (Neu5Ac ve Kdn) birincil sialik

asitleri, ManNAc-6-P (Neu5Ac) veya Man-6-P'nin (Kdn) fosfoenolpiruvat (PEP)

ile yoğunlaştırılmasıyla oluşturulur. Neu5Ac daha sonra 50'den fazla farklı sialik

asit formu oluşturmak için C-5'te veya C-4, C-7, C-8 ve C-9'da modifiye

edilebilmektedir (Angata vd., 1999). Döterostomlardaki glikan biyosentezi ile

ilgili olarak, sialik asitler, aktivasyon için bir monofosfat nükleotid donörüne

(CMP) ihtiyaç duymaları bakımından benzersizdir ve CMP-konjuge formlarına

aktive edilmek için çekirdeğe seyahat etmeleri gerekmektedir (Freeze vd., 2009).

Sitosolik CMP-konjuge Neu5Gc, Neu5Ac'den Neu5Gc'yi biyosentezleyebildiği

bilinen tek enzim olan CMAH tarafından CMP-Neu5Ac'nin hidroksilasyonuyla

üretilmektedir (Varki vd., 2009).

Neu5Gc yüksek omurgasızlar ve insan olmayan memeliler elde edilebilen

ve 20'den fazla türevi olan bir sialik asittir. Deuterostomların çoğunda hücre

yüzeyi proteinleri üzerindedir ve sitokrom b5/b5 redüktaz, demir, oksijen ve

NADH dahil olmak üzere çeşitli ortak faktörler gerektiren karmaşık bir

mekanizmayla CMP-N-asetilnöraminik asit hidroksilaz tarafından sentezlenir

(Peri vd., 2018).

İnsanların diğer memelilere kıyasla kolayca tespit edilebilir Neu5Gc

seviyelerine sahip olmadığı uzun süredir bilinmesine rağmen, insanların

Neu5Gc'yi sentezleme yetersizliğinin nedeni hemen çözülememiştir çünkü bu

sialik asidin küçük miktarları, özellikle tümörler ve fetal dokular üzerinde

antikorlar kullanılarak rapor edilmiştir (Okerblom ve Varki, 2017). 1982'de

Roland Schauer, dokularda Neu5Gc'nin varlığına ilişkin raporlara rağmen,

Neu5Gc üretiminin insanlarda eksik olduğunu, muhtemelen antijenik olduğunu ve

hayvan serumu infüzyonları alan insan hastalarda “serum hastalığı” da dahil

olmak üzere çeşitli patolojik durumlara potansiyel olarak katkıda bulunduğunu
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kaydetti (Merrick vd., 1978; Okerblom ve Varki, 2017).1998 yılında, iki grup

bağımsız olarak, insanların işlevsel bir CMAH enziminden yoksun olduğunu ve

bu nedenle endojen Neu5Gc üretimine sahip olmadıklarını keşfetti (Muchmore

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

Daha sonra insanlarda Neu5Gc'nin diyet kaynaklarından dahil edildiği ve

bazı epitelyal ve endotelyal hücre yüzeylerinde sunulduğu gösterilmiştir. Yapılan

çalışmalarda Neu5Gc’nin kümes hayvanları ve deniz canlılarında bulunmazken

kırmızı et, süt ürünleri ve havyarda yoğun miktarda bulunduğu tespit edilmiştir

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

Tablo 2.2. Hayvansal gıdalardaki Neu5Gc miktarı ve toplam sialik asitlere

yüzde oranı (Samraj vd., 2015).

Besin Neu5Gc Miktarı (μg/g) Neu5Gc (%)

Tereyağı 0 0

Süt 2 12

İnek Peyniri 10-22 2-4

Keçi Peyniri 43 44

Koyun Eti 14 13

Sığır Eti 25-231 32-53

Domuz Eti 7-40 9-22

Yumurta 0 0

Hindi 0 0

Tavuk 0 0

Balık 0 0

Kabuklu Deniz Ürünleri 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-asetilnöraminik asit hidroksilaz (CMAH) enzimi,

CMAH geni tarafından kodlanan ve Neu5Ac'nin hidroksilasyonu ile Neu5Gc'nin

sentezini katalize eden bir enzimdir (Schauer vd., 1968; Schoop vd., 1969). Bu

enzim birçok kordalıda ve derisidikenlilerde bulunmuştur (Varki, 2009; Bergfeld

vd., 2012). Döterostom olmayanlarda, iki yeşil algde ve birkaç prokaryotta

homolog CMAH dizileri tespit edilmiştir ve filogenetik analizler yeşil alglerden

döterostomlara yatay bir gen transferi olayı düşündürmektedir (Simakov vd.,

2015).

İnsanlar da dahil olmak üzere bazı döterostomlar, CMAH geninin

inaktivasyonuna veya kaybına uğramış ve bu nedenle Neu5Gc'yi sentezleme

yeteneğini kaybetmiştir. İnsan CMAH genindeki 478 bç’lik genomik DNA

delesyonunun, 92 bç’lik bir CMAH eksonunu kapsadığı ve bu delesyonun

CMAH’ın enzimatik aktivitesi için gerekli olan Rieske demir-kükürt bağlama

bölgesini kodlayan dizileri ortadan kaldıran bir Alu-Alu füzyonundan

kaynaklandığı gösterilmiştir (Hayakawa vd., 2001). Bu eksonun delesyonu, bir

çerçeve kayması mutasyonuyla sonuçlandığından insan proteini işlevsiz hale

gelmiştir. Bu nedenle, insan dokuları, sadece hayvansal gıdalardan elde

edildiğinden daha düşük Neu5Gc seviyelerine sahiptir (Diaz vd., 2009). Bu

inaktivasyonun 2.5-3 milyon yıl önce gerçekleştiği tahmin edilmektedir (Chou vd.,

2002).

CMAH'ın işlevsiz hale gelmesinin insan biyolojisini birçok şekilde

etkilemiş olduğu düşünülmektedir (Okerblom ve Varki, 2017). Birincisi, insanları

Plasmodium reichenowi (şempanzeler ve gorillerde sıtmadan sorumlu), E. coli

K99, bulaşıcı gastroenteritis koronavirüsü ve simian virüsü 40 gibi enfeksiyon

için Neu5Gc'ye bağlanmayı gerektiren patojenlerden kurtarmış olabileceğidir

(Peri vd., 2018). İkincisi, CMAH psödogeninin, cinsel seçilim yoluyla

sabitlenmeye yönlendirilmiş olabileceğidir. Hominin popülasyonunda fonksiyonel

bir CMAH geninin varlığının polimorfik olduğu zamanlarda, Neu5Gc-negatif

dişilerin üreme yolundaki anti-Neu5Gc antikorlarının Neu5Gc içeren sperm veya

fetal dokuları hedeflemiş ve böylece üreme uyumluluğunu azaltmış olabileceği
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düşünülmektedir (Ghaderi vd., 2011). Üçüncüsü, Neu5Gc'nin kaybının insan

sialik asit biyolojisinde ve onu kontrol eden genlerde bir dizi değişikliğe neden

olmuş olmasıdır. Sialik asit biyolojisine dahil olduğu bilinen yaklaşık 60 genden

en az 10'u, Neu5Gc kaybıyla bağlantılı olan insana özgü değişikliklere uğramıştır

(Varki ve Varki 2007; Varki, 2009). Dördüncüsü, CMAH −/− farelerin fenotipleri,

Neu5Gc kaybının bir dizi insana özgü hastalığa katkıda bulunmuş olabileceğini

düşündürmektedir (Hedlund vd., 2007).

Şekil 2.3. Şempanze ve insanda CMAH enzim aktivitesi (Okerblom ve Varki,

2017).

CMAH'ın insanlarda etkisiz olması, Neu5Gc'nin insanlarda yabancı bir

antijen haline gelmesine neden olmuştur.. Hayvansal gıdalardan elde edilen

Neu5Gc (ağırlıklı olarak kırmızı et ve süt ürünleri) (Samraj vd., 2015), insan

dokularının glikoproteinlerine dahil olmakta (Tangvoranuntakul vd., 2003) ve

burada kronik inflamasyon, romatizma ve kanser ile sonuçlanabilecek bir

bağışıklık tepkisi ortaya çıkardığı düşünülmektedir (Varki ve Varki 2007).

Kırmızı et tüketimi ve kanser arasındaki bu mekanizmayı, Neu5Gc’nin genellikle

insan tümörlerinde ve iltihaplanma bölgelerinde yoğunlaşması (Tangvoranuntakul

vd., 2003; Diaz vd., 2009) ve CMAH−/− farelerin, biyolojik olarak kullanılabilir

Neu5Gc ile beslendiklerinde sistemik inflamasyon ve yüksek kanser sıklığı

geliştirmesi desteklemektedir (Samraj ve ark. 2015).

İnsanlara ek olarak, CMAH'ın diğer hayvan soylarında bağımsız olarak

etkisiz hale geldiği bildirilmiştir. Yeni Dünya maymunlarında, CMAH genininde
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4-13 eksonlarının ters çevrilmesi ve 4-8 ve 10-13 eksonlarının kaybı nedeniyle

gen yaklaşık 30 milyon yıl önce etkisiz hale gelmiştir. Bu durum P. falciparum

gibi belirli insan patojenlerine neden duyarlı olduklarını açıklamaktadır (Springer

vd., 2014). Tavuk ve zebra ispinozunun genomlarıyla gerçekleştirilen dizi analiz

çalışmalarında herhangi bir CMAH homoloğu saptamamıştır (Schauer vd., 2009).

Kuşlarda ve sürüngenlerde yapılan çalışmalarda ise, Neu5Gc'nin nadir olduğu

gösterilmiştir ve bunun diyet kaynaklı olabileceği düşünülmüştür. (Ito vd., 2000;

Schauer vd., 2009). Yanı sıra, kedilerde A, B ve AB kan grupları, belirli eritrosit

glikolipidlerinde Neu5Gc'nin varlığı veya yokluğu ile belirlenmekte ve yapılan

CMAH karakterizasyon çalışmalarında gende bulunan polimorfizmlerin kan

grubunun belirlenmesinde etkili olduğu bildirilmektedir (Omi vd., 2016; Can vd.,

2020).

Koyun, sığır ve keçi gibi çiftlik hayvanlarında aktif olduğu bilinen CMAH

enzimi bulunmaktadır (Peri vd., 2018). Koyunlarda CMAH geni 20. kromozomda

bulunan ve 15 eksondan oluşan bir gendir. 587 amino asit içeren CMAH enzimini

kodlamaktadır (Ensembl, Ovis aries) ve bu enzim Neu5Ac’den Neu5Gc’nin

sentezlenmesini sağlamaktadır. İnsanların diyetle aldıkları Neu5Gc’nin temel

kaynaklarından birini koyun eti ve koyundan elde edilen süt ürünlerinin tüketimi

oluşturmaktadır (Samraj vd., 2015).

2.8 Çalışmanın Amacı

İnsanlarda CMAH geninin pseudogene dönüşmüş olması ve aktif bir

enzim kodlayamaması nedeniyle insanlar Neu5Gc sialik asidini

sentezleyememekte ve beslenme yoluyla alabilmektedirler. Kırmızı et ve süt

ürünlerinde bulunan ve bunların tüketilmesiyle vücuda alınan Neu5Gc sialik

asidinin, insan tümör dokularında yoğun olarak tespit edilmesiyle kırmızı et ve

kanser arasındaki ilişki mekanizması araştırılmış ve fazla miktarda et tüketimiyle

vücuda alınan yoğun miktardaki Neu5Gc’nin, anti-Neu5Gc ile inflamasyonu

sonucu kanseri tetiklediği tespit edilmiştir. Bu nedenle, kanser riskini azaltmak

amacıyla diyet değişikliği yapılması ve Neu5Gc içeriği yüksek besinlerden uzak

durulması önerilmektedir.
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Buradan yola çıkarak, bu çalışmada Türkiye’de besin olarak tüketilen iki

farklı koyun ırkından elde edilen örneklerle, CMAH mRNA karakterizasyonunun

gerçekleştirilmesi, enzim fonksiyonunu ve Neu5Gc üretimini potansiyel olarak

etkileyen olası polimorfizm/mutasyonların saptanması ve hayvan ıslahı açısından

düşük Neu5Gc içeriğiyle ilgili bir biyobelirteç bulunması amaçlanmıştır.
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3. GEREÇ ve YÖNTEM

3.1 Koyun Kan Örneklerinin Alınması

Çalışmada kullanılacak koyun kan örneklerinin alınabilmesi amacıyla

Bandırma Koyunculuk Araştırma Enstitüsü Müdürlüğü’ne proje sunumu

gerçekleştirilmiş ve alınan onay sonrasında Ege Üniversitesi Hayvan Deneyleri

Yerel Etik Kuruluna başvuru yapılmıştır. Etik kurulun 2016-096 sayılı onayı

çerçevesinde 27 Kıvırcık dişi (KD), 17 Kıvırcık erkek (KE), 22 Karacabey

Merinos dişi (MD) ve 22 Karacabey Merinos erkek (ME) koyundan (Şekil 3.1)

toplamda 88 adet koyundan kan örneği alınmıştır. Kan örnekleri juguler venden,

ortalama 3 ml olacak şekilde EDTA’lı tüpler içerisine alınmış ve laboratuvara

taşınmıştır.

Şekil 3.1. Kıvırcık ve Karacabey Merinos ırkı, dişi ve erkek koyunlar (TC Tarım

ve Orman Bakanlığı, Yerli Koyun Irkları) A: Kıvırcık erkek, B: Kıvırcık Dişi, C:

Karacabey Merinos erkek, D: Karacabey Merinos dişi
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3.2 Kan Örneklerinden RNA İzolasyonunun Gerçekleştirilmesi

Kan örneklerinden total RNA izolasyonu Quick-RNA™ Whole Blood

(Zymo Research, ABD) kiti kullanılarak üretici firma protokolüne uygun olarak

gerçekleştirilmiştir. 1.5 ml’lik santrifüj tüp içerisine 200 µl kan örneği ve üzerine

200 μl DNA/RNA Shield (2X) eklenmiş ve karıştırılmıştır. Daha sonra karışıma 8

μl Proteinase K eklenip, karıştırılmış ve 30 dakika inkübe edilmiştir. İnkübasyon

sonrasında, karışıma eşit hacimde izopropanol (Sigma Aldrich, ABD) eklenmiş ve

iyice karıştırılmıştır. Karışım kite ait filtreli tüplere aktarılıp, filtreli tüp bir

kolektör tüp içine yerleştirilerek 10,000×g’de 30 saniye santrifüj edilmiştir.

Sonrasında karışıma 200 μl RNA Recovery Buffer eklenmiş ve santrifüj

10,000×g’de 30 saniye santrifüj sonrası filtreli tüp atılmıştır. Karışıma 200 μl

etanol (Sigma Aldrich, ABD)eklenmiş ve iyice karıştırılmıştır. Daha sonra

karışım kite ait yeni bir filtreli tüpe aktarılıp, filtreli tüp bir kolektör tüp içine

yerleştirilerek 10,000×g’de 30 saniye santrifüj edilmiştir.

DNase I muamelesi için filtreli tüpe 00 μl RNA Wash Buffer yıkama

tamponu eklenip 10,000×g’de 30 saniye santrifüj edilmiştir. Farklı bir 1.5 ml’lik

santrifüj tüp içerisine 5 μl DNase I ve 35 μl DNA Digestion Buffer karıştırılarak

filtreli tüpe eklenmiş ve oda sıcaklığında 15 dakika inkübe edilmiştir. İnkübasyon

sonrasında filtreli tüpe 400 μl RNA Prep Buffer yıkama tamponu eklenmiş ve

10,000×g’de 30 saniye santrifüj edilmiştir. Daha sonra 700 μl RNA Wash Buffer

yıkama tamponu eklenerek 10,000×g’de 30 saniye santrifüj edilmiştir. Santrifüj

sonrası 400 μl RNA Wash Buffer yıkama tamponu eklenerek 10,000×g’de

1dakika santrifüj edilmiş ve kolektör tüp atılıp, filtreli tüp 1.5 ml’lik bir santrifüj

tüpüne alınmıştır. Son olarak filtreye 15 μl DNase/RNase-Free Water eklenerek

10,000×g’de 30 saniye santrifüj edilmiştir ve filtreli tüp atılarak elde edilen RNA

örnekleri kullanılana kadar -80°C’de saklanmıştır.

3.3 Komplementer DNA (cDNA) Sentezi

Total RNA örneklerinden cDNA sentezi High Capacity cDNA Reverse

Transcription (Thermo Fisher Scientific, ABD) kiti kullanılarak üretici firma

protokolüne uygun olarak gerçekleştirilmiştir. 20 μl’lik revers transkripsiyon
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reaksiyonu için öncelikle 2X RT master mix hazırlanmıştır. Bu amaçla, 0.2 ml’lik

santrifüj tüpü içerisine 2 μl 10X RT Buffer, 0.8 μl 25X dNTP Mix (100 mM), 2 μl

10X RT Random Primers, 1 μl MultiScribe™ Reverse Transcriptase ve 4.2 μl

Nuclease-free water eklenmiş ve karıştırılmıştır. Daha sonra karışım üzerine 10 μl

total RNA örneği eklenmiş, pipetle karıştırılmış ve 3,000xg’de 5 saniye santrifüj

yapılmıştır. Tüpler daha sonra termal döngü cihazına (MiniAmp™ Plus PCR

Thermal Cycler, Thermo Fisher Scientific, ABD) yerleştirilerek reaksiyon

belirtilen koşullarda gerçekleştirilmiştir (Tablo 3.1). Daha sonra elde edilen

cDNA örnekleri kullanılana kadar -20°C’de saklanmıştır.

Tablo 3.1. Revers transkriptaz reaksiyon koşulları

Ayarlar Aşama 1 Aşama 2 Aşama 3 Aşama 4

Sıcaklık 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 için mRNA

dizisine spesifik primerler kullanılarak polimeraz zincir reaksiyonu

gerçekleştirilmiştir (Tablo 3.2) (Şekil 3.2). Referans mRNA sekansı ve primer

sentezi için National Center for Biotechnology Information (NCBI) ve Ensembl

veritabanı kullanılmıştır. 1764 bç uzunluğundaki 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)

sekansına uygun, benzer büyüklüklerde ürün elde edilecek şekilde üç primer çifti

tasarlanmıştır (Tablo 3.3).
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Tablo3.2. Primer çiftleri ve PZR ürün büyüklükleri

Primer Ürün Büyüklüğü (bç)
İleri CMAH 1: GATTTCTGCCTTGGGGGAGT
Geri CMAH 1: AGGTGGTCTGAGTGCATGTG 693
İleri CMAH 2: GAGGATGGTGTTTGACCCTT
Geri CMAH 2: CCTACCCAGATCAAGAGTGG 766
İleri CMAH 3: CCCGAATTTATTGCCCCTTT
Geri CMAH 3: ATTGCTGATGTCAGTAAGGCA 803

Şekil 3.2. Referans mRNA Dizisi Kullanılarak Tasarlanan Primer Çiftleri
Pembe: CMAH 1 primer çifti, Sarı: CMAH 2 primer çifti, Mavi: CMAH 3 primer çifti
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88 koyun cDNA örneği her primer çifti ile polimeraz zincir reaksiyonu

kullanılarak amplifiye edilmiştir. PZR için her tüp 2,5 µl 10xTaq Buffer, 1,25 µl

dNTP karışımı (her birinden 0.2 mM), 1 µl iler ve 1 µl geri primer (10 µM), 3.5 µl

MgCl2 (25 mM), 1 µl cDNA, 0.5 µl Taq DNA polimeraz (Thermo Fisher

Scientific, ABD) ve 14,25 µl ultra saf su içerecek ve 25 µl son hacim olacak

şekilde hazırlanmıştır. PZR, 95°C’de 1 dk başlangıç denatürasyonu sonrası, 35

döngü 95ºC’de 1 dk denatürasyon, 61°C’de (primer 1), 58°C’de (primer 2),

56°C’de (primer 3), 45 sn bağlanma ve 72°C’de 45 sn elongasyon ve son olarak

72°C’de 7 dk son uzama basamağı koşullarında termal döngü cihazına

(MiniAmp™ Plus PCR Thermal Cycler, Thermo Fisher Scientific, ABD)

gerçekleştirilmiştir.

Tablo3.3. Referans CMAH mRNA ekson ve sekansları (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 sonrasında amplifiye edilen ürünlerin

görüntülenmesi amacıyla ürünler %1’lik agaroz jel elektroforezinde

yürütülmüştür. Agaroz jel hazırlamak için, 1gr agaroz (Thermo Fisher Scientific,

ABD), 100 ml 1xTAE çözeltisi içinde ısıtılarak çözdürülmüş ve 1 µl Etidyum

Bromide Solution (10 mg/ml) (Pan Reac AppliChem) nükleik asit boyası

eklenmiştir. Ürünler, DNA Gel Loading Dye (6X) (Thermo Fisher Scientific,

ABD) yükleme boyası ile protokole uygun olarak karıştırılmış ve jele

yüklenmiştir. Ürün büyüklüklerinin belirlenmesi amacıyla moleküler ağırlık

işaretleyici olarak 3 µl GeneRuler 1 kb Plus DNA Ladder (Thermo Fisher

Scientific, ABD) kullanılmıştır. Jel, 1 saat boyunca 100 V’de (The Mini-Sub Cell

GT Cell, Bio-Rad, ABD) yürütüldükten sonra UV ışık altında görüntülenmiştir.

Hedeflenen gen bölgesindeki ürün büyüklükleri moleküler ağırlık işaretleyicideki

bant büyüklükleri ile kontrol edilmiştir. Beklenen ürün büyüklüklerinin gözlendiği

örnekler sekans işlemi için hazırlanmıştır. PZR örnekleri saflaştırma işleminden

sonra ABI Prism 3100 cihazıyla sekanslanmıştır.

3.6 Polimorfizmlerin ve Alel/Genotip Frekanslarının Belirlenmesi

PZR örnekleri sekanslandıktan sonra, sekanslar MEGA11 (Tamura vd.,

2021) programı kullanılarak dizilmiş ve cDNA dizilerindeki polimorfizmler

belirlenmiştir. Polimorfizmlerin amino asit sekansında değişikliğe sebep olup

olmadığının araştırılması amacıyla nükleotit sekansları MEGA 11 programı

kullanılarak amino asit sekansına çevrilmiş ve analiz edilmiştir. Genotip frekansı

(Genotip sayısı / Popülasyondaki toplam birey sayısı) ve alel frekansı (Alel kopya

sayısı / Popülasyondaki toplam birey sayısı) Microsoft Office Sürüm 365'in

Microsoft Office Excel programı (https//www.office.com/) kullanılarak

hesaplanmıştır.
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3.7 Amino Asit Değişiminin Protein Fonksiyonuna Etkisi

Amino asit değişimine sebep olan polimorfizmlerin protein

fonksiyonundaki zararlı/nötral etkilerinin belirlenmesi amacıyla PredictSNP

(https://loschmidt.chemi.muni.cz/predictsnp/) (Bendl vd., 2014) ve SIFT

(https://sift.bii.a-star.edu.sg/) (Dakal vd, 2017) programları kullanılmıştır.

3.8 Kodon Kullanım Oranı ve mRNA İkincil Yapısının Belirlenmesi

Polimorfizmler tespit edildikten sonra her bir varyant için kodon kullanım

oranları Sequence Manipulation Suite: Codon Usage

(https://www.bioinformatics.org/sms2/codon_usage.html) aracıyla belirlenmiştir

(Stothard, 2000). Varyantların mRNA ikincil yapılarının belirlenmesi amacıyla

UnAFold web sunucusu altında çalışan RNA folding form

(http://www.unafold.org/mfold/applications/rna-folding-form.php) kullanılmıştır

(Zuker, 2003).

3.9 Protein İkincil Yapı Analizi

Protein 2 boyutlu yapı analizini gerçekleştirmek amacıyla elde edilen amino asit

sekansları kullanılarak GOR IV Secondary Structure Prediction Method (Garnier

vd., 1996) aracıyla her varyantın protein ikincil yapı analizi gerçekleştirilmiştir.
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4. BULGULAR

4.1 Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR)

27 Kıvırcık dişi (KD), 17 Kıvırcık erkek (KE), 22 Karacabey Merinos dişi

(MD) ve 22 Karacabey Merinos erkek (ME) koyunun cDNA örnekleri ile

gerçekleştirilen PZR analizinde 88 örnek her primer çifti için amplifiye edilmiş ve

agaroz jel elektroforezinde PZR ürün büyüklüğü teyit edilmiştir.

4.2 Polimorfizmlerin Belirlenmesi

Koyun CMAH mRNA sekansları, MEGA 11 programında ırk ve cinsiyet

özelliklerine göre dizilmiştir (Şekil 4.1). Toplamda 11 nükleotit pozisyonunda

polimorfizmler saptanmıştır. Daha sonra nükleotid dizilerinin amino asit

karşılıkları program üzerinden analiz edilerek polimorfizmlerin amino asit

değişimine neden olan polimorfizmler belirlenmiştir.

Şekil 4.1.MEGA 11 kullanılarak analiz edilen CMAH mRNA sekansları
A: MEGA 11 Koyun Nükleotit Sekansı, B: MEGA 11 Koyun Amino Asit Sekansları
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G27A, G55T, G264C, A294G, G309A, G512A, C1266A, A1269T,

G1378A, C1624A ve A1713C polimorfizmlerinden 5 tanesinin (G55T, G264C,

G512A, C1266A ve G1378A) amino asit değişikliğine neden olduğu, geriye

kalan 6 pozisyonun amino asit değişimine neden olmadığı tespit edilmiştir (Tablo

4.1). G55T polimorfizmi valin-fenilalanin değişimine, G264C polimorfizminin

lizin-asparajin değişimine, G512A polimorfizminin triptofan-durdurma kodonu

değişimine, C1266A polimorfizminin aspartik asit-glütamik asit değişimine ve

G1378A polimorfizminin glütamik asit-lizin değişimine neden olduğu

belirlenmiştir (Şekil 4.2).

Şekil 4.2. Koyun CMAH eksonlarındaki nükleotit polimorfizmleri ve amino asit

değişimleri
1-2-3-4-5-6-7-8-9-10-11-12-13-14-15: Eksonlar, N: Nükleotit, A.A: Amino asit,

Kalın: Amino asit değişimine neden olan varyasyonlar, E: Glütamik asit, V: Valin, F:

Fenilalanin, K: Lizin, N: Asparajin, Q: Glütamin, W:Triptofan, *:Durdurma kodonu,

D: Aspartik asit, R: Arjinin, P: Prolin
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Tablo 4.1. CMAH mRNA dizilerinde saptanan polimorfizmler

Sayı Irk ve
Cinsiyet

Polimorfizmler

G27A G55T*1 G264C*2 A294G G309A G512A*3 C1266A*4 T1269A G1378A*5 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 CC
3 KD-3 GA GT GC AG GA GA CA TT GA CA CC
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 CC
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 CC
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 CC
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 CC
25 KD-25 GG GT GC AA GA GA CA TA GA CA CC
26 KD-26 GA GT GC AG GA GA CA TT GG CA CC
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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 TT 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 TT GG CA CC
32 KE-5 GG GT GC AG GA GA CC TT GA CA AC
33 KE-6 GA GT GC AG GA GA CC TT GG CA AC
34 KE-7 GA GT GC AG GA GA CC TT 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 TT GG CA CC
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 CC
41 KE-14 GA GT GC AG GA GA CC TA GA CA CC
42 KE-15 GA GT GC AG GA GA CC TA GA CA AC
43 KE-16 GA GT GC AG GA GA CC TT GA CA AC
44 KE-17 GA GT GC AG GA GA CC TA GA CA CC
45 MD-1 GG GT GC AG GA GA CC TT 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 TT GA CA CC
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 CC
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 TT GA CA CC
54 MD-10 GA GT GC AG GA GA CC TT GG CA AC
55 MD-11 GA GG GC AA GA GA CA TT GG CA AC
56 MD-12 GA GT GC AG GA GA CA TA GA CA CC
57 MD-13 GG GT GC AG GA GA CA TT GA CA CC
58 MD-14 GG GT GC AG GA GA CC TA GG CC 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 TT GG CA CC
61 MD-17 GA GT GC AG GA GA CC TA GA CA CC
62 MD-18 GG GT GC AG GA GA CC TT GA CA CC
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 TT GA CA AC
66 MD-22 AA GT GC AG GA GA CC TT 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 TT 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 TT GA CC CC
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 CC
83 ME-17 GA GT GC AG GA GA CC TT 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 TT GA CA AC
87 ME-21 GA GT GC AG GA GA CA TT GA CA AC
88 ME-22 GA GT GC AG GA GA CA TA GA CA AC

* Amino asit değişimine neden olan varyasyon 1: Valin - Fenilalanin amino asit değişimine neden olan nükleotit pozisyonu, 2: Lizin - Asparajin amino asit değişimine neden
olan nükleotit pozisyonu, 3: Triptofan - Durdurma kodonu amino asit değişimine neden olan nükleotit pozisyonu, 4: Aspartik asit - Glütamik asit amino asit değişimine neden
olan nükleotit pozisyonu, 5: Glütamik asit - Lizin amino asit değişimine neden olan nükleotit pozisyonu
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4.3 Polimorfizm Frekansları

Polimorfizm belirlenen 11 pozisyonun ırk ve cinsiyete göre frekansları

belirlenmiştir. G27A pozisyonu için homozigot GG genotip frekansı en yüksek

Kıvırcık dişi (KD) (0.45) ve Karacabey Merinos dişi (MD) (0.31) hayvanlarda

görülürken heterezigot GA genotip frekansı Kıvırcık erkek (KE) (0.82) ve

Karacabey Merinos erkek (ME) (0.95) hayvanlarda görülmüştür. Homozigot AA

genotipi sadece KD ve MD hayvanlarda görülmüş olup frekansları sırasıyla 0.07

ve 0.09 olarak belirlenmiştir. G55T polimorfizmi incelendiğinde KE ve ME

hayvanlarda sadece GT genotipi görülürken KD ve MD hayvanlarda düşük

frekanslarda GG genotipi de belirlenmiştir. Benzer şekilde A294G

polimorfizminde KE ve ME’de sadece heterozigot AG genotipi görülürken, KD

ve MD’de AA genotipi de görülmüştür. G264C, G309A ve G512A genotiplerinde

bütün hayvanların heterozigot genotipe sahip olduğu görülmüştür. C1266A

polimorfizm poziyonunda KD ve ME hayvanlarda CA heterozigot genotip

frekansı yüksek iken MD ve KE hayvanlarda CC genotip frekansı oldukça

yüksektir. T1269A, G1378A, C1624A ve A1713C pozisyonlarında heterozigot

genotip frekansları homozigot frekanslardan daha yüksek bulunmuş, C1624A

pozisyonunda CC homozigot genotipi düşük freakansta bile olsa sadece ME

hayvanlarda görülmüştür (Tablo 4.2).

Tablo 4.2. Polimorfizm pozisyonlarındaki genotip frekansı

Polimorfizmler
Irk
ve
Cinsiyet

G27A
(f)

G55T
(f)

G264C
(f)

A294G
(f)

G309A
(f)

G512A
(f)

C1266A
(f)

T1269A
(f)

G1378A
(f)

C1624A
(f)

A1713C
(f)

KD GG
(0.45)
GA
(0.48)
AA
(0.07)

GG
(0.04)
GT
(0.96)

GC
(1)

AA
(0.04)
AG
(0.96)

GA
(1)

GA
(1)

CC
(0.22)
CA
(0.78)

TT
(0.33)
TA
(0.67)

GG -
(0.3)
GA
(0.7)

CA
(1)

CC
(0.22)
AC
(0.78)

KE GG
(0.18)
GA
(0.82)

GT
(1)

GC
(1)

AG
(1)

GA
(1)

GA
(1)

CC
(0.94)
CA
(0.06)

TT
(0.41)
TA
(0.59)

GG
(0.24)
GA
(0.76)

CA
(1)

CC
(0.3)
AC
(0.7)

MD GG
(0.31)
GA
(0.6)
AA
(0.09)

GG
(0.05)
GT
(0.95)

GC
(1)

AA
(0.05)
AG
(0.95)

GA
(1)

GA
(1)

CC
(0.82)
CA
(0.18)

TT
(0.45)
TA
(0.55)

GG
(0.23)
GA
(0.77)

CA
(1)

CC
(0.32)
AC
(0.68)

ME GG
(0.05)
GA
(0.95)

GT
(1)

GC
(1)

AG
(1)

GA
(1)

GA
(1)

CC -
(0.18)
CA
(0.82)

TT
(0.23)
TA
(0.77)

GG
(0.05)
GA
(0.95)

CA -
(0.95)
CC
(0.05)

CC
(0.09)
AC
(0.91)

(f): Frekans
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Polimorfizm pozisyonundaki alel frekans sonuçları, G27A pozisyonunda

Kıvırcık ırkı için G alel frekansının Karacabey Merinos ırkı için ise A alel

frekansının yüksek olduğunu göstermektedir. G55T ve A294G pozisyonlarında, G

alel frekansının her iki ırktaki dişi koyunlarda eşit olduğu bulunmuştur. Her iki

ırkta da, C1266A pozisyonunda C aleli, T1269A pozisyonunda T aleli, G1378A

pozisyonunda G aleli ve A1713C pozisyonunda C aleli daha yüksek frekans

göstermiştir (Tablo4.3).

Tablo4.3. Polimorfizm pozisyonlarındaki alel frekansı

Polimorfizmler
Irk ve
Cinsiyet

G27A
(f)

G55T
(f)

G264C
(f)

A294G
(f)

G309A
(f)

G512A
(f)

C1266A
(f)

T1269A
(f)

G1378A
(f)

C1624A
(f)

A1713C
(f)

KD G
(0.69)
A

(0.31)

G
(0.52)
T

(0.48)

G
(0.5)
C
(0.5)

A
(0.48)
G

(0.52)

G
(0.5)
A
(0.5)

G
(0.5)
A
(0.5)

C
(0.61)
A

(0.39)

T
(0.66)
A

(0.34)

G
(0.65)
A

(0.35)

C
(0.5)
A

(0.5)

C
(0.61)
A

(0.39)

KE G
(0.59)
A

(0.41)

G
(0.5)
T

(0.5)

G
(0.5)
C
(0.5)

A
(0.5)
G

(0.5)

G
(0.5)
A
(0.5)

G
(0.5)
A
(0.5)

C
(0.97)
A

(0.03)

T
(0.70)
A

(0.30)

G
(0.62)
A

(0.38)

C
(0.5)
A

(0.5)

C
(0.65)
A

(0.35)

MD G
(0.61)
A

(0.39)

G
(0.52)
T

(0.48)

G
(0.5)
C
(0.5)

A
(0.48)
G

(0.52)

G
(0.5)
A
(0.5)

G
(0.5)
A
(0.5)

C
(0.91)
A

(0.09)

T
(0.72)
A

(0.28)

G
(0.61)
A

(0.39)

C
(0.5)
A

(0.5)

C
(0.66)
A

(0.34)

ME G
(0.48)
A

(0.52)

G
(0.48)
T

(0.5)

G
(0.5)
C
(0.5)

A
(0.5)
G

(0.5)

G
(0.5)
A
(0.5)

G
(0.5)
A
(0.5)

C
(0.59)
A

(0.41)

T
(0.71)
A

(0.39)

G
(0.52)
A

(0.48)

C
(0.52)
A

(0.48)

C
(0.54)
A

(0.46)

(f): Frekans

4.4 Amino Asit Değişiminin Protein Fonksiyonundaki Etkisi

Yanlış anlamlı mutasyonların protein fonksiyonuna etkisinin araştırılması

sonucunda, kullanılan her iki programda da V17F ve K88N amino asit

değişimlerinin protein fonksiyonunda olumsuz etkiye sebep olduğu, D422E ve

E460K amino asit değişimlerinin ise nötral etki gösterdiği belirlenmiştir (Tablo

4.4).
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Tablo 4.4. Yanlış anlamlı mutasyonların protein fonksiyonuna etkisi

Mutasyon Predict-SNP SIFT

V17F Zararlı Zararlı

K88N Zararlı Zararlı

D422E Nötral Nötral

E460K Nötral Nötral

4.5 Alternatif Ekleme (Alternative splicing)

Sekans örneklerinin MEGA11 programında analiz edilmesiyle, referans

varyantla aynı uzunlukta olan bir varyantın (Varyant 2) yanı sıra ekson atlanması

nedeniyle alternatif ekleme görülen 2 varyant daha tespit edilmiştir. Varyantlardan

birinde ekson 9 atlanması (Varyant 3), diğer varyantta ise ekson 6 ve ekson 9

atlanması (Varyant 4) görülmüştür (Tablo 4.5).
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Tablo 4.5. Alternatif ekleme sonucu oluşan farklı varyantların nükleotit sekansı
Varyantlar Nükleotit Sekansı

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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Farklı varyantların nükleotit sekanslarından elde edilen amino asit

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

oluştuğu tespit edilmiştir.

Tablo 4.6. Alternatif ekleme sonucu oluşan farklı varyantların amino asit sekansı
Varyantlar Amino Asit Sekansı
Varyant 1
(Referans)

MGSIEQTAELLLCLSPAEVANLKEGINFVRNKSTGKDYILYKSKSLLRACKNM
CKHQGGLFIKDIEDLDGRSVRCTKHNWKLDVSTMKYINPPGSFCQDELVVEES
EENELLLLELNPPNPWDSEPRSPEDLAFGEVQITYLTHACMDLKLGDKRMVFD
PWLTGPAFARGWWLLHEPPSDWLERLCQADLIYISHMHSDHLSYPTLKKLAG
RRPDIPIYVGKTERPVFWNLNQSGVQLTNINVVPFGIWQQVDENLRFMILMDG
VHPEMDTCIIVEYKGHKILNTVDCTRPNGGRLPMKVDLMMSDFAGGASGFPM
TFSGGKFTEEWKAQFIKTERKKLLNYKARLVKDLQPRIYCPFAGYFVESHPSD
KYIKETNIKNDPDELNNLIKKNSDVLTWTPRPGATLDLGRMLKDPTDSKGIIDP
PEGTKIYKDSWDFGPYLKILNAAVGDEIFRHPSWIKEYFTWAGFKDYNLVVR
MIETDEDFSPFPGGYDYLVDFLDLSFPKERPSREHPYEEIRSRVDVIRHVVKNG
LLWDDLYIGFQTRLQRDPDIYHHLFWNHFQIKLPLTPPNWKSFLIYCGERGPEI
SQGY*

Varyant 2 MGSIEQTAELLLCLSPAEFANLKEGINFVRNKSTGKDYILYKSKSLLRACKNM
CKHQGGLFIKDIEDLDGRSVRCTKHNWKLDVSTMNYINPPGSFCQDELVVEES
EENELLLLELNPPNPWDSEPRSPEDLAFGEVQITYLTHACMDLKLGDKRMVFD
PWLTGPAFARGWWLLHEPPSDWLERLCQADLIYISHMHSDHLSYPTLKKLAG
RRPDIPIYVGKTERPVFWNLNQSGVQLTNINVVPFGIWQQVDENLRFMILMDG
VHPEMDTCIIVEYKGHKILNTVDCTRPNGGRLPMKVDLMMSDFAGGASGFPM
TFSGGKFTEEWKAQFIKTERKKLLNYKARLVKDLQPRIYCPFAGYFVESHPSD
KYIKETNIKNDPDELNNLIKKNSDVLTWTPRPGATLDLGRMLKDPTDSKGIIEP
PEGTKIYKDSWDFGPYLKILNAAVGDEIFRHPSWIKKYFTWAGFKDYNLVVR
MIETDEDFSPFPGGYDYLVDFLDLSFPKERPSREHPYEEIRSRVDVIRHVVKNG
LLWDDLYIGFQTRLQRDPDIYHHLFWNHFQIKLPLTPPNWKSFLIYCGERGPEI
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
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4.6 Kodon Kullanım Oranları

Polimorfizmlerin farklı varyantlardaki kodon kullanım oranına etkisini

belirlemek amacıyla kodon kullanım oranları analiz edilmiştir. Referans varyant

(Varyant 1) ile Varyant 2 karşılaştırıldığında, Asparajin, Aspartik asit, Glütamik

asit, Glütamin, Lizin, Fenilalanin, Prolin ve Valin amino asitlerinin kodon

kullanımlarında farklılıklar belirlenmiştir. Referans varyant ve Varyant 2’den

farklı olarak Varyant 3 ve Varyant 4’te ekson atlanması sonucu oluşan alternatif

ekleme, çok sayıda durdurma kodonu kullanımına neden olmuştur (Tablo 4.7).

Tablo 4.7. Varyantların kodon kullanım oranları
Varyant 1 Varyant 2 Varyant 3 Varyant 4

Amino asit
ve Kodon

Sayı Sayı Sayı Sayı

GCG
(A) GCA

GCT
GCC

1
2
11
5

1
2
11
5

2
5
5
9

4
3
8
4

(C) TGT
TGC

3
8

3
8

5
8

4
8

(D) GAT
CAT

24
20

24
18

14
11

15
9

(E) GAT
GAA

14
24

13
25

14
13

12
19

(F) TTT
TTC

19
9

20
9

7
10

9
6

GGG
(G) GGA

GGT
GGC

6
20
5
8

6
20
5
8

9
14
2
7

5
16
6
6

(H) CAT
CAC

8
8

8
8

8
7

9
7

ATA
(I) ATT

ATC

10
10
16

10
10
16

6
13
15

11
7
10

(K) AAG
AAA

25
17

24
18

15
18

13
13

TTG
TTA

(L) CTG
CTA
CTT
CTC

9
6
18
8
6
14

9
6
18
8
6
14

15
9
20
4
7
10

9
7
16
5
12
8

(M) ATG 15 15 17 9
(N) AAT

AAC
18
9

18
11

10
18

13
8

CCG
(P) CCA

CCT
CCC

4
12
16
10

4
13
15
10

-
6
12
9

3
10
12
8

(Q) CAG
CAA

8
7

9
6

8
8

7
11

AGG
AGA

(R) CGG
CGA
CGT

7
9
6
6
-

7
9
6
6
-

16
8
1
4
-

10
9
-
5
2
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CGC 1 1 2 -
AGT
AGC

(S) TCG
TCA
TCT
TCC

7
9
-
4
4
7

7
9
-
4
4
7

7
6
1
15
6
8

4
6
3
7
8
9

ACG
(T) ACA

ACT
ACC

1
13
9
3

1
13
9
3

5
13
11
10

2
7
4
7

GTG
(V) GTA

GTT
GTC

13
4
9
3

12
5
8
3

8
1
4
1

7
2
6
2

(W) TGG 16 16 17 15
(Y) TAT

TAC
10
13

10
13

5
6

3
5

TGA
* TAG

TAA

-
-
1

-
-
1

11
4
8

19
3
6

A: Alanin, R: Arjinin, N: Arparajin, D: Aspartik asit, C: Sistein, E: Glütamik asit,

Q: Glütamin,G: Glisin, H: Histidin, I: İzolösin, L: Lösin, K: Lizin, M: Metiyonin,

F: Fenilalanin, P: Prolin, S: Serin, T: Treonin, W: Triptofan, Y: Tirozin, V: Valin,

*: Durdurma Kodonu

4.7 mRNA İkincil Yapıları

Referans varyant ve bu çalışmada tespit edilen 3 varyantın mRNA ikincil

yapı analizi, polimorfizm ve alternatif eklenme görülen varyantlarda mRNA

katlanmasının referans varyanttan farklı olduğunu ortaya koymuştur. Referans

varyantla aynı uzunlukta olan Varyant 2, referans varyantla benzerlik gösterse de

kodon farklılığına neden olan polimorfizmler nedeniyle zincir ve sap sayısında

farklılıklar görülmüştür. Varyant 3’te referans varyanta oranla daha fazla zincir ve

sap görülürken, Varyant 4’te daha az görülmüştür (Şekil 4.3).
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Şekil 4.3. Varyantların mRNA ikincil yapıları
A: Varyant 1 (Referans), B: Varyant 2, C:Varyant 3, D: Varyant 4
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4.8 Proteinlerin Sekonder Yapıları

Varyantların amino asit sekanslarıyla gerçekleştirilen protein sekonder

yapı analizinde, referans varyant (Varyant 1) ile Varyant 2 arasında alfa helix

miktarında bir farklılık görülmemiş, beta yaprakçık miktarının ise Varyant 2’de

daha az olduğu belirlenmiştir. Varyant 3 ve 4’te, referans varyanta oranla alfa

heliks miktarı azalmış, beta yaprakçık miktarı ise Varyant 3’te artış gösterirken,

Varyant 4’te azalmıştır (Tablo 4.8)

Tablo 4.8. Proteinlerin sekonder yapı oranları

Sekonder Yapı Varyantlar
Varyant 1 Varyant 2 Varyant 3 Varyant 4

Alfa Heliks %21.64 %21.64 %20.79 %20
Beta Yaprakçık %25.55 %25.38 %25.74 %25.29
Rastgele Sarımlar %52.81 %52.98 %53.47 %54.71
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5. TARTIŞMA

Kanser, 2020 yılında yaklaşık 10 milyon insanın hayatını kaybetmesine

neden olan küresel olarak önde gelen bir ölüm nedenidir (WHO, 2022). Dünya

Kanser Araştırma Fonu çalışmalarına göre 2020 yılında 18.1 milyon yeni vaka

teşhis edildiği, küresel olarak daha yüksek bir akciğer ve meme kanseri insidansı

olduğu (sırasıyla %12,2 ve %12,5 insidansı), ardından yüksek bir kolorektal

kanser ( %10,7), prostat kanseri (%7,8), mide kanseri (%6) ve karaciğer kanseri

(%5,0) insidansı görüldüğü bildirilmiştir (WCRF, 2022).

Beslenme ve kanser arasındaki ilişkiyi ortaya çıkarmak için yapılan bir

çok çalışma bulunmaktadır. Düzenli meyve, sebze tüketimine ve bunun

sonucunda selenyum, folik asit, vitaminler açısından zengin besinlerin alımına

dayalı diyet modelleri, kanserin başlangıcında koruyucu bir rol oynamakta ve

böylece meme kanseri, kolorektal kanser ve prostat kanseri riskini %60-70

oranında ve akciğer kanseri riskini de %40-50 oranında azaltmaktadır (Donaldson,

2004). Lif bakımından zengin ürünlerin yüksek miktarda tüketilmesi ve orta

düzeyde süt ve süt ürünleri alımının farklı kanser türlerinin (örneğin kolorektal

kanser, akciğer kanseri, mide kanseri, meme kanseri) görülme sıklığını azalttığı

bilinmektedir (Torres vd., 2017; Fliss-Isakov vd., 2018). Tersine, hayvansal katı

ve sıvı yağlar bakımından zengin ve genellikle yüksek sıcaklıklarda pişirilen et ve

hayvansal ürünler, özellikle kolorektal kanser, mide kanseri ve prostat kanseri için

kanser insidansını arttırmaktadır (Aune vd., 2015; Lăcătușu vd., 2019).

Kırımız et ve süt ürünleri tüketiminin kanser mekanizmasındaki rolüyle

ilgili çalışmalar, beslenme yoluyla alınan Neu5Gc sialik asidinin önemini ortaya

koymaktadır. İnsanlar, CMP-Neu5Ac hidroksilaz (CMAH) enziminde gerçekleşen

mutasyon nedeniyle Neu5Gc sialik asidini sentezleyememekte ve beslenme

yoluyla ya da çeşitli tıbbi durumların tedavisinde kullanılan bazı onaylanmış

biyoterapötikler aracılığıyla vücuda almaktadırlar. İnsan vücudu Neu5Gc'yi

"yabancı" olarak tanımlamakta ve diyet yoluyla kırmızı et ve süt ürünlerinden

alınan Neu5Gc’ye karşı anti-Neu5Gc antikorları üretmektedir (Anjum vd., 2020).

Neu5Gc sialik asidinin, anti-Neu5Gc antikorları ile etkileşiminin sonucu oluşan

inflamasyonun kanserle ilişkilendirilmesi ve kanser dokularında yoğun miktarda
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Neu5Gc bulunması (Samraj vd., 2014; Samraj vd., 2015; Bashir vd., 2020 ), bu

sialik asidi daha az miktarda sentezleyen hayvan tüketiminin insan sağlığı

açısından önemli olabileceğini düşündürmüştür. 2021 yılında gerçekleştirilen bir

çalışmada, koyun, keçi, sığır ve domuz gibi dünyada yüksek miktarda tüketilen

çiftlik hayvanlarının farklı dokularında Neu5Gc miktar tayini yapılmıştır.

Bağırsak, karaciğer, akciğer, kalp, böbrek ve kas dokularındaki Neu5Gc miktarı

domuz ve sığırlarda, keçi ve koyunlara göre daha yüksek çıkmıştır. Koyunlarda,

bahsedilen organlara ek olarak dilde ve et olarak tüketilen birçok vücut bölgesinde

Neu5Gc saptanmıştır (Jahan vd., 2021). Türkiye’de koyun etinin yanı sıra,

karaciğer, dil ve bağırsak gibi organlarının da tüketiliyor olması, Neu5Gc sialik

asidini az üreten hayvanların ıslahta kullanılmasının önemini vurgulamaktadır. Bu

amaçla, bu çalışmada Türkiye’de yetiştiriciliği yapılan, et ve süt ürünleri tüketilen

Kıvırcık ve Karacabey Merinos koyun ırklarında, Neu5Gc sentezinde görev alan

CMAH mRNA dizisi analiz edilerek sialik asit sentezini etkileyen olası

polimorfizmlerin saptanması ve hayvan ıslahı açısından Neu5Gc içeriğiyle ilişkili

olabilecek bir biyobelirteç bulunması amaçlanmıştır.

CMAH enziminin katalize ettiği Neu5Ac’nin Neu5Gc’ye dönüşümü,

kedilerde kan grubunu belirleyen önemli bir faktördür. Eritrositlerde bulunan

sialik asit tipleri kedilerde farklı kan gruplarının oluşmasına neden olmaktadır

(Bighignoli vd., 2007). CMAH geninin moleküler karakterizasyonu sonucu

bulunan polimorfizmlerin, kedilerde kan gruplarının belirlenmesinde önemli bir

biyobelirteç olabileceği gösterilmiştir. Anlamlı ve eş anlamlı tek nükleotid

polimorfizmlerinin, farklı kedi ırklarında Neu5Ac ve Neu5Gc miktarıyla ilişkisi

ortaya konmuştur (Bighignoli vd., 2007; Omi vd., 2016; Kehl vd., 2018; Can vd.,

2021). Kedilerde gerçekleştirilen çalışmalarda, farklı kan gruplarındaki kedilerde

özgün polimorfizmler saptanarak sialik asit ilişkisi belirlenmiştir. Örneğin, T268A

polimorfizminin B kan grubu kedilerde yüksek frekansta görüldüğü ve bu

nedenle biyobelirteç olarak kullanılabileceği önerilmiştir (Omi vd., 2016)

Koyunlarda CMAH moleküler karakterizasyonu ilk kez bu çalışmada

gerçekleştirilmiş ve üç farklı primer çifti kullanılarak sekanslanan CMAH mRNA

dizilerinde toplamda 11 tek nükleotit polimorfizmi bulunmuştur. Polimorfizm

pozisyonlarının 5’i amino asit değişime sebep olurken 6’sı eş anlamlı tek
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nükleotid polimorfizmli olarak belirlenmiştir. Kedi CMAH genindeki özgün

polimorfizmlerin sialik asit ile ilişkilendirilmesinden yola çıkarak, bu çalışmadaki

polimorfizm frekans sonuçları KD ve MD’de G27A pozisyonunda görülen AA

genotipinin (sırasıyla 0.07 ve 0.09), KD ve MD’de G55T pozisyonunda görülen

GG genotipinin (sırasıyla 0.04 ve 0.05) ve KD ve MD’de A294G’de görülen AA

genotipinin (sırasıyla 0.04 ve 0.05) Neu5Gc sialik asit miktarıyla ilişkili

olabileceğini düşündürmüştür. Bununla birlikte, her iki ırkta ve cinsiyette

G1378A pozisyonunda GG genotip frekansının GA genotip frekansına göre düşük

olması ve yine A1713C pozisyonunda CC genotip frekansının AC genotip

frekansına göre düşük olması, bu pozisyonlardaki homozigot genotip

frekanslarının da Neu5Gc miktarıyla ilişkili olabileceğini göstermektedir.

Türkiye, 45,2 milyon baş koyun nüfusu ile dünyanın en büyük koyun

yetiştiren ülkeleri arasında yer almaktadır. Koyun, Türkiye ekonomisinde ve

halkının beslenmesinde önemli bir yere sahiptir (Esen vd., 2020). Koyun

yetiştiriciliğinde et, süt verimi ve kalitesi önemli bir rol oynamaktadır. Erkek ve

dişi koyunların karkas ve et kalitesi özellikleri, cinsiyete dayalı üretimin

planlanmasında ve ürün için bir pazarlama stratejisinin geliştirilmesinde önemli

hususlardır (Birkiye vd., 2019). Neu5Gc miktarıyla ilişkilendirilen genotiplerin ilk

üçünün her iki ırkta da dişilerde görülmesi, et kalitesinde cinsiyetin rol

oynayabileceğini düşündürmüştür. Yapılan çalışmalar, Kıvırcık ve Karacabey

Merinos ırklarının et kalitesinin benzer olduğunu ve cinsiyetin her iki ırk için de

et verim ve kalitesinde etkisi olmadığını göstermektedir (Koyuncu, 2008; Ekiz vd.,

2009; Birkiye vd., 2019). Bu durum, çalışmada biyobelirteç olarak

kullanılabileceği düşülen genotiplerin et kalitesini olumsuz etkilemeyeceğini,

aksine Neu5Gc miktarı düşük koyun yetiştiriciliğinin et kalitesini arttıracağını

göstermektedir.

Yanlış anlamlı mutasyon, proteinde amino asit değişimine sebep olan tek

nükleotit değişimidir. Bu amino asit değişikliği hiçbir etkiye sebep olmayabileceği

gibi, proteinin fonksiyonunu değiştirebilmekte veya proteini işlevsiz hale

getirebilmektedir (Iqbal vd., 2020). Bu çalışmada bulunan ve amino asit

değişimine sebep olan tek nükleotit polimorfizmlerinin protein fonksiyonuna

etkisinin belirlenmesi amacıyla yapılan analizde V19F ve K88N amino asit
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değişimlerinin protein fonksiyonunu olumsuz yönde etkileyebileceği

gösterilmiştir. Daha önce gerçekleştirilen çalışmalarda, farklı genlerdeki yanlış

anlamlı mutasyonların koyunlarda kuzu doğum oranıyla, sıcaklık stresiyle ve süt

özellikleriyle ilişkisi gösterilmiştir. Örneğin, HSPA8 genindeki T177P amino asit

değişiminin, İvesi ırkı koyunlarda sıcaklık stresine karşı düşük toleransla

ilişkilendiği (Al-Thuwaini vd., 2020), GDF9 genindeki V371M amino asit

değişiminin ise Norveç koyunlarında kuzulama oranını arttırdığı bildirilmiştir

(Våge vd., 2013). Yapılan başka bir çalışmada ise, koyunlarda TLR4 genindeki

N570K amino asit değişiminin süt miktarı, protein yüzdesi ve yağ yüzdesi gibi süt

özelliklerini arttırdığı ortaya konmuştur (Sallam, 2021). Buradan yola çıkarak, bu

çalışmada protein fonksiyonunu olumsuz etkileyebileceği belirlenmiş iki yanlış

anlamlı mutasyonun, CMAH protein işlevi ile doğrudan bağlantılı olarak Neu5Gc

miktarını etkileyebileceği ve Neu5Gc miktarı düşük bireylerin seçiminde

biyobelirteç olabileceği düşünülmüştür. Daha önceki çalışmalarda belirlenen

yanlış anlamlı mutasyon ve fenotip ilişkisine benzer olarak, V19F ve K88N yanlış

anlamlı mutasyonlarının, koyunlarda et ve süt kalitesi açısından belirleyici

olabileceği düşünülmektedir.

Gerçekleştirilen çalışmada alternatif ekleme sonucu oluşan 3 varyant

bulunmuştur. Alternatif ekleme, değişken şekilde eklenmiş mRNA'lar üretmek

için bir haberci RNA öncüsü (pre-mRNA) içindeki farklı ek yeri

kombinasyonlarının seçilmesi işlemidir. Bu çoklu mRNA'lar, dizilimleri ve

aktiviteleri bakımından farklılık gösteren ve yine de tek bir genden ortaya çıkan

proteinleri kodlayabilmektedir (Greenberg and Soreq, 2013). Çalışmada bulunan 3

farklı varyanttan biri (Varyant 2) referans varyant (Varyant 1) ile aynı nükleotid

uzunluğunda bulunurken, Varyant 3 ve 4 ekson atlanması nedeniyle daha kısa

uzunlukta ve erken stop kodonların oluştuğu varyantlar olarak tespit edilmiştir.

NCBI veritabanında gen haritalaması sonucu tahmin edilen koyun CMAH

genindeki farklı büyüklükteki varyantların (488 aa, 490 aa e 548 aa uzunluğunda)

varlığı, çalışmada farklı varyantların bulunmasını desteklemektedir (NCBI, Ovis

aries CMAH Transcripts). Yanı sıra, yine NCBI veritabanında gen haritalamasıyla

tahmin edilen varyantlardan birinin 121 amino asitten oluşan inaktif bir varyant

(XP_027814438.1) olması, çalışmada bulunan Varyant 3 ve 4’ün inaktif

varyantlar olduğunu desteklemektedir (NCBI, Ovis aries inactive CMAH). Koyun,
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keçi, domuz ve sığır gibi çiftlik hayvanlarından CMAH geni karakterizasyonu bir

tek domuzlarda gerçekleştirilmiş ve 577 amino asit uzunluğunda bir protein

kodladığı bildirilmiştir. (Butler vd., 2016; Fischer vd, 2020). Domuz ve koyun

Neu5Gc miktarı karşılaştırıldığında, domuzlarda koyunlara göre bir çok dokuda

daha fazla Neu5Gc sialik asidi bulunmasının (Jahan vd., 2021) sebebinin,

koyunlarda farklı varyant ekspresyonlarının fonksiyonel protein miktarını ve

buradan yola çıkarak Neu5Gc miktarını azaltması olabileceği düşünülmüştür.

mRNA molekülleri, hem mRNA'nın stabilitesini hem de translasyonun

hızını ve aslına uygunluğunu etkileyebilen, geniş ölçüde değişen stabiliteye sahip

ikincil yapı elemanları (saplar ve halkalar) oluştururlar (Faure vd., 2016). Kodon

kullanım eğiliminin, mRNA ikincil yapısında değişikliklere sebep olduğu, bu

nedenle translasyon uzama hızını etkilediği ve translasyon verimliliği ile

doğruluğunu düzenlediği bilinmektedir. Eş anlamlı mutasyonların daha önce

sessiz olduğu düşünülse de, çok sayıda kanıt kodon kullanımının gen ekspresyon

seviyelerini ve protein yapılarını belirlemede önemli roller oynayabileceğini

göstermiştir (Bali ve Bebok, 2015; Liu vd., 2021). Çalışmada, üç farklı primer

çifti kullanılarak sekanslanan CMAH mRNA dizilerinde toplamda 11 tek

nükleotit polimorfizmi bulunmuştur. Polimorfizmlerden 5 tanesinin amino asit

değişimine sebep olduğu, 6 tanesinin ise eş anlamlı mutasyona neden olduğu

belirlenmiştir. Polimorfizmlerin mRNA katlanmasına olan etkisini belirlemek

amacıyla gerçekleştirilen analizde, refererans varyantın mRNA katlanması ile

çalışmada tespit edilen polimorfizmleri içeren varyantlar arasında belirgin bir

katlanma farkı görülmüştür. Bu durum, polimorfizmlerin translasyonu etkilediği

tezinden yola çıkarak, farklı miktarda protein oluşabileceğini ve Neu5Gc sialik

asit miktarını etkileyebileceğini düşündürmüştür. Bu nedenle, çalışmada bulunan

ve Neu5Gc miktarıyla ilişkili olabileceği düşünülen polimorfizmleri içeren

Varyant 2’nin hem mRNA katlanmasındaki farklılıklar, hem kodon kullanım

oranı farklılıkları hem de protein fonksiyonuna etki eden polimorfizmleri içermesi

nedeniyle hayvan ıslahı için önemli olduğu düşünülmektedir.

Çalışmada gerçekleştirilen protein ikincil yapı analizinde referans varyant

ile Varyant 2 arasında alfa heliks oranında bir farklılık bulunmazken, beta

yaprakçık yüzdesinde az bir düşüş gözlemlenmiştir (sırasıyla %25.55 ve %25.38) .
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Beta yaprakçıklar, omurgalarındaki hidrojen bağlarının daha kuvvetli olması

nedeniyle alfa heliks yapılara gore daha kararlıdırlar (Henzler Wildman vd., 2002).

Varyant 2’deki beta yaprakçık yüzdesindeki düşüş, proteinin referans varyant

proteinine göre daha az kararlı olabileceğini ve bu durumun Neu5Gc miktarının

azalmasına sebep olabileceğini düşündürmüştür.



51

6. SONUÇ ve ÖNERİLER

Sonuç olarak, Türkiye’de yetiştiriciliği yapılan, et ve süt ürünleri tüketilen

Kıvırcık ve Karacabey Merinos koyun ırklarında ilk kez CMAH mRNA dizisi

sekanslanmış ve eksonlardaki polimorfizimler belirlenmiştir. Neu5Gc sialik asit

miktarıyla ilişkili olabilecek genotipler ilk kez bu çalışmada aday gösterilmiş ve

koyun CMAH geninin farklı mRNA varyantları olduğundan ilk defa

bahsedilmiştir. Neu5Gc miktarı düşük bireylerin genotipik olarak seçilmesinin

hayvan ıslah çalışmalarında et kalitesini artırmak için önemli bir parametre

olacağı ve insan sağlığı açısından Neu5Gc silaik asit miktarı düşük koyun et ve

süt ürünlerinin tüketilmesinin oldukça önemli olduğu vurgulanmıştır.

Bu veriler ışığında gelecekte yapılacak çalışmalarda, aday genotiplerin

Neu5Gc miktarıyla ilişkisinin belirlenmesi ve genotip-fenotip korelasyonunun

sağlanması amacıyla Neu5Gc miktar tayini yapılması, Türkiye’deki farklı koyun

ırklarında ve sığır, keçi gibi çiftlik hayvanlarında da benzer analizlerin

gerçekleştirilerek düşük Neu5Gc miktarı olan ırkların belirlenmesi ve alternatif

ekleme varyantlarının detaylı analizi için koyun CMAH mRNA’sının bütün

eksonları içerecek tek bir amplifikasyonla analiz edilmesi önerilmektedir.
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