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OZET

Laktasyondaki Ineklerde Siitte Bulunan Bazi miRNA’larin
Somatik Hiicre Sayisi ve Siit Kalitesi ile Iliskisi

Bu tez ¢aligmasinda, Kayseri iI’inde bulunan 6zel bir isletmeden orta laktasyon
doneminde olan Holstayn 1rki ineklerde siitteki temel kalite parametrelerinin (protein, laktoz,
yag, yagsiz kuru madde (YKM), pH, elektrik iletkenligi ve donma noktasi) yani sira miR-
27a-3p, miR-29B-2, miR-142-5p ve miR-148a’nin aktiviteleri somatik hiicre sayisina (SHS)
bagli olarak degisimleri ve bunlarin temel siit kalite parametreleri ile olan iligkileri
arastirilmistir.

Giincel ¢aligmalarda yaygin olarak kullanilan, kodlama yapmayan RNA molekiilleri
olan miRNA’lar siit verimi ve meme sagligi ile iliskilendirilmektedir. Bu ¢alismanin hayvan
materyalini olusturan siit 6rnekleri Kaliforniya Mastitis Test (CMT) ve SHS sonuglarina gore
gruplandirilmis ve 6rneklerle diisiik SHS (DSHS) ve yiiksek SHS (YSHS) olmak tizere iki
grup olusturulmustur. Gruplarda protein, laktoz, yag, YKM, pH ve donma noktasi
parametrelerinin benzer seviyelerde oldugu, elektrik iletkenliginin YSHS grubunda daha
yiiksek oldugu belirlenmistir (P<0.001). YSHS grubundaki 6érneklerde miR-27a-3p ve miR-
29B-2 seviyelerinin DSHS grubuna kiyasla yaklasik 3 kat fazla ifade edildigi tespit
edilmistir (P<0.05). Gruplardaki miR-142-5p ekspresyon seviyeleri benzer bulunurken,
miR-148a seviyelerinin YSHS grubunda DSHS grubuna kiyasla 6 kattan fazla upregiile
oldugu tespit edilmistir (P<0.05).Yapilan korelasyon analizlerinde miR-27a-3p ile miR-29B-
2 (1: 0.583; P<0.001), miR-148a (r: 0.629; P<0.001) ve elektrik iletkenligi (1:0.316; P<0.05)
parametreleri arasinda pozitif korelasyon tespit edilmistir. miR-29B-2 ve miR-148a (r:
0.605; P<0.001), SHS (r: 0.366; P<0.05), yag (r: 0.319; P<0.05) ve elektrik iletkenligi (r:
0.390; P<0.05) parametreleri arasinda pozitif korelasyon oldugu belirlenmistir. Ayrica miR-
142-5p’nin siit proteini ile negatif korele oldugu (r: -0.311; P<0.05), miR-148a ile SHS nin
ise pozitif korele oldugu tespit edilmistir (r: 0.441; P<0.01).

Yapilan bu ¢alismada, gruplar arasindaki kat degisimleri ve parametreler arasindaki
korelasyon bulgular1 ile miR-27a-3p, miR29B-2 ve miR148a’nin siit kalitesinin ve meme
sagliginin tespitinde biyobelirte¢ olabilme potansiyellerinin oldugu anlagilmistir. Bununla
birlikte miR-142-5p’nin SHS ve siit kalitesi ile iliskisinin daha iyi anlagilmasi i¢in SHS
araliginin daha genis tutulacag: yeni ¢aligmalara ihtiyac oldugu degerlendirilmistir.

Anahtar Kelimeler: Inek siitii, miRNA, Somatik hiicre sayis1, Siit kalitesi



ABSTRACT

Relationship of Some miRNAs in Milk with Somatic Cell Count and Milk Quality in
Lactating Cows

In this thesis, changes in basic milk quality parameters (protein, lactose, fat, fat-free
dry matter (FFDM), pH, electrical conductivity and freezing point) as well as activities of
miR-27a-3p, miR-29B-2, miR-142-5p and miR-148a depending on somatic cell count (SCC)
and their relationships with basic milk quality parameters were investigated in Holstein cows
in the mid-lactation period from a private farm in Kayseri Province.

miRNAs, which are non-coding RNA molecules, have been widely used in studies
and are associated with milk yield and udder health. Milk samples constituting the animal
material of the study were grouped according to the California Mastitis Test (CMT) and SCC
results, and two groups were formed from the samples as low SCC (LSCC) and high SCC
(HSCC). It was determined that protein, lactose, fat, FFDM, pH and freezing point
parameters were at similar levels in the groups, and electrical conductivity was higher in the
HSCC group (P<0.001). It was determined that miR-27a-3p and miR-29B-2 levels were
approximately 3 times more expressed in the samples from the HSCC group compared to
the LSCC group (P<0.05). It was determined that protein, lactose, fat, FFDM, pH and
freezing point parameters were at similar levels in the groups, and electrical conductivity
was higher in the HSCC group (P<0.001). It was found that miR-27a-3p and miR-29B-2
levels were expressed approximately 3-fold in the samples from the HSCC group compared
to the LSCC group (P<0.05). While miR-142-5p expression levels were similar in the
groups, miR-148a levels were found to be more than 6-fold upregulated in the HSCC group
compared to the LSCC group (P<0.05). In the correlation analyses, a positive correlation
was found between miR-27a-3p and miR-29B-2 (r: 0.583; P<0.001), miR-148a (r: 0629;
P<0.001) and electrical conductivity (r: 0.316; P<0.05) parameters. It was determined that
there was a positive correlation between miR-29B-2 and miR-148a (r: 0.605; P<0.001), SCC
(r: 0.366; P<0.05), fat (r: 0.319; P<0.05) and electrical conductivity (r: 0.390; P<0.05)
parameters. In addition, miR-142-5p was negatively correlated with milk protein (r: -0.311;
P<0.05), and miR-148a was positively correlated with SCC (r: 0.441; P<0.01).

In this study, fold changes between groups and correlation findings between
parameters showed that miR-27a-3p, miR29B-2 and miR148a have the potential to be
biomarkers in determining milk quality and udder health. However, it was evaluated that
new studies with a wider SCC range are needed to better understand the relationship between
miR-142-5p and SCC and milk quality.

Keywords: Cow's milk, miRNA, Somatic cell count, Milk quality
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1. GIRIS

Stirdiiriilebilir saglik, birgok faktorle birlikte dengeli ve yeterli beslenme ile
miimkiindiir. Diinya Gida ve Tarim Orgiitii (Food and Agriculture Organisation, FAO)
verilerine gore popiilasyonun 2050 yilinda 10 milyara ulasacagi ongdriilmektedir (FAO
2024). Artan niifusa bagli olarak bitkisel ve hayvansal gidalara olan talep her gecen giin
artmaktadir. insanlarda tiiketim bilincinin artmasi da kaliteli gida kaynaklarindan olan
hayvansal tiriinlere talebin artmasinda 6nemli bir diger faktor olarak 6n plana ¢ikmaktadir

(Komarek ve ark. 2021).

Hayvansal gidalarin icerigi ile insan sagligi arasindaki iliski tarimsal faaliyetlerin
tyilestirilmesini ve ¢iftlik hayvanlarindan elde edilen gidalarda verim ve kalite hedeflerinin
yiikselmesini saglamaktadir (Godber ve Wall 2014, Brito ve ark. 2021). Ciftlik hayvan
yetistiriciligi insan beslenmesinde onemli yer tutan et, siit, siit iiriinleri ve yumurta gibi

hayvansal tiriinlerin temininde ¢ok 6nemli bir yere sahiptir (Yakan ve ark. 2021).

Stit, memelilerde yavrunun gelisimi ve biiylimesinde icerigindeki temel
molekiillerden dolay1 vazgecilmez bir role sahiptir. Stirdiirtilebilir saglikli yasam i¢in gerekli
besin maddelerini igeriginde yeterli miktarda bulunduran siit, modern yasamda en g¢ok
tilkketilen besin maddelerindendir (Yakan ve ark. 2021). Ciftlik hayvanlarinda siit ve siit
tirtinleri biiyiik oranda s1g1r yetistiriciligi ile saglanmaktadir (Coban ve Tiizemen 2007, FAO

2024).

Ciftlik hayvanlarinda siit salgis1 kolostrum ile baslar ve 1k, yas, yetistiricilik
uygulamalar1 gibi faktorlere bagl olarak degisen siirelerde devam eder. Bu salgi temelde
hem yavrunun ihtiya¢ duydugu enerjinin saglanmasinda hem de yavru immiin sisteminin
gelisiminde onemlidir (Komarek ve ark. 2021). Laktasyonun devamiyla, iiretilen siitiin
kalitesi laktoz, protein ve yag gibi siit kompozisyonunu olusturan bazi parametrelerin yani
sira siitteki somatik hiicre sayis1 (SHS) ile iliskilidir. Sigirlarda siitte dogal olarak bulunan
somatik hiicreler, bliyiik oranda meme epitel hiicreleri ve 16kositlerden olusur (Wilm ve ark.
2021, Vitenberga-Verza ve ark. 2022). Sigir siitiinde bu hiicrelerin sayisindaki artig
inflamasyon ve enfeksiyonlarla iliskilendirilmekte ve yiiksek SHS’nin siit kalite kaybi ile

iligkili oldugu bilinmektedir (Yakan ve ark. 2021).


https://scholar.google.com/citations?user=RHflL0EAAAAJ&hl=tr&oi=sra

Meme dokusunun yangist mastitis olarak tanimlanmaktadir. Mastitis siit sigirlarinda
travmatik faktorler veya cesitli mikroorganizmalarin etkisiyle sik goriilen ve memede olusan
enfeksiyon durumudur (Abed ve ark. 2021). Mastitis, hayvan sagligini etkilemesinin yan1
sira siit veriminde azalma ve siit kalitesinde diismeye sebep olmaktadir. Bu durum
yetistiricilikte 6nemli ekonomik kayiplara sebep olmaktadir. Mastitisi klinik seyrine gore
klinik ve subklinik mastitis olmak {izere iki sinifta incelemek miimkiindiir. Klinik mastitis
meme dokusunda kizariklik, sislik ve fonksiyon kayb1 gibi inflamasyon ile iliskili belirtiler
gosterir. Bu belirtiler sayesinde klinik mastitis tespiti gorece kolaydir. Bununla birlikte
subklinik mastitis olgularinda klinik mastitis bulgularina rastlanmaz ve bu durum subklinik
mastitisin tespitini zorlastirir. Sigirlarda yapilan ¢caligmalar klinik belirti olmaksizin seyreden
subklinik mastitisin goriilme sikliginin klinik mastitise gére ¢ok daha fazla oldugunu ortaya

cikarmustir (Ebrahimi ve ark. 2018, Ozkan ve ark. 2024).

Sigirlarda mastitis durumunda siitteki SHS’yi olusturan hiicrelerden olan l16kositlerin
say1s1 artmakta buna bagli olarak toplam SHS artmaktadir. Bu durum SHS tespiti ile mastitis
teshisini kolaylastirmaktadir. Ulkelere gore degisiklik gostermekle birlikte genelde meme
dokusu bakimindan saglikli oldugu kabul edilen sigirlarda siitteki SHS nin 200.000 hiicre/ml
ve altinda olmasi1 gerektigi onerilmektedir (Anonim 2000, Ebrahimi ve ark. 2018, Stefanon
ve ark. 2023). Tirkiye’de ise izin verilen yasal smir 500.000 hiicre/ml siit olarak

belirtilmektedir (Bulca ve ark. 2016).

Siitte artan SHS ile subklinik mastitis arasinda iliski olabilecegi diisiiniilmektedir.
Ancak beslenme, mevsim, laktasyon donemi gibi faktdrler SHS nin subklinik mastitis teshisi
icin tek basina yeterli olmayacagimi gostermektedir (Aytekin ve ark. 2014). Ayrica siit

kalitesi ile SHS arasindaki iliski ile ilgili mevcut bilgi sinirhidir.

Molekiiler tekniklerin gelisimi ve bu tekniklerin hayvan yetistiriciligi ¢aligmalarinda
uygulanabilirligi, yetistiricilik alaninda molekiiler diizeyde ©nemli ilerlemeler
kaydedilmesini saglamistir. Fizyolojik ve patolojik degisikliklerin izlenebilmesinde
kullanilmak {izere biyobelirte¢ arayislart devam etmektedir. Son 30 yilda, proteinler, RNA
ve DNA gibi molekiillerin biyobelirte¢ olma potansiyeline yonelik ¢ok sayida onemli
arastirma gerceklestirilmistir (Ozkan ve Yakan 2017). Bununla birlikte bu molekiillerin
farkli genetik ve c¢evre kosullarinda gegerliliklerinin sinirli oldugu anlagilmistir. Giincel

arastirmalarda ise kisa kodlama yapmayan RNA molekiillerinden olan mikroRNA



(miRNA)’larin ¢esitli fizyolojik ve patolojik durumlarda biyobelirte¢ olma potansiyellerinin
oldugu kesfedilmistir (O’Brien ve ark. 2018, Do ve ark. 2021). Kisa kodlama yapmayan
RNA molekiillerinden olan miRNA'lar, diger RNA tiirlerine kiyasla olduk¢a dayanikli
yapilariyla dikkat cekmektedir. Bu dayaniklilik, miRNA'larin biyobelirtec olarak kullanilma
potansiyelini artirmaktadir. Glincel arastirmalar, miRNA'larin ¢esitli patolojik durumlarin
yant sira fizyolojik siireclerin teshis ve takibinde biyobelirte¢ olarak kullanilabilecegini
gostermektedir. Ozellikle enfeksiyonlar ve metabolik hastaliklar gibi bircok durumun yani
sira, miRNA'larin c¢esitli fizyolojik siireclerde de dnemli bir rol oynadig: bilimsel verilerle
desteklenmistir (O’Brien ve ark. 2018, Do ve ark. 2021). Ancak, ¢iftlik hayvanlarinda
miRNA'larla yapilan ¢alismalarin sinirli oldugu ve bu alanda daha kapsamli arastirmalara
ithtiya¢ duyuldugu goriilmektedir. Bu baglamda, miRNA'larin biyobelirte¢ olarak kullanimu,
hayvan saglig1 ve yetistiriciligi alaninda 6nemli bir potansiyel tagimaktadir. Bununla birlikte

ciftlik hayvanlarinda miRNA’larla ilgili yapilan ¢alismalar sinirhidir (Do ve ark. 2021).

Yapilan bu tez ¢alismasinda Holstayn irki ineklerden alinan siit 6rnekleriyle SHS ye
gore diisiik SHS’li (DSHS, 200.000 hiicre/ml alt1) ve yiikksek SHS’li (YSHS, 200.000
hiicre/ml tistil) olmak tlizere 2 grup olusturulmustur. Bu gruplarda siitteki Bta-miR-27a-3p,
Bta-miR-29B-2, Bta-miR-142-5p ve Bta-miR-148a isimli miRNA’larin ekspresyon
seviyeleri arastirllmigtir. Ayrica hedef miRNA’larin SHS ve temel bazi siit kalite
parametreleri (protein, laktoz, yag, yagsiz kuru madde (YKM), elektrik iletkenligi ve donma
noktasi) ile olan aralarindaki iligkiler de incelenmistir. Bu baglamda yapilan bu ¢alisma ile
meme saghgi ve siit kalitesinin tespitinde ve iyilestirilmesinde ilgili miRNA’larin

biyobelirte¢ olabilme potansiyelleri degerlendirilmistir.



2. GENEL BILGILER

Siit, memelilerde dogumu takiben meme bezinden salgilanan, protein, yag,
karbonhidrat, vitamin ve mineral gibi makro ve mikro besin maddeleri agisindan zengin,
beyaz renkte, kendine has tadi1 ve kokusu olan biyolojik bir sividir (Svennersten-Sjaunja ve
Olsson 2005). Kaliteli besin kaynaklarindan birisi olarak degerlendirilen siit, yavru i¢in
birincil ve besleyici besin kaynag1 gorevi gormektedir. Zira, yavrunun saglikli bir sekilde
biiyliylip gelismesi ve bagisiklik sisteminin olusmasi i¢in énemlidir (Fox 2008). Bununla
birlikte ¢iftlik hayvanlarindan elde edilen siit insan beslenmesi i¢in 6nemli bir hayvansal
tiriindiir. Temel besin maddelerinden olan siitiin kanser, obezite ve hipertansiyon gibi
hastaliklarin 6nlenmesinde de 6nemli rollere sahip oldugu bildirilmektedir (Li ve ark. 2022,

Ozkan ve ark. 2024).

Siitiin insan beslenmesi ve sagligindaki onemi, lretim ve kalite hedeflerinin
artmasina neden olmaktadir (Lin ve ark. 2021). Etkili yetistiricilik sistemleri ve gelisen
teknolojinin yetistiricilige entegrasyonu ile ¢iftlik hayvanlarinda siit verimi ile ilgili 6nemli
iyilestirmeler saglanmustir. Diinya Saglik Orgiitii tarafindan yayimlanan rapora gore toplam
stit diretimi 1988 yilinda yaklasik 530 milyon ton olarak kaydedilirken 2018 yilinda bu
miktarin yaklasik 850 milyon tona yiikseldigi belirlenmistir (FAO 2024). Ayni raporda 2030
yilina kadar diinyadaki yillik siit tretiminin yaklagik 1 milyon tona ulasacagi

ongoriilmektedir (FAO 2024).

Yetistiriciligi yapilan farkl: tiirlerde, siitlerin kompozisyonu temel olarak benzer olsa
da kompozisyon parametrelerinde tiire 6zgii 6nemli farkliliklar bulunabilmektedir (Coban
ve Tilizemen 2007, Foroutan ve ark. 2019). Tablo 2.1°de baz1 ¢iftlik hayvanlariin temel siit

kompozisyon parametrelerinin yaklasik oranlar1 sunulmustur (Park ve ark. 2007).


https://scholar.google.com/citations?user=6BIe_ekAAAAJ&hl=tr&oi=sra
https://scholar.google.com/citations?user=QQ3eEFUAAAAJ&hl=tr&oi=sra

Tablo 2.1. Kegi, Koyun, inek ve Manda Siitlerinin Baz1 Kalite Parametreleri

Tiir Yag (%) Yagsiz Kuru Madde (%) Laktoz (%) Protein (%)
Inek 3.60 9.00 4.70 3.20
Keci 3.80 8.90 4.10 3.40
Koyun 7.90 12.00 4.90 6.20
Manda 7.97 10.00 4.83 4.36

Diinya siit tiretiminin biyiik bir kismi (yaklagik %85°1) sigir yetistiriciligi ile
saglanmaktadir. Sigirlarda siit iiretimi memelerinin biiyiik ve siit depolama yeteneklerinin
gelismis olmasi, sagim kolayligi ve siit kompozisyon 6zellikleri gibi sebeplerle avantajlidir.
Bu durum yetistiricilikte siit sigir1 yetistiriciliginin 6n plana ¢ikmasina sebep olan
faktorlerdendir (Turan ve ark. 2017). Diinyada 2021 yilinda 270 milyondan fazla siit sigir1
ve 800°den fazla sigir irki1 bulundugu bilinmektedir (Brito ve ark. 2021). Sigirlarda 1rk
faktoriine bagli olarak verim Ozellikleri farklilik gostermektedir. Bununla birlikte
Tiirkiye’de, farkli ortamlara uyum yetenekleri ve yiiksek verim 6zelligi ile Holstayn 1rki
sigirlar daha c¢ok tercih edilmektedir (Sahin ve ark. 2022).

2.1. Sigirlarda Meme Yapisi ve Siit Olusum Mekanizmasi

Memelilerde tiir faktoriine bagl olarak siit kompozisyonunda oldugu gibi meme
dokusunda ve siit sentezinde yapisal farkliliklar bulunmaktadir. Sigirlarda fotal donemden
baslayan meme bezi gelisimi gebeligin 6. ayinda tamamlanir (Kul ve ark. 2006). Memenin
sekli ve boyutu 1rk, yas, laktasyon sayisi ve gebelik durumu gibi faktorlere bagli olarak
degisiklik gosterir. Sigirlarda meme bezleri viicudun inguinal bolgesinde arka bacaklar

arasinda, yavrunun kolayca erisebilecegi bir noktada yer almaktadir (Bastan 2022).

Meme bezi sigirlarda birbirinden bir membran ile sag ve sol olmak {izere iki yarima
ayrilan ve her bir yarimda iki lob olmak iizere toplamda dort loptan olugan bir salg1 organidir
(Bastan 2002). Meme bezi kompleks bir yapida olup normal bir sigirin her bir meme lobu
birer meme ucu, meme ucu kanali, meme basi boslugu, meme i¢i boslugu, biiyiik siit kanali,
meme sarnici ile alveollerden olusmaktadir. Siit sentezi meme bezinde alveol denilen siit

hiicrelerinde gerceklesir (Lu ve ark. 2014) (Sekil 2.1).



Biiyiik siit kanah
Meme i¢i boslugu

Meme basi boslugu v
Meme ucu

Meme ucu kanah

Lob —

ALVEOL
(Siit kesecigi)

Sekil 2.1.1. Ineklerde Meme Yapist

Meme yapisinda hayvanin yas1 ve genetik yapisi ile laktasyon donemi ve laktasyon
sayist gibi faktorlere bagl olarak degisiklikler gozlense de arka meme loblari 6n meme
loblarindan biiylik olup siit sentezinin %60’1 memenin arka loblarinda, %40°1 ise 6n

loblarinda gergeklesir (Weiss ve ark. 2004).

Sigirlarda siit salgisinin baslamasi icin gebeligin sekillenmesi gerekir. Siit salgisi
gebeligin son doneminde meme bezinin gelisimi ve kolostrum sentezi (kolostrogenez) ile
baglar. Gebelik ve laktasyon doneminde ineklerde siit sekresyonunun diizenlenmesi ve
meme bezi gelisiminde gorevli Ostrojen, progesteron, prolaktin, biliylime hormonu,
glukokortikoidler, tiroit hormonlar1 ve insiilin hormonu gibi ¢esitli hormonlar gérev alir

(Svennersten-Sjaunja ve Olsson 2005).



Laktasyon, memelilerin siit iretimini ve siitiin salgilanma siirecini kapsayan
donemdir. Laktasyon genetik ve ¢evre faktorlerine bagli olarak degisen siirelerde devam
eder. Sigirlarda laktasyon donemi yaklasik 305 giin stirmektedir. Bu donemin ardindan

genelde 2 ay siiren kuru donem uygulanir (Svennersten-Sjaunja ve Olsson 2005).

Memelilerde siit iiretimi i¢in su, mineral ve vitamin bilesenleri kan dolagimindan
yardime1 bir tasiyiciya ihtiyag duymadan gecebilirken; protein, yag ve laktoz bilesenleri

yardimc1 tasiyicilar araciligiyla kan dolasimindan gegerek ve salgi hiicrelerinde iiretilerek

olusur (Lu ve ark. 2014).

2.2. Temel Siit Kalite Parametreleri

Besin degeri agisindan biiyiikk 6neme sahip olan siitiin yag, protein, laktoz gibi
kompozisyonunu olusturan parametrelerle SHS, elektrik iletkenligi ve pH gibi parametreler
temel siit kalite parametreleri olarak degerlendirilmektedir (Ozek 2015). Siit kalitesi yas ve
itk gibi hayvana bagl bireysel faktorlere ek olarak beslenme gibi ¢evresel faktorlerden de
etkilenir. Ticari olarak tiiketime sunulan siitiin kompozisyonu siit ve siit lirlinlerinin kalitesini

etkileyecegi icin fiyatlandiriimayi etkiler (Ozel ve ark 2008, Yakan ve ark. 2021).

Siitiin yaklasik %87’si su olmakla birlikte siitte bulunan protein, yag, yagsiz kuru
madde (YKM), laktoz gibi parametreler siit kalitesinin degerlendirilmesinde biiyiik oranda
sorumlu 6nemli parametrelerdir. Bununla birlikte siitte dogal olarak bulunan ve epitel
hiicrelerin yani sira bagisiklik ile iligkili hiicrelerden olusan SHS igerigine baglh olarak
sekillenen pH, donma noktas1 ve elektrik iletkenligi gibi parametreler de siit kalitesinin

degerlendirilmesinde 6nemli rol oynamaktadir (Schukken ve ark. 2003, Bueno ve ark. 2005).

2.2.1. Siit Proteini

Siit kalitesinin degerlendirilmesinde en 6nemli parametrelerden biri olan siit proteini,
yavru saglig1 ve gelisiminin yani sira insan beslenmesinde siitli degerli kilan kompozisyonel
bir parametredir. Siit proteini siitlin kalitesinin 6l¢iilmesinde ve siitiin ekonomik degerinin
belirlenmesinde onemlidir. Siit icerigindeki protein oram tlirler ve irklar arasinda énemli

farkliliklar gosterir (Tremblay ve Gilbert 2009).


https://scholar.google.com/citations?user=ipYniG4AAAAJ&hl=tr&oi=sra

Siitiin ana proteinlerini kazein ve peynir alti suyu proteini olusturmaktadir. inek
stittinde bulunan proteinin %80’lik bolimiinii yogurt ve peynir yapimi i¢in biiylik neme
sahip olan kazein proteinleri olusturur (Ozek 2015). Sadece siitte bulunan ve siitiin beyaz
renginin olusumundan sorumlu olan kazein proteininin alfa-kazein, beta- kazein, gama-
kazein ve kappa-kazein dahil 4 ana cesidi bulunmaktadir (Kazimierska ve Kalinowska-Lis
2021). Siitlin kazein fraksiyonu kalsiyum ve fosfor gibi minerallerin tasinmasi ve baglanmasi
gibi 6nemli rollere sahipken, peynir alti suyu fraksiyonu da immiinoglobulinler, [-
laktoglobulin, a-laktoalbiimin gibi antimikrobiyal ajanlar icermesi ile insan sagligi icin
onemli rollere sahiptir (Giir ve ark. 2010). Ayrica, sigir siitiindeki protein kompozisyonu
insanlarin ihtiya¢ duydugu histidin, izol6sin, 16sin, lizin, metiyonin, fenilalanin, treonin,
triptofan ve valin amino asitlerinin tamamini icermesi ile yiiksek kaliteli olarak kabul

edilmektedir (Davoodi ve ark. 2016).

Inek siitii, icerigindeki proteinlerin besin degeri ve tibbi dzellikleri sayesinde insan
saghiginda 6nemli rol oynamaktadir (Ozek 2015). Insanlarda gesitli hastaliklarin gériilme
sikliklarinin azaltilmasinda ve 6nlemesinde siitiin terapotik etkileri ile ilgili potansiyelleri
tizerine yogunlasilmistir (Gir ve ark. 2010, Davoodi ve ark. 2016). Siit kalitesinin
olusumunda siit proteini kompozisyonunun miRNA ’larla iliskili oldugu giincel ¢alismalarda

bildirilmektedir (Dingel ve ark. 2018; Ozkan ve ark. 2024).

2.2.2. Siit Yag

Yaglar organizmada enerji kaynagi olmalarmin yani sira hiicre zarmin yapisina
katilmak gibi biyolojik fonksiyonlar1 olan ve eter, kloroform ve benzen gibi organik
coziiciilerde ¢oziinen organik bilesiklerdir (Temiz 2003). Siit proteini gibi siit yag1 da siit
kalitesinin olusumunda 6nemli role sahiptir. Sigir siitiinde bulunan yaglar, 2-4 um capinda
emiilsifiye edilmis globiiller halinde bulunur (MacGibbon ve ark. 2006). Siit yaginin sentezi
birgok faktor tarafindan diizenlenir ve siitte bulunan yag asitlerinin yaklagik yaris1 meme
bezinden sentezlenirken diger yarist dogrudan kan dolasimindan koken alir (Van Arendonk
ve ark. 2010, Igbal ve ark. 2022). Siit yag bilesiminde trigliseritler, diagilgliseroller,
fosfolipitler, steroidler ve serbest yag asitleri yer almaktadir (Lu ve ark. 2016). Siit sahip
oldugu kisa, orta ve uzun yag asidi zincirleri, 400 farkli yag asidi ¢esidi, yagda ¢oziinen

vitamin ve biyoaktif lipidlerin varlig1 ile karmagsik ve 6nemli bir enerji kaynagidir. Siit yagi



ve yag asidi kompozisyonu siitlin kalitesinin olusumunda 6nemli bir faktdrdiir (Temiz 2003,

Lu ve ark. 2016).

2.2.3. Laktoz

Laktoz, glikoz ve galaktozun glikozidik bag ile birlesmesi sonucu olusan ve siit sekeri
olarak bilinen disakkarit yapida bir karbonhidrattir (Antanaitis ve ark. 2021). Laktoz dogada
sadece siitte bulunur ve sig81r siitli laktoz bakimindan zengindir (Costa ve ark. 2019). Siitte
bulunan laktoz, enerji kaynagi olarak 6nemli fonksiyonlara sahip olup siit kalitesi hakkinda

bilgi veren 6nemli parametrelerden biridir (Costa ve ark. 2019, Foroutan ve ark. 2019).

Siitte bulunan laktozun ana bileseni kan glikozudur. Meme epitel hiicrelerinde kan
glikozundan sentezlenen laktozun siitteki orami ineklerde genellikle %4,70 civarinda
olmakla birlikte bu oran %4,10-4,80 arasindadir. Ayrica, siitteki laktoz orani laktasyon
donemlerine gore degisiklik gosterebilir (Costa ve ark. 2019). Meme saglig: siitiin laktoz
sentezi ve konsantrasyonunda onemli bir faktordiir. Yapilan bazi ¢aligmalarda laktozun siit
icerigindeki bakteri sayisi ile iligkili oldugu ve SHS’nin yiiksek oldugu siitlerde laktoz
bileseninde azalma goriildiigii bildirilmistir (Alessio ve ark. 2021, Yalgin ve Cakmak 2022).

2.2.4. pH Degeri

pH degeri hidrojen iyonlarinin konsantrasyonu ile siit asitliginin gostergesidir. Siit
teknolojisinde siitiin pH degeri biiylik 6nem tasir. Siit kalitesi ile yakindan iligkili olan pH
degeri meme saglig1 hakkinda da fikir veren bir parametredir. Siit pH’sindaki degisikligin
tespit edilmesi ile meme dokusunda sekillenebilecek enfeksiyon hakkinda fikir sahibi
olunabilecegi bildirilmektedir (Diiz ve ark. 2021). Zira, mikrobiyal etkinlikler sonucunda
laktik asit tretilir. Siitiin icerigindeki laktik asit miktarinin fazla olmasi ile siitiin asitlik
Ozelligi artar ve pH diiser. Siit pH’sindaki diisiis ise siit kalitesinin bozulmasina yol acar
(Milci ve Yaygin 2004). Cok yiiksek bir pH degeri siitle ilgili sorunlara isaret edebildigi gibi
diisiik pH degerleri de enfeksiyon belirtisi olabilir. Siitiin pH degeri tiirler arasinda yiiksek
bir farklilik géstermemekle birlikte inek siitliniin pH degeri 6,60-6,80 araligindadir (Coskun
ve Caglar 2013).



2.2.5. Elektrik letkenligi

Siit igerigindeki mineral maddelerden dolayi iletken bir maddedir. Siitiin bu 6zelligi
kalitesinin degerlendirilmesinde kullanilmaktadir. Siitiin yapisinda bulunan iyonlara bagh
sekillenen elektrik iletkenligi siitii olusturan kompozisyonel parametreler ve ¢evre sartlarina
bagli olarak degisiklik gosterebilmektedir (Milci ve Yaygin 2004). Siitlin elektrik iletkenligi,
tek bagina yeterli olmamakla birlikte ¢iftlik hayvanlarinda meme bezi enfeksiyonu gibi siit
kompozisyonu ve kalitesini etkileyen hastaliklarin teshisi i¢in kullanilan ekonomik ve kolay
parametrelerden biri olarak degerlendirilmektedir (Atasever ve Erdem 2008, Yakan ve ark.
2021). Meme dokusunda sekillenebilecek bir enfeksiyon siitiin igeriginde bulunan
magnezyum, kalsiyum ve sodyum gibi iyonlarin miktarlarinin degigsmesine neden
olmaktadir. Bu durumda siitteki elektrik iletkenligi artabilmektedir. Ayrica enfeksiyona bagl
artabilecek SHS ile elektrik iletkenliginin de iligkili oldugu bildirilmektedir (Yakan ve ark.
2021).

2.2.6. Donma Noktasi

Siitiin kimyasal kompozisyonu donma noktasin1 belirlemektedir. Azotlu bilesikler,
laktoz, suda eriyen vitaminler ve minerallerden olusan yagsiz kuru madde gibi parametrelere
bagli olarak siitiin donma noktas1 degisiklik gosterebilmektedir. Ayrica, bu parametre siite su
katilip katilmadigimmin anlasilmasinda da 6nemlidir (McCarthy ve Singh 2009). Suda
¢Oziinen madde miktar1 ile donma noktasi ters orantilidir. Siite su katilmasi ile siitteki
¢ozlinen madde miktar1 azalir ve bu duruma bagl olarak donma noktasinda artig goriiliir (Ilie
ve ark. 2010). Laktasyon donemi, mevsim, beslenme, su tiiketimi, meme saglig1r gibi
faktorler siitiin donma noktasini etkileyebilmektedir. Bununla birlikte sigir siitiiniin donma
noktasi -0,522 ile -0,540 °C arasindadir (Henno ve ark. 2008, Zagorska ve Ciprovica 2013,
Pesce ve ark. 2016).
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2.2.7. Somatik Hiicre Sayisi

Somatik hiicreler siitte dogal olarak bulunan hiicrelerdir. Bu hiicreler epitel hiicrelerin
yani sira 16kosit, makrofaj ve notrofil gibi bagisiklik ile iliskili hiicrelerden olusur. Sigirlarda
stitteki SHS meme fizyolojisi ve sagligi hakkinda fikir veren dolayisiyla siit kalitesi ile
iligkilendirilen en 6nemli parametrelerden biridir. Siitteki SHS inegin saglik durumu, rasyon
icerigi ve laktasyon dénemi gibi cesitli faktorlerden etkilenebilmektedir. Ineklerde laktasyon
doneminde meme basinda olusan agilmalar meme dokusunu enfeksiyonlara karsi daha
duyarli hale getirmektedir (Antanaitis ve ark. 2021). Meme dokusunun mikroorganizmalarla
enfekte olmasi sonucu ikincil bir savunma hatti olan dolagimda bulunan lokositlerin
sayisinda artig goriiliir. Bu durumda artan SHS nin ¢esitli yontemlerle siitteki seviyelerinin
belirlenmesi sayesinde meme sagligi hakkinda fikir sahibi olunabilmektedir (Mundan ve ark.

2015).

Yetistiricilikte 1yi yonetim kosullar1 SHS’nin belirli smirlar arasinda olmasim
saglamaktadir. Ancak gelismis ve gelismekte olan iilkelerde inek siitiindeki SHS’nin
degerlendirilmesinde belirlenen esik degerler farklilik gostermektedir. Avrupa iilkelerinde
SHS’nin siitte 200.000 hiicre/ml tlizerinde olmasi hastalik belirtisi olarak kabul edilirken,
Avustralya’da bu degerin 250.000 hiicre/ml, Tiirkiye’de ise 500.000 hiicre/ml {izerinde
olmast durumunda meme dokusunun saglikli olmadig1 kabul edilmektedir (Anonim 2000,

Kiyicr ve ark. 2016, Ebrahimi ve ark. 2018).

Meme dokusunda meydana gelen enfeksiyon mastitis olarak tanimlanmaktadir.
Mastitis fiziksel travmalar, patojen mikroorganizmalar ve diger faktorlere bagli olarak
sekillenen, ekonomik kayiplarla karakterize dnemli bir saglik sorunudur. Sigirlarda mastitise
siklikla Streptococcus uberis, Staphylococcus aureus ve Escherichia coli gibi patojenlerin
sebep oldugu bilinmekle birlikte yaklasik 140 farkli mikroorganizmanin mastitise neden
olabilecegi bildirilmektedir (Balemi ve ark. 2021). Siit si8ir1 yetistiriciliginde daha sik
rastlanan mastitis klinik seyrine gore klinik ve subklinik mastitis olmak iizere iki baslikta
incelenmektedir (Cobirka ve ark. 2020). Klinik mastitis meme dokusunda kizariklik, sislik,
agri, ates, hassasiyet, istahsizlik, inflamasyon belirtileri ile karakterizedir. Bu mastitis
formunda siitte de renk ve kivam degisiklikleri sekillenmekte ve kalite kayb1 olusmaktadir

(Ebrahimi ve ark. 2018). Klinik mastitis, belirtilerine bagli olarak kolayca tespit edilebilirken
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subklinik mastitis klinik mastitisteki belirtileri gostermeyecegi i¢in teshis edilmesi zor bir

mastitis formudur (Ebrahimi ve ark. 2018, Ozkan ve ark. 2024).

Subklinik mastitisin goriilme sikliginin siiriilerde  %50’ye ulastigi ve klinik
mastitisten daha sik goriildiigii bilinmektedir (Ozkan ve ark. 2024). Klinik belirti
gostermediginden teshis edilmesi daha zordur. Subklinik mastitiste taninin konulamamasi
ya da ge¢ konulmasi ile hastalik siirli igerisinde hizla yayilabilmektedir. Bu durum siirii
sagliginin da bozulmasiyla siit verimlerinde azalma ve siit kalitesinde bozulmayla énemli

ekonomik kayiplara sebep olmaktadir (Thomas ve ark. 2018).

Meme sagliginin degerlendirilmesinde siitteki SHS 6nemli bir parametredir. SHS ye
bagli olarak reaksiyon veren California mastitis test (CMT) uygulamasi da sigir
yetistiriciliginde meme sagliginin takibi i¢in yaygin olarak kullanilmaktadir. CMT prensip
olarak siitteki somatik hiicre sayisina bagli reaksiyon veren bir test yontemidir. Siitte yapilan
bu test ile meme saglig1 hakkinda belirli oranlarda fikir sahibi olunabilmektedir (Wang ve

ark. 2020).

California mastitis test, dort bolmeli bir kapta CMT kit iceriginde sunulan 6zel bir
soliisyondan yararlanilarak uygulanir. CMT kitinde bulunan soliisyon somatik hiicre sayis1
ile orantili olarak yapilacak testte pihtilasan yogun kivamli jel olusumuna yol agar. Prensip
olarak dort farkli meme lobundan alinan siitlerin eklendigi CMT kabina kit igeriginde
bulunan soliisyon eklenerek karisimin kivami degerlendirilir. Karigimin su gibi akigskan bir
yapida olmasi test sonucunun negatif oldugunu gdsterir. Bu durumda siitiin alindig1 meme
dokusu saglikli kabul edilir. Siit ve CMT soliisyonu karigtminin jel kivamini almasi test
sonucunun pozitif oldugunu ve siitteki 16kosit miktarinin fazla oldugunu diisiindiiriir. Bu test
ile meme dokusunda inflamasyon olgular1 degerlendirilebilir (Ashraf ve Imran, 2018).
Yontem az maliyetli ve hizli sonug¢ veren bir yontem olarak meme sagliginin tespiti icin
kullanilan en yaygin yontemlerden biri olsa da test sonucu kalitatif ve subjektiftir (Wang ve

ark. 2020).

Normal fizyolojik sartlarda diisiik seviyelerde olan SHS, l6kositlerdeki artiga bagh
olarak artmaktadir. Meme sagliginin durumu SHS’nin dogrudan o6l¢imii ve CMT ile
incelenebilmektedir. Ancak subklinik mastitiste SHS 6l¢timii ile CMT uygulamasi dogru

teshis oranini siirlandirabilmektedir (Abed ve ark. 2021). Her ne kadar mikrobiyolojik
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analiz altin standart olarak degerlendirilse de gilincel arastirmalarda 6zellikle molekiiler

biyobelirteg arayislari 6n plana ¢ikmustir (Ozkan ve ark. 2024).

Insan saglhigi ile ilgili yapilan biyoteknolojik arastirmalar ve kesiflerde DNA, RNA
ve protein gibi molekiiller fizyolojik ve patolojik degisikliklerin tespitinde arastirma hedefi
olmustur. Molekiiler ¢aligmalarin hayvan yetistiriciligi ile ilgili ¢alismalara entegrasyonu
sayesinde ciftlik hayvanlarinda verim, kalite ve saglik ile iliskili biyobelirte¢ arayislar1 hiz
kazanmustir. Onceleri kan gruplari, DNA, mRNA ve farkli proteinler potansiyel biyobelirteg
olarak degerlendirilse de verim, kalite ve hastalik ile iligkili bu molekiillerin biyobelirteg
olarak kullaniminda basar1 oranlar sinirli olmustur. Hayvan tiirlerinde kan gruplarinin ¢ok
sayida olmasi, birden fazla ozellikle iligkilendirilememeleri, DNA diizeyindeki
biyobelirteglerin farkli popiilasyon ve ¢evre sartlarinda gecerli olmamalari, mRNA’larin ise
uygulanabilirlik ve tekrarlanabilirliklerindeki zorluklar ve proteinlerin kompleks yapilari

gibi siirlayici faktdrleri bulunmaktadir (Ozkan ve Yakan 2018, Antanaitis ve ark. 2021).

Kodlama yapmayan RNA’lar sinifinda kategorize edilen miRNA’lar 18-24 niikleotid
uzunlugunda ve tiirler arasinda yiiksek oranda korunan RNA molekiilleridir. Bu molekiiller
viicut sivilarinda yiiksek oranda stabilite gosterebilme, hiicreler arasi iletisimde rol
oynayabilme, hiicre dig1 ortama aktif salinabilme 6zellikleri gosterir. Hastalik, enfeksiyon
gibi anormal durumlarda ya da degisen fizyolojik durumlarda farkli seviyelerde eksprese
olabilmeleri ile birgok fizyolojik ve patolojik durumun degerlendirilmesinde potansiyel
biyobelirteg 6zelligi tasimaktadir. Gelisen molekiiler biyoloji teknolojisi ile miRNA’larla
ilgili ¢aligmalarin yapilabilmesi goérece daha kolay hale gelmistir. Bu 6zellikler farkl
biyolojik fonksiyonlarin anlagilmasi ve diizenlenmesinde miRNA’lar1 potansiyel

biyobelirtegler yapmaktadir (O’Brien ve ark. 2018, Do ve ark. 2021).

2.3. MikroRNA: Biyogenezi ve Biyobelirte¢ Potansiyeli

MikroRNA’lar ilk olarak 1993 yilinda bir nematod olan Caenorhabditis elegans (C.
elegans) iizerinde yapilan ¢alismalar ile tammlanmustir (Lee ve ark 1993). Ilgili ¢alismada
C. elegans’ta lin-4 olarak isimlendirilen 22 niikleotid uzunlugundaki bir genin protein
kodlamadigi ve lin-14 isimli mRNA’ya baglanarak bu mRNA’nin ifadesinin azalmasini
sagladig tespit edilmistir. Yapilan ¢alismalar miRNA’larin endojen genlerden transkripte

oldugunu ve yaklasik 18-24 niikleotid uzunluklarinda olduklarini ortaya ¢ikarmaistir.
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Bu RNA’lar tiirler arasinda yliksek oranda korunmus molekiiller olup kodlamayan
RNA’lar sinifinda kategorize edilmektedir (Lee ve ark. 1993, Do ve ark. 2021). Homeostazi
ile iliskili hiicre farklilagsmasi, apoptoz, otofaji ve ferroptoz gibi bir¢ok hiicresel siiregte
gorev alan miRNA’lar gen ifadesini, mRNA'larin 3' UTR (3' Untranslated Region) bdlgesine
baglanarak diizenlemektedir. Bu bolge ile ilgili miRNA’nin eslesmesi sonucunda hedef

genin ifadesinde baskilanma sekillenmektedir (Kok ve ark. 2018).

Belirli kurallar cercevesinde isimlendirilen miRNA’lar ait olduklar tiiriin ilk {i¢
harfini 6n ek seklinde alarak isimlendirilirler. Olgun ve 6ncti miRNA’larin da ayirt edici bir
isimlendirme kurali bulunmaktadir. Oncii miRNA’lar “mir” seklinde isimlendirilirken
(Ornegin mir-183), olgun miRNA’lar “miR” seklinde isimlendirilir (Ornegin miR-183).
Ayrica, ayni ailenin farkli iiyelerinin birbirinden ayirt edilebilmesi i¢in miRNA’lar miR-
XXX-a ve miR-XXX-b seklinde sonda bir harf kullanilarak isimlendirilirler. Bununla
birlikte miRNA’lar koken aldiklar uclara gore de isimlendirilmektedir. Bir miRNA 5’ ugtan
koken aliyor ise miR-XXX-5p olarak isimlendirilirken, 3’ ugtan olusan miRNA’lar miR-

XXX-3p olarak isimlendirilir (Ambros ve ark. 2003).

Gen ifadesinin diizenleyicileri olarak gorev yapan miRNA’larin sentezi ¢ekirdek
icerisinde ve sitoplazmada olmak {iizere iki asamada gergeklesir. Cekirdekte Drosha (RNaz
III enzimi) ve sitoplazmada Dicer isimli enzimler miRNA Onciilerinin parcalanmasinda
gorev alan enzimlerdir. miRNA'larin sentezinin birinci agamasi ¢ekirdek igerisinde RNA
polimeraz II araciligryla DNA’nin transkripsiyonu ile baglar. DNA’nin transkripsiyonu

sonucu sag tokasi yapisinda ve olgun miRNA dizisini iceren uzun onciil pri-miRNA olusur.

Olusan pri-miRNA c¢ekirdek igerisinde Drosha ve onun kofaktorii olan DiGeorge
kritik sendrom bolgesi 8 (DGCRS8) (Pasha)’in olusturdugu kompleks tarafindan kesilerek
60-70 niikleotid uzunlugunda pre-miRNA (prekiirsor miRNA) haline doniisiir. Pre-miRNA,
Exportin-5 adli tagiyict bir protein ile ¢ekirdekten sitoplazmaya taginir. miRNA sentezinin
ikinci asamasinda sitoplazmaya tasinan pre-miRNA’lar riboniikleaz enzimi olan Dicer
tarafindan yaklasik 22 niikleotid uzunlugunda kisa ¢ift iplikli dupleks miRNA’lara kesilir.
Olusan dupleks miRNA’lar olgun miRNA dizilerine doniistiiriilmek iizere RNA indiiklenmis
susturma kompleksinde (RISC) Argonaute (Argonat)’a yiiklenerek matiir (olgun) formuna
dontisiir (Kok ve ark. 2018, Do ve ark. 2021) (Sekil 2.3.1).
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Sekil 2.3.1. MikroRNA Biyogenezi

miRNA’lar bir¢ok doku ve organda bulunur. Ayrica Argonat proteinlerine baglanarak
yiiksek yogunluklu lipoprotein parcaciklari, eksozomlar ve mikro partikiiller tarafindan
kapsiillenebiliyor olmasi ile miRNA’lar ekstraseliiler ortamda bozulmadan ve kararli sekilde
bulunabilmektedir. Bu durum miRNA’larin kan, idrar ve siit gibi nispeten kolay erisilebilir
biyolojik sivilarda ¢esitli fizyolojik ve patolojik durumlarin tespitinde biyobelirteg olarak
kullanim potansiyellerini artirmaktadir (Kok ve ark. 2018, Do ve ark. 2021).

Kan, tiikiiriik, idrar gibi gesitli viicut sivilarinda bulundugu bilinen miRNA’larin
siitte de bulundugu bilinmektedir (Do ve ark. 2021).Siitte bulunan miRNA’larin asidik
ortamlara, RNaz sindirimine, sicakliga ve ¢oklu donma/¢6ziinme dongiilerine kars1 direngli
ve kararli oldugu bildirilmektedir (Lai ve ark. 2017). Siitte bulunan miRNA’larin kararli ve
direngli yapilart subklinik meme enfeksiyonlarinin teshisinde de biyobelirteg olma
potansiyellerinin  oldugunu ve siit kalitesinin tespitinde  kullanilabileceklerini

diistindiirmektedir (Cai ve ark. 2018).

Yaygin ve giivenilir olarak kullanilan miRBase veri taban1 verilerine gore sigirlarda
tanimlanmis olan olgun miRNA sayisinin 1000’in iizerinde oldugu bilinmektedir (miRBase
2024). Yapilan bu tez ¢alismasinda gerek sigir gerekse diger memelilerde calisilan ve siit
kalitesi ile meme fizyolojisi tlizerinde etkili olabilecegi degerlendirilen miR-27a-3p, miR-

29B-2, miR-142-5p ve miR-148a isimli miRNA’larin siitteki SHS’ye gore ekspresyon
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seviyeleri arastirilmistir. Ayrica bu miRNA’larin SHS ve bazi siit kalite parametreleri ile olan

iliskileri incelenmistir. Tlgili miRNA’lar hakkinda literatiir bilgi asagida sunulmustur.

2.3.1. miR-27a-3p

Bircok tiir arasinda yiiksek oranda korunan ve miR-27 gen ailesinin tiyelerinden olan
miR-27a-3p karbonhidrat, yag ve protein sentezi ile iligkili birgok yolagin diizenlenmesinde
rol almaktadir (Luo ve ark. 2020). Ayrica 20 bazdan olusan bu miRNA’nin farkli hiicre
tiplerinde inflamasyon, apoptoz ve hiicre proliferasyonu gibi yolaklarda da gorevli oldugu
tespit edilmistir (Miretti ve ark. 2013, Luo ve ark. 2020). Yapilan arastirmalar 6nemli birgok
yolakta gorev alan miR-27a-3p’nin osteojenik genlerin ekspresyon seviyelerine olan
etkileriyle osteoporoz tedavisinde rol oynayabilecegini gostermektedir (Fu ve ark. 2019, Ren
ve ark. 2021). Yapilan bir calismada sigir meme epitel hiicrelerinde miR-27a-3p’nin
peroxisome proliferator-activated receptor gamma (PPARG) gibi genlerin aktivitelerini
etkileyerek triagilgliserol sentezi {iizerinden lipid metabolizmasinda diizenleyici rol
oynadigin gdstermistir (Wang ve ark. 2021). Ineklerde yapilan ¢alismalar PPARG nin yani
sira carnitine palmitoyltransferase 1B (CPT1B) ve retinoid x receptor alpha (RXRa) gibi
genlerin de miR-27a-3p’nin hedef genleri oldugunu ve bu genler iizerinden enerji
metabolizmasini kontrol ettigini gostermistir (Lin ve ark. 2013, Li ve ark. 2022). Yapilan bu
calismada miR-27a-3p’nin SHS’ye gore olusturulan gruplarda ekspresyon seviyelerinin
belirlenmesi ve bu miRNA’nin siit kalite parametreleri ile olan iliskilerinin incelenmesi

amaclanmustir.

2.3.2. miR-29B-2

miR-29 ailesinin (miR-29a, miR-29B-1, miR-29B-2 ve miR-29c¢) bir iiyesi olan miR-
29B-2 hiicre igerisinde daha c¢ok cekirdekte lokalize olan ve 22 bazdan olusan bir
miRNA’dir. Bu ailenin iiyeleri apoptoz, metastaz, hiicre dongiisii, hiicre yaslanmasi, hiicre
farklilagsmas1 ve hiicre ¢ogalmasi gibi bir¢cok hiicresel siirecte onemli diizenleyici roller
tistlenmektedir (Horita ve ark. 2021). Sigirlarda yapilan bazi ¢aligmalarda iireme ile ilgili
stireclerde gorev aldig1 tespit edilen miR-29B-2’nin sigirlarda siitte ve kolostrumda da ifade

edildigi bildirilmektedir (Xu ve ark. 2018, Melnik ve Schmitz 2017). Sigirlarda mastitis

16


https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Melnik+BC&cauthor_id=28933365
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Schmitz+G&cauthor_id=28933365

teshisinde miRNA’larin potansiyel rollerinin arastirildigi bir ¢aligmada miR-29B-2 nin siitte
meydana gelen enfeksiyonun belirlenmesinde biyobelirteg olma potansiyeli tasidigini
bildirmektedir (Srikok ve ark. 2020). Tiirler arasinda yiiksek homoloji gdsteren bu
miRNA’nin sigirlarda yapilan baska bir caligmada siit verimini etkileyebilecek yolaklarin
diizenlenmesinde de rol aldig1 bildirilmektedir. (Bian ve ark. 2015). miR-29B-2"nin gérev
aldig1 molekiiler yolaklar géz dniinde bulunduruldugunda sigirlarda yiiksek SHS’1i siitteki

ekspresyon seviyelerinin belirlenmesinin 6nemli olabilecegi diistiniilmiistir.

2.3.3. miR-142-5p

miR-142-5p, 20 bazdan olusan ve miR-142 ailesinin {iyelerinden olan bir
miRNA’dir. Yapilan caligmalar bu ailenin iiyeleri olan miR-142-3p ve miR-142-5p’nin
birgok fizyolojik siirecte rol oynadiklarini ortaya koymustur (Salilew-Wondim ve ark. 2014,
Sun ve ark. 2015, Mobuchon ve ark. 2017). Yao ve ark. (2019) miR142-5p’nin inflamasyon
yolaginda gorevli baz1 genlerin aktivitelerini diizenledigini bu ylizden cesitli patolojik
durumlar i¢in biyobelirte¢ olabilecegini belirtmistir. Yapilan bir ¢aligmada sigirlarda siitteki
SHS’nin 200.000 hiicre/ml’den az olmasi durumunda siitteki miR-142-5p seviyelerinin
azaldig bildirilmistir (Stefanon ve ark. 2023). Farelerde yapilan bazi arastirmalarda miR-
142-5p’nin adipogenezde rol aldig1 ortaya konulmustur (Chartoumpekis ve ark. 2012).
Sigirlarda yapilan baska bir calismada ise miR-142-5p’nin inflamasyon yolaginin
regiilasyonunda rol oynadig: bildirilmistir (Tzelos ve ark. 2022). Siit sigirlarinda farkl
rasyon uygulamalarinin arastirildigi bir c¢alismada miR-142-5p aktivitesinin rasyon
iceriginden etkilendigi ve enerji metabolizmasi ile iligkili olabilecegi tespit edilmistir
(Mobuchon ve ark. 2017). Yapilan bu calismada ise hem siitteki SHS hem de siit
kompozisyon parametreleri ile miR-142-5p arasindaki iligkilerin tespit edilmesi

amaclanmustir.
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2.3.4. miR-148a

Hayvan yetistiriciliginde yapilan uygulamalarin molekiiler diizeydeki etkilerini
inceleyen caligmalar artmistir. Ciftlik hayvanlarinda yapilan ¢alismalar da miR-148a’nin
siitte diger miRNA’lara kiyasla siitte daha ¢ok miktarda bulundugunu belirtilmistir (Cai ve
ark. 2018, Igbal ve ark. 2022). Bu miRNA tiirler arasinda yiiksek oranda korunmus,
ruminantlarda PPAR’lar gibi yag asidi metabolizmasi ile iligkili yolaklar {izerinden siitteki
yag orani ve yag asidi profilinin diizenlenmesinde gorev aldigi bildirilmistir (Chen ve ark.
2017, Igbal ve ark. 2022). Yapilan bir ¢calismada sigirlarda meme bezi gelisimi ile siitteki
protein oranlarinin miR-148a ile iliskili oldugu bildirilmistir (Muroya ve ark. 2016). Meme
bezinde yogun olarak ifade edilen miR-148a, viicudun enfeksiyon siirecinde vermis oldugu
inflamatuar yanit stirecinde ve adipogenez gibi siire¢lerin yani sira laktasyon siirecinde ¢ok
sayida genin diizenlenmesinde rol oynamaktadir (Chen ve ark. 2017, Okumura ve ark. 2021,
Li ve ark. 2022). Bu baglamda ¢aligmada s18ir siitiinde SHS ye bagli aktivitesi arastirilan bu
miRNA’nin siit kompozisyon parametreleri ile olan iliskilerinin belirlenmesinin 6nemli

olabilecegi degerlendirilmistir.
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Orneklerin Toplanmasi ve CMT (California Mastitis Test) Uygulamasi

Bu caligmanin hayvan materyalini Kayseri ilinde 200 bastan fazla sagmal inegi olan
0zel bir isletmede bulunan orta laktasyon donemindeki Holstayn 1rk1 inekler olusturmustur.
Hayvanlardan 6rnek alim1 6ncesi dort meme lobu %70’lik etil alkol kullanilarak temizlenmis
ve tek kullanimlik kagit havlular ile silinmistir (Sekil 3.1.1). California Mastitis Test
uygulamasi, hayvanlardan ilk sikim siit disar1 atildiktan sonra alinan 2 ml siit 6rnegi ve her
birinin iizerine esit miktarda CMT soliisyonu eklenerek yapilmistir. Siit 6rnegi ve CMT
soliisyonu eklenen CMT kab1 dairesel hareketlerle ¢alkalanarak siit ve CMT soliisyonunun
karismas1 saglanmistir. Siit Ornegi ile karisan CMT soliisyonu akiskanlik durumuna

bakilarak CMT sonuglar1 yorumlanmistir (Tablo 3.1.1).

Sekil 3.1.1. A. Meme Loblgrmm %70’1ik Alkol ile Temizlenmesi, B. Meme Loblarimin Tek Kullanimlik Kagit
Havlular ile Silinmesi, C. Orneklerin Toplanmasi, D. Toplanan Orneklerin Soguk Zincirde Muhafaza Edilmesi
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Tablo 3.1.1. Somatik Hiicre Sayisinin Jel Kivamina Goére Yorumlanan CMT Skoru

CMT ORTALAMA SHS JEL KIVAMI
SKORU ' ARALIGI (Hiicre/ml)
Negatif 0-200.000 Kivamlagma Goriilmez
Siipheli 200.000-400.000 Hafif Kivamlagsma Goriiliir
+1 400.000-1. 200.000 Diisiik Diizeyde Kivamlagma
Gortliir
+2 1.200.000-5. 000.000 | Orta Diizeyde Kivamlagma
Goriliir
+3 >5. 000.000 Yogun Diizeyde Kivamlagsma
Goriiliir

Sabah sagimi1 6ncesi alinan siit 6rnekleriyle SHS’si 200.000 hiicre/ml alt1 (n=20) ve
istii (n=20) iki grup olusturulmustur. Hayvanlardan 100’er ml siit 6rnegi (2 x 50 ml falkon)
steril sartlar altinda toplanmaistir. Alinan siit 6rneklerinin muhafaza edildigi falkonlardan biri
SHS, pH ve temel siit kalite parametrelerinin (protein, laktoz, yag, YKM, elektrik iletkenligi
ve donma noktasi) tespiti i¢in kullanilmistir. Digeri ise molekiiler analizler (miRNA
seviyelerinin tespiti) i¢cin kullanilmistir (Sekil 3.1.2). Toplanan siit 6rneklerinin SHS ve pH
degerleri zaman kaybetmeden Olcililmiistii. Daha sonra Ornekler temel siit kalite
parametrelerinin tespiti ve molekiiler analizler i¢in soguk zincirde laboratuvara

nakledilmistir.
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Sekil 3.1.2. Saha ve Laboratuvar Is Akist

Calismanin pH 6l¢iimii pH metre cihazi (Hanna pH metre, HI83141, ABD) ile
gergeklestirilmistir. Olgiimlere baslamadan once cihazin kalibrasyonu yapilmstir. Olgiimler
orneklerden alinan ve homojen olduguna emin olunan 10 ml siit 6rnegine cihazin elektrot
cubugu daldirilarak yapilmistir. Her bir 6rnegin 6l¢iimii sonrasinda elektrotlar saf su ile

yikanmistir ve cihazin kullanim talimatina uygun olarak 6l¢timler gergeklestirilmistir.

Calismada toplanilan siit drneklerinin somatik hiicre sayimi, somatik hiicre sayim
cihazi (Lactoscan SCC 6010, Bulgaristan) aracilifiyla gerceklestirilmistir. Cihazin gereken
kalibrasyon islemleri yapildiktan sonra SHS o6l¢iim kiti i¢inde bulunan ve boyali gelen
ependorfun i¢ine drneklerden alinan 100 ul eklenerek vortekslenmistir. Daha sonra homojen
sekilde karigan orneklerden 8 pl alinmistir ve Ol¢iim yapmast igin cihaz kartusuna

yiiklenmistir. Olgiimler yapilarak somatik hiicre sayilari tespit edilmistir.

3.2. Temel Siit Kalite Parametrelerinin Olciimii

Siitiin bilesenleri olan ve siit kalitesinden de sorumlu oldugu bilinen yag (%), protein
(%), laktoz (%), yagsiz kuru madde (%), donma noktas1 ve iletkenlik (uS/cm) degerlerinin
Olctimii Milkotester Master Classic M2 P1 (Bulgaristan) cihazi ile her bir 6rnekten birer kez

Olclim yapilarak tespit edilmis ve kaydedilmistir (Sekil 3.2.1).
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Sekil 3.2.1. Milkotester Master Classic M2 P1 (Bulgaristan) cihaz ile siit bilesenlerinin 6l¢timii

3.3. Total RNA izolasyonu

Laboratuvara nakledilen siit 6rnekleri +4 °C’de 3000 xg’de 10 dakika santrifiij
edilmistir. Santriflij sonras1 6rneklerin -20 °C’de 10 dakika siireyle bekletilmesi ile olusan
krema tabakas1 spatiil yardimi ile steril bir sekilde uzaklastirilmistir. Krema tabakasinin
altinda kalan ara-faz (skim milk tabakasi1) somatik hiicrelere degmeden alinarak -80 °C’de
muhafaza edilmistir. RNA izolasyonu -80 °C’de muhafaza edilen skim milk 6rneklerinden
modifiye edilmis Trizol yontemine gore yapilmistir (Rio ve ark. 2010, Ozkan ve ark. 2024).
Bu amagla, 1000 pl Trizol (ThermoFisher, ABD, Kat. no: 15596018) iizerine 250 pl
hacminde skim milk 6rnekleri eklenmistir. Skim milk ile trizol vortekslenerek homojenize
edilmis ve 6rnekler 10 dakika oda sicakliginda bekletilmistir. Sonrasinda 6rneklerin iizerine
200 ul kloroform eklenerek alt iist edilip, oda sicakliginda 10 dakika bekletilmistir. Ardindan
+4 °C’de 12.000 xg’de 15 dakika santrifiij ile faz ayrimi1 saglanmistir. Olusan akdz faz
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Onceden etiketlenmis steril ependorf tliplere alinip tizerine 400 pl izopropil alkol eklenerek
alt iist edilmistir. Daha sonra 6rnekler oda sicakliginda 10 dakika inkiibasyona birakilmigtir.
Inkiibasyon sonras1 drnekler +4 °C’de 12.000 xg’de 10 dakika santrifiij edilmistir. Santrifiij
sonrasinda siipernatant faz uzaklastirilarak 6rnekler iizerine 1000 pl %75’lik etil alkol ilave
edilmistir. Sonrasinda +4 °C’de 7.500 xg’de 5 dakika santrifiij uygulanmistir. Siipernatant
uzaklagtirilarak 6rnekler laminer flow kabini igerisinde oda sicakliginda yaklasik 10 dakika
kurumaya birakilmistir. RNA pelletleri 15 pl niikleaz igermeyen su ile sulandirilarak niikleik
asit Olgerde (Merinton-SMA 1000, Cin) saflik ve konsantrasyon bakimindan
degerlendirilmistir. Saflik ve konsantrasyon bakimindan uygun olmayan 6rneklerde RNA

izolasyonu tekrarlanmistir.

3.4. Poliadenilasyon ve cDNA Sentezi

Izolasyon sonrasi elde edilen Total RNA igerisinde bulunan miRNA’lara Poly(A)
kuyrugu baglanmasi Poly(A) Polymerase kiti (ABM, Kanada, Kat. no: E017) kullanilarak
gerceklestirilmistir. Bu amagla 500 ng RNA iizerine, 5 pl 5x Poly(A) Polymerase Yeast
Reaction Buffer, 2,5 ul MnCL (25 mM) 1,25 pl ATP (adenozin trifosfat) (10 mM), 1 pl
Poly(A) Polymerase Yeast (1 U/ul), 0,3 uM RNA) eklenerek toplam 25 pl hacim olacak
sekilde soguk blok {izerinde niikleaz igermeyen su ile sulandirilmistir. Karisim
hazirlandiktan sonra kisaca santrifiij edilip 37 °C’de 15 dakika inkiibasyona birakilmistir.

Poly(A) aktivitesinin durdurulmasi 65 °C’de 20 dakika inkiibasyon ile gergeklestirilmistir.

Poly(A) kuyrugu eklenmis miRNA’lardan cDNA sentezi, OneScript® Plus cDNA
Sentez Kiti (ABM, Kanada, Kat. no: G236) kullanilarak gergeklestirilmistir. Bu amagla, 10
ul Poly(A) eklenmis 6rneklere 4 ul 5x RT Buffer, 1 ul ANTP, 1 pl oligo(dT) primer ve 1 pul
RTase enzimi eklenmistir. Ardindan niikleaz icermeyen su ile toplam hacim 20 pl'ye
ayarlanmigtir. cDNA sentezi, 50 °C'de 15 dakika inkiibasyon siiresi ile gerceklestirilmis ve
ardindan 85 °C'de 5 dakika inkiibasyon ile reaksiyon durdurulmustur. Elde edilen cDNA'lar
10 kat sulandirilarak qPCR reaksiyonuna kadar -20 °C’de muhafaza edilmistir.
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3.5. Real Time PCR Uygulamalar

Hedef miRNA’larin amplifikasyonu Real Time PCR (Rotor Gene Q MDx Splex
HRM, Qiagen, ABD) cihaz1 araciligiyla gergeklestirilmistir. Amplifikasyon i¢in SYBR
Green I boya iceren kit (Power SYBR Green PCR Master, Thermo Fisher Scientific, ABD,
Kat No: 4368702) kullanilmis ve her 6rnek duplike olarak ¢alisilmistir. Reaksiyon 95 °C’de
10 dk denatiirasyonu takiben 50 kez tekrarlanan 95 °C’de 15 saniye, 60 °C’de 60 saniye ve
72 °C’de 30 saniyelik asamalardan olusacak sekilde ayarlanmistir. Orneklerde hedef
miRNA’larin  seviyelerinin belirlenmesinde housekeeping olarak U6 kullanilmigtir.

Primerlerin tasarimi i¢in miRbase veri tabani1 (www.mirbase.org) referans alinmistir.

Cizelge 3.5.1. Amplifikasyonu Yapilan Niikleik Asitlerin Primer Dizileri

RNA Primer AD (°C)
Bta-miR-27a-3p 5’-TTCACAGTGGCTAAGTTCCG-3’ 63.20
Bta-miR-29b-2  5’-TAGCACCATTTGAAATCAGTGT-3" 57.00
Bta-miR-142-5p 5’-CATAAAGTAGAAAGCACTAC-3’ 55.00
Bta-miR-148a 5>-TCAGTGCACTACAGAACTTTGT-3’ 57.50
U6 5’-GCAGGGGCCATGCTAATCTTCTCTGTATCG-3*  57.50

AD: Annealing derecesi

3.6.1statiksel Analizler

Calisma oOncesinde gerekli minimum Orneklem biiyiikliigliniin belirlenmesi i¢in
literatiir taramas1 yapilarak ve tip 1 hata olasilig1 (a) = 0.05, gii¢ (1-B) = 0.80 kriterleri
kullanilarak, siit kalite parametrelerinin gruplar arasindaki farkliliginin ve siit kalite
parametreleri ile belirlenen miRNA seviyeleri arasindaki iliskilerin degerlendirildigi
arastirma diizeninde etki biiyilikligii (d)=0.91 kabul edilmek iizere, toplamda minimum 40
bas inekten alinan siit 6rneginin ¢alismada yer almasinin uygun olacagi hesaplanmaistir. Giig
analizinin yapilmasinda PASS 11 ve G*Power Version 3.1.9.2 istatistik programlarindan
yararlanilmistir. Gen ekspresyon sonuglar1 2 22t yontemiyle belirlenerek kat degisimi

olarak belirlenmistir.
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Elde edilecek degiskenler onemlilik testlerine ge¢ilmeden dnce, normallik yoniinden
Shapiro Wilk testi, varyanslarin homojenligi yoniinden Levene testi ile incelenmistir.
Calismada, Olgiilen siit kalite parametrelerinin gruplar arasindaki farkliliginin
arastirilmasinda varsayimlari saglayan degiskenler i¢in iki ortalama arasindaki farkin 6nem
testi (Student t testi) yontemi, varsayimlart saglamayanlar icin Mann-Whitney U testi

kullantlmistir.

Siit kalite parametreleri ile miRNA seviyeleri arasindaki iligkinin gilicii ve yonii
Spearman korelasyon katsayisi ile tespit edilmistir. Tim istatistiksel analizler IBM SPSS
23.0 istatistik paket programi ile gerceklestirilmig, P<0.05 kriteri dikkate alinarak

degerlendirilmistir.
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4. BULGULAR

4.1. Gruplarda Somatik Hiicre Sayis1 ile Baz1 Siit Kalite Parametrelerinin
Seviyeleri

Somatik hiicre sayisi bulgularina gore olusturulan gruplarda YSHS grubundaki
orneklerin tamaminda CMT testinin pozitif oldugu kaydedilmistir (CMT skoru: 1.91+0.17).
Toplanan 6rneklerin tamaminin ortalama SHS degeri yaklasik 320 bin hiicre/ml olarak tespit
edilmistir (318.05+44.34 x1000). Bununla birlikte Diisitk Somatik Hiicre Sayis1 (DSHS)
grubunda ortalama SHS degeri yaklasik 60 bin hiicre/ml olurken, Yiiksek Somatik Hiicre
Sayis1 (YSHS) grubunda yaklasik 540 bin hiicre/ml olarak tespit edilmistir (Cizelge 4.1.1).

Cizelge 4.1.1. Orneklerdeki SHS’nin Gruplara Gére Dagilimi (X1000)

Std. Std.
Hata Sapma

DSHS 60.16 12.86  56.07 38.00 12.00 194.00

Parametre Grup Ortalama Medyan Minimum Maksimum

YSHS 540.77 4195 196.77 534.50 210.00 863.00
DSHS+
YSHS

DSHS: Diisiik Somatik Hiicre Sayis1 grubu, YSHS: Yiiksek Somatik Hiicre Sayis1

SHS

318.05 4434 28393 256.00 12.00 863.00

Siitte olciilen protein, laktoz, yag, YKM, pH ve donma noktas1 parametrelerinin
gruplarda benzer seviyelerde oldugu, elektrik iletkenligi bakimindan YSHS grubunun
anlamli olarak daha yiiksek oldugu belirlenmistir (P<0.001) (Cizelge 4.1.2).
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Cizelge 4.1.2. Temel Siit Kalite Parametrelerinin Gruplara Gore Degisim Bulgulari

Parametre DSHS YSHS P
Protein (%) 3.33+0.05 3.3240.03 0.805!
Laktoz (%) 5.02+0.07 5.00+0.04 0.780!
Yag (%) 2.21£0.35 1.75+0.09 0.714%
YKM (%) 9.13+0.13 9.15+0.07 0.896!
pH 6.710.02 6.74+0.01 0.142!
Elektrik Iletkenligi 4.68+0.02 4.76+0.02 0.001!
(uS/cm)

Donma Noktasi (%) -0.58+0.01 -0.58+0,01 0.648!

I: Student t test, : Mann-Whitney U test DSHS: Diisiik Somatik Hiicre Sayis1 grubu, YSHS:
Yiiksek Somatik Hiicre Sayisi, YKM: Yagsiz Kuru Madde

4.2. Total RNA izolasyonu Bulgular

Toplanan orneklerden izole edilen total RNA’larin saflik ve konsantrasyon degerleri
bakimindan poliadenilasyon, cDNA sentezi ve qPCR uygulamalar1 i¢in uygun olduklari
degerlendirilmistir. Elde edilen bulgulara gore orneklerdeki niikleik asit konsantrasyonu
yaklasik 150 ng/ul (152.63 + 17.12) olarak tespit edilirken Azso / A2go oranlarinin >1.80 (1.83
+0.03) oldugu belirlenmistir.

4.3. Real Time PCR Uygulamasi Bulgulari
Hedef miRNA’larla housekeeping RNA’nin qPCR’da elde edilen Ct ve erime egrisi
grafikleri Sekil 4.3.1- Sekil 4.3.10°da verilmistir.
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Sekil 4.3.1. Orneklerde miR-27a-3p Ct Grafigi
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rlorm. Fluoro.

Sekil 4.3.2. Orneklerde miR-27a-3p Erime Egrisi Grafigi
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Sekil 4.3.3. Orneklerde miR-29B-2 Ct Grafigi

Sekil 4.3.4. Orneklerde miR-29B-2 Erime Egrisi Grafigi
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Sekil 4.3.10. Orneklerde U6 Erime Egrisi Grafigi
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4.4. Gruplardaki miRNA Ekspresyon Seviyeleri

YSHS grubundaki 6rneklerde miR-27a-3p seviyelerinin DSHS grubuna kiyasla
yaklasik olarak 3 kat daha fazla ifade edildigi tespit edilmistir (P<0.05). Benzer sekilde
YSHS grubu miR-29B-2 seviyelerin 3 kattan fazla upregiile oldugu belirlenmistir (P<0.05).
Gruplardaki miR-142-5p ekspresyon seviyeleri benzer bulunurken, miR-148a seviyelerinin
YSHS grubunda DSHS grubuna kiyasla 6 kattan fazla upregiile oldugu tespit edilmistir
(P<0.05) (Cizelge 4.4.1 ve Sekil 4.4.1).

Cizelge 4.4.1. miRNA Ekspresyon Sonuglar1 (Ortalama + Std. Hata)

miRNA DSHS YSHS P

miR-27a-3p 1.00+£0.38 2.87+0.78 0.038
miR-29B-2 1.00+0.42 3.16+0.80 0.023
miR-142-5p 1.00+0.32 0.76+0.31 0.584
miR-148a 1.00+0.40 6.24+2.25 0.031

DSHS: Diisiik Somatik Hiicre Sayist grubu, YSHS: Yiiksek Somatik Hiicre Sayis1 grubu

miR-27a-3p miR-29B-2 miR-142-5p miR-148a
S 5 " 15 10 "
=% * =4 8
£ £ E10 T £
%3] 3237 S sz 6
L ] [<5) [5)
© o S Lo
T 2+ = 2 = = 4
v NV <05 X
1 1+ 2
0 0~ 0.0 O DsHS YSHs
DSHS YSHS DSHS YSHS DSHS  YSHS DSHS YSH
Grup Grup Grup Grup

Sekil 4.4.1. Orneklerdeki miR-27a-3p, miR-29B-2, miR-148a ve miR-142-5p ve Gen Ekspresyon Seviyeleri
DSHS: Diisiik Somatik Hiicre Sayisi, YSHS: Yiiksek Somatik Hiicre Sayisi, *: P<0,05

Calismada gruplarda aktivitesi aragtirilan miRNA’lar ile incelenen kompozisyonel
parametreler arasinda anlamli korelasyonlar oldugu tespit edilmistir. Siitte SHS ye gore
ekspresyon seviyeleri arastirilan miR-27a-3p ile miR-29B-2 (r: 0.583; P<0.001), miR-148a
(r: 0.629; P<0.001) ve elektrik iletkenligi (r:0.316; P<0.05) arasinda pozitif korelasyon tespit
edilmistir. Ayrica, miR-29B-2 ve miR-148a (r: 0.605; P<0.001), SHS (r: 0.366; P<0.05), yag
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(r: 0.319; P<0.05) ve elektrik iletkenligi (r: 0.390; P<0.05) parametreleri arasinda pozitif
korelasyon oldugu belirlenmistir. Siitteki miR-142-5p aktivitesinin siit proteini ile negatif
korele oldugu (r: -0.311; P<0.05), miR-148a ile SHS’ nin ise pozitif korele oldugu tespit
edilmistir (r: 0.441; P<0.01). Temel kompozisyonel parametreler arasinda da anlaml1 pozitif

ve negatif korelasyon tespit edilmis ve korelasyon bulgular Cizelge 4.4.2°de sunulmustur.
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Cizelge 4.4.2. incelenen Parametreler ve miRNA’lar Arasindaki Korelasyon Bulgulari

miR-27a-3p mMiR-29B-2 miR-142-5p miR-148a SHS pH Yag YKM Protein Laktoz DN Ei
miR-27a-3p 1 0,583 0,122 0,629 0,275 -0,125 0,188 -0,144 -0,162 -0,198 0,169 0,316"
miR-29B-2 1 0,100 0,605 0,366° 0,057 0,319° -0,203 -0,235 -0,243 0,207  0,390"
miR-142-5p 1 -0,060 -0,252 0,001 0,158 -0,236 -0,311° -0,282 0,212  -0,205
miR-148a 1 0,441™ 0,216 0,172 0,082 0,028 0,042 -0,077 0,308
SHS 1 0,233 0,117 -0,261 -0,268 -0,308 0,256 0,637
pH 1 -0213 0,336 0269 0327° -0,342° 0,076
Yag 1 -0,337" -0,339° -0,364" 0,229 0,011
YKM 1 0,975 0,985™" -0,982™" -0,157
Protein 1 0,974™" -0,955"" -0,162
Laktoz 1 -0,966™" -0,160
DN 1 0,149
El 1

SHS: Somatik Hiicre Sayis1 ; YKM: Yagsiz Kuru Madde ; DN: Donma Noktast; Ei: Elektrik Iletkenligi; *: p<0,05; **: p<0,01; ***: p<0,001



5. TARTISMA

Siit, hayvancilik endiistrisinin 6nde gelen tirlinlerindendir. Diinyada iiretilen siitiin
cok biiyiik bir kismi1 sigir yetistiriciliginden saglanmaktadir (Coban ve Tiizemen 2007, FAO
2024). Inek siitii besleyici degeri, kompozisyonel yapisi ve siit iiriinlerinin iiretiminde temel
ham madde olusu gibi sebeplerden dolay1 6nemli bir hayvansal iiriindiir. Kaliteli ve saglikli
slit liretimi i¢in seleksiyon ve yetistiricilik uygulamalart ile siit sigir1 yetistiriciliginde 6nemli

ilerlemeler saglanmistir (Ozkan ve Yakan 2017).

Siit sigin yetistiriciliginde sik rastlanan mastitis, verim ve kalite kaybiyla karakterize
onemli bir saglik sorunu olmaya devam etmektedir (Ozkan ve ark. 2024). Klinik mastitis
teshisi kolay bir mastitis formu olmasina ragmen siit sigir1 yetistiriciliginde sik rastlanan
subklinik mastitis klinik belirti gostermedigi i¢in tespit edilmesi kolay degildir ve siitte kalite
kaybina yol agabilmektedir. Hayvan saglig1 ve yetistiricilik ekonomisi i¢in 6énemli olumsuz
etkileri olan subklinik mastitis gibi hastaliklarin izlenmesinde ve kontroliinde siitte dogal
olarak bulunan somatik hiicrelerle iliskili CMT uygulamasi ve siitte dogrudan SHS nin tespiti

gibi uygulamalar 6nerilmektedir (Garcia ve ark. 2023).

Siitte bulunan somatik hiicreler, epitel hiicreler ve 16kositlerden olugmaktadir. Meme
dokusundaki herhangi bir inflamasyon durumu lokositlerin artigina baglh olarak siitteki
SHS’ nin artisina yol agmaktadir. Dolayisiyla siitteki SHS meme saglig ve siit kalitesinin
degerlendirilmesi bakimindan onemlidir (Balemi ve ark. 2021). Saghkli inek siitiinde
SHS’nin iilkelere gore degisiklik gosterdigi bilinmekle birlikte 200.000 hiicre/ml ve altinda
olmasi gerektigi onerilmektedir. Bununla birlikte Tiirkiye’de izin verilen sinirm 500.000
hiicre/ml oldugu belirtilmektedir (Bulca ve ark. 2016). Bu ¢alismada CMT pozitif ve SHS
skoru 200.000 hiicre/ml’den yiiksek olan siit 6rneklerinde kompozisyonel parametrelerle

bazi miRNAlarin aktivitesi arastirilmistir.

Bu tez ¢alismasinda SHS’ye gore olusturulan gruplardan DSHS grubunda SHS’ nin
yaklasik 60.000 hiicre/ml oldugu bununla birlikte YSHS grubunda yaklasik 540.000
hiicre/ml oldugu belirlenmistir. Bu gruplarda siit proteininin benzer oranlarda oldugu tespit
edilmistir. Bilindigi gibi esansiyel aminoasit igerigi, kazeinler ve peynir alt1 siit fraksiyonlar1
ile siit proteinleri siit kalitesinin olusumunda 6nde gelen kompozisyonel parametrelerdendir

(Ozek 2015, Kazimierska ve Kalinowska-Lis 2021). Mastitis sonucu siit protein oraninin ve

34


https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Garcia%20SN%5BAuthor%5D

iceriginin olumsuz yonde etkilendigi bildirilse de bu ¢aligmada gruplarda belirlenen siit
proteini oranlar1t DSHS grubundaki ineklerin siitinde bulunan protein oranina benzer
seviyelerde bulunmustur (Tiantong ve ark. 2023). Inek siitinde CMT ve SHS uygulamalari
mastitis sliphesinin degerlendirilmesinde kullanilsa da bu uygulamalarin meme saglig1 ve
stit kalitesinin tespitinde yeterli parametreler olamayacagi degerlendirilmistir (Alkan ve ark.
2014, Ozkan ve ark. 2024). Calismada gruplarda siit proteini gibi siit yagi, laktoz ve yagsiz

kuru madde oranlarinin da benzer seviyelerde olduklar1 belirlenmistir.

Siit yagy, stit kalitesinin degerlendirilmesinde ve siitiin fiyatlandirilmasinda 6n planda
olmakla birlikte bu ¢alismada her iki gruptaki siit yagi oranlarinin benzer ancak saglikli
normal inek siitlindeki yag oranindan diisiik oldugu degerlendirilmistir. Siit yag1 oram
genetik ve gevre sartlarinm etkisi altinda sekillenmektedir (Ozek 2015). Siit yagi oraninin
isletmeden alinan 6rneklerde beklenilenden diisiik olma sebebinin rasyon ve yetistiricilik
uygulamalar1 gibi faktorlere bagli sekillenmis olabilecegi diisliniilmiistiir. Zira,
kaba/konsantre yem orani, rasyon igerigi, rasyon partikiil boyutu, beslenme siklig1 ve
laktasyon donemi gibi durumlarin siit yagi oraninm etkileyebildigi bilinmektedir (Atalay

2019, Bauman ve Griinari 2001).

Yapilan bazi calismalarda SHS’nin siitteki laktoz oraninin azalmasiyla iliskili
olabilecegi bildirilse de bu ¢alismada YSHS grubunda laktoz oraninin DSHS grubuna benzer
oldugu belirlenmistir (Cinar ve ark. Serbester 2015, Alessio ve ark. 2021). Gruplardaki
yagsiz kuru madde oranindaki benzerligin de yag, protein ve laktoz gibi kati maddelerdeki
benzerlikten kaynaklanmis olabilecegi sdylenebilir.

Siittin pH degeri siit kalitesinin tespit edilmesinde 6nemli bir parametredir. Notre
yakin pH degeri siitlin saglikli oldugunu diisiindiirtmekle birlikte diisiik pH siit asitliginin
yiiksek oldugunu gdstermektedir (Poghossian ve ark. 2019). Saglikli ve kaliteli inek siitiiniin
ortalama pH degerinin 6,60-6,80 araliginda olmas1 gerektigi bilinmektedir (Coskun ve
Caglar 2013). Calisma bulgularimiz literatiirle uyumlu olarak belirtilen referans aralikta
bulunmustur. Gruplar arasinda ise anlamli bir fark olmadig: tespit edilmistir.

Elektrik iletkenligi, siit ve siit iriinlerinin iiretim teknolojisinde, siit kalitesinin
belirlenmesinde yaygin olarak kullanilan bir uygulamadir. Siitiin  igerigindeki
kompozisyonel parametrelerin yani sira, mineral maddeler ve iyonlar siite farkl diizeylerde
elektriksel iletkenlik 6zelligi kazandirmaktadir (Yakan ve ark. 2021). Meme saglig ile siitiin

elektrik iletkenligi arasinda iligski oldugunu bildiren ¢alismalar bulunmaktadir (Atasever ve
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Erdem 2008, Diiz ve ark. 2021). Calisma bulgularimizda elektrik iletkenliginin gruplar
arasinda anlamli bir fark gosterdigi tespit edilmistir.

Siit icerisinde eriyik halde bulunan maddeler siitiin donma noktasinin diismesine
neden olmaktadir. Boylece siitiin donma noktasi siite su ya da bir bagka maddenin ilave edilip
edilmedigi hakkinda fikir vermektedir. Siite su ilave edilmesi siitiin donma noktasinda artiga
sebep olurken, siit asitligindeki artis donma noktasinin diismesine sebep olmaktadir (Ilie ve
ark. 2010). Siit kompozisyonlarindan biri olan siit yagi, siit igerisinde emiilsifiye halde
bulunuyor olup siitiin donma noktasini1 6nemli dl¢lide etkilememektedir. Ayn1 sekilde siitiin
protein kompozisyonu da siitiin donma noktasina herhangi bir etki gdstermemektedir (Pesce
ve ark. 2016). Siitiin ozmotik basincina etki eden bir faktoriin siitiin donma noktasina da etki
ettigi bilinmektedir. Bu faktorlerden biri olan laktoz miktar: siitiin donma noktasina etki
etmektedir. Ayn1 sekilde ozmotik basinci olusturan mineral maddelerin siitteki miktar1 da
stitlin donma noktasini etkilemektedir (Konar 1982, Zagorska ve Ciprovica 2013, Pesce ve
ark. 2016). Siitlin en sabit fiziksel 6zelliklerinden biri olarak bilinen siitiin donma noktasi
¢ig sigir siitiinde -0,522 ile -0,540 °C arasinda olup ¢alisma bulgularimiz literatiirle uyumlu
olarak belirtilen referans aralikta bulunmustur. Bununla birlikte gruplar arasinda anlamli bir
fark olmadig tespit edilmistir.

Bu tez calismasinda SHS’ye gore aktivitesi arastirilan miR-27a-3p’nin YSHS
grubunda yaklasik 3 kat upregiile oldugu belirlenmistir. Yapilan bir ¢alismada miR-27a-
3p’nin CMT (+) siit 6rneklerinde bu ¢alismanin bulgularina benzer sekilde upregiile oldugu
tespit edilmistir (Ozkan ve ark. 2024). miR-27a-3p’nin inflamasyon ve apoptoz gibi
molekiiler yolaklarda gorev aldig bilinmektedir (Luo ve ark. 2020). Elektrik iletkenligi ile
pozitif korele olan bu miRNA’nin SHS ile dogrudan bir korelasyona sahip olmadigi
belirlenmigtir. Is1 stresi gibi farkli ¢evre sartlarinda sigir meme epitel hiicrelerinde bu
miRNA’nin aktivitesinin degistigi belirtilmektedir (Wang ve ark. 2023). Ayrica, yapilan
calismalarda miR-27a-3p’nin 6zellikle gram negatif bakterilerle enfekte mastitis olgularinda
artabilece8i ve patojen kaynakli subklinik mastitis vakalarinda biyobelirte¢ olabilecegi
bildirilmektedir (Wang ve ark. 2020, Ozkan ve ark. 2024). Bu calismada elde edilen bulgular,
literatlirdeki c¢aligmalara benzer sekilde CMT ve SHS’nin meme dokusunun sagligini
degerlendirmede yeterli olmayacagin1 géstermektedir (Wang ve ark. 2020, Wang ve ark.
2021, Ozkan ve ark. 2024). Her ne kadar baz1 calismalar miR-27a-3p’nin siit proteini ve siit

yag1 gibi kompozisyonel parametrelerle iliskili oldugunu bu yiizden siit kalitesinde énemli
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olacagini bildirse de bu ¢aligma bulgularinda miR-27a-3p ile protein, yag ve laktoz gibi
kompozisyonel parametreler arasinda anlamli korelasyon bulunmamistir (Wang ve ark.
2021, Duman ve ark. 2022, Wang ve ark. 2023). Bu yiizden sigirlarda genetik ve cevre
faktorleri goz oniinde bulundurularak bu miRNA’nin arastirilacagi daha fazla ¢alismaya
ihtiya¢ oldugu diistiniilmiistir.

Siitte ifade edildigi bildirilen miR-29B-2’nin mastitis, metritis gibi inflamasyon
durumlarinda aktivitesinin arttig1 bilinmektedir (Kasimanickam ve Kasteli¢ 2016, Srikok ve
ark. 2020). Yapilan bir ¢calismada miR-29B-2’nin sigirlarda mastitis tespitinde biyobelirteg
olarak kullanilabilecegi belirtilmistir (Srikok ve ark. 2020). Bu ¢alismada YSHS grubunda
miR-29B-2’nin 3 kattan fazla upregiile oldugu ve bu miRNA ’nin patojen spesifik mastitiste
upregiile oldugu belirtilen miR-27a-3p ile pozitif korele oldugu belirlenmistir. Bununla
birlikte bu calismada miR-29B-2’nin miR-148a’nin yani1 sira SHS, yag ve elektrik iletkenligi
parametreleriyle de pozitif korelasyona sahip oldugu tespit edilmistir. Bu bulgular miR-29B-
2’nin yiiksek somatik hiicre sayisi ile karakterize subklinik mastitisle ve siit kalitesi ile iliskili
olabilecegini ve bu parametrelerin degerlendirilmesinde biyobelirte¢ potansiyeli
tasiyabilecegini diisiindiirmektedir. Inflamasyon yolagmin merkezinde rol alan NF-kB ile
iliskili oldugu belirtilen bu miRNA’nin subklinik mastitis ve siit kalitesi ile iligkisinin
arastirilacagi daha fazla ¢alismaya ihtiyag¢ oldugu degerlendirilmistir (Ma ve ark. 2011).

Yapilan calismalar bu calismanin hedef miRNA’larindan olan miR-142-5p’nin
rasyon igerigine bagli olarak ifade diizeylerinin degistigini gostermektedir (Muroya ve ark.
2016, Mobuchon ve ark. 2017). Lu ve ark. (2021) tarafindan yapilan bir ¢alismada sigir
meme epitel hiicrelerinde miR-142-5p’nin hiicre proliferasyonu ve apoptoz gibi yolaklarda
yer alan genlerin ifade diizeylerini etkiledigi ve sigirlarda BAGS (B-cell Activation Gene 5)
gibi genleri hedef alarak mastitiste proinflamatuar etkinlik gosterebilecegi belirtilmistir (Lu
ve ark. 2021). Siit ineklerinde yapilan bir ¢alismada diisiik SHS nin 200.000 hiicre/ml olmast
durumunda miR-142-5p ekspresyonunun énemli dl¢iide azaldigi tespit edilmistir (Stefanon
ve ark. 2023). Bununla birlikte yapilan bu c¢alismada miR-142-5p’nin SHS’ye gore
olusturulan gruplarda benzer ekspresyon paternleri gosterdigi belirlenmistir. Bu durumda
DSHS ve YSHS gruplarindaki SHS oranlar1 g6z oniinde bulundurularak genis SHS
araliklarinda bu miRNA’nin degerlendirilmesi gerektigi fikri olusmustur. Adipogenez gibi
enerji metabolizmasiyla da iligkili oldugu belirtilen miR-142-5p’nin siit proteini ile negatif

korelasyona sahip oldugu belirlenmistir (Chartoumpekis ve ark. 2012, Mobuchon ve ark.
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2017). Gerek bu ¢alisma gerekse belirtilen ¢alismalar dogrultusunda siit kalitesi ile iligkili
olabilecegi degerlendirilen miR-142-5p’nin SHS’ye bagli aktivite gosterebilecegi bununla
birlikte SHS oraninin bu durumu etkileyen 6nemli bir faktor olabilecegi diistiniilmiistiir.
Ayrica siit kalitesine olan etkileri ile ilgili daha fazla calismaya gerek oldugu
degerlendirilmistir.

Hedef miRNA’lardan olan miR-148a’nin YSHS grubunda DSHS grubuna kiyasla 6
kattan fazla ifade edildigi tespit edilmistir. Yapilan bir caligmada miR-148a’nin anti
inflamatuar etkinlik gdsterdigi ve Escherichia coli ile Staphylococcus aureus ile enfekte
meme dokusunda inflamasyonda aktivitesinin degistigi bildirilmistir (Hasankhani ve ark.
2023). Bununla birlikte bagka bir calismada Staphylococcus spp. ile enfekte meme
dokusunda subklinik mastitiste aktivitesi degismezken Streptococcus spp. kaynakli
subklinik mastitiste ekspresyonunun arttigi belirlenmistir (Ozkan ve ark. 2024). Ayrica,
Srikok ve ark. (2020) miR-148a ekspresyon seviyelerinin mastitisli hayvanlarda downregiile
oldugunu bildirmistir. Siitte en bol bulunan miRNA’lardan olan miR-148a’nin enfeksiyon
kaynagina bagl olarak aktivitesinin degisebilecegi géz dniinde bulunduruldugunda spesifik
olmayan subklinik mastitis i¢in biyobelirte¢ olma potansiyelinin zayif olabilecegi
degerlendirilmistir (Cai ve ark. 2018). Bu ¢alismadan elde edilen bulgular miR-148a’nin
stitteki SHS ile pozitif korele oldugunu gostermektedir. Bu baglamda CMT ve SHS’ nin yani1
sira miR-148a’nin da siit kalitesi ve meme sagligin1 degerlendirilmede tek basina yeterli bir
parametre olamayacag1 diigiiniilmiistiir.

Bu caligma ile temel siit kalite parametrelerinin de birbirleriyle anlamli korelasyon
gosterdigi anlasilmistir. Calisma bulgularimiz, siit teknolojisinde ve siit kalitesinin
degerlendirilmesinde biiyiik 6neme sahip pH degerinin, YKM, laktoz ve donma noktasi ile
iliskili oldugunu gdstermektedir. Bununla birlikte ¢alisma bulgular1 YKM nin protein, laktoz
ve donma noktasi ile iligkili oldugunu gostermektedir. Yapilan bir ¢aliygmada YKM nin
bliyiik miktarda laktoz ve proteinden olustugu ve YKM ile aralarinda yiiksek miktarda
korelasyon gosterebilecegi belirtilmistir (Ozkan ve ark. 2020). Yine ayni ¢alismada siit pH’s1
ile donma noktas1 arasinda korelasyon oldugu belirtilmistir. Farkli sicaklik ve pH
degerlerinin siit protein kompozisyonunda bozulmaya neden olacagi bilinmekle birlikte bu
calismada siit pH degeri, protein ve elektrik iletkenligi arasinda anlamli bir iligki tespit

edilmemistir (Ozkan ve ark. 2020).
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Siitiin yapisinda bulunan iyonlar tarafindan belirlenen elektrik iletkenliginin sicaklik,
laktasyon donemi ve siitiin igerigindeki diger bilesenler tarafindan farkli diizeylerde
etkilendigi bilinmektedir (Milci ve Yaygin 2004). Calisma bulgulan siitteki elektrik
iletkenliginin SHS ile iliskili oldugunu gosterse de bu parametre siit kalitesini etkileyen
temel siit kompozisyon parametreleri ile iligkili bulunmamustir. Siit elektrik iletkenliginin
sigir mastitisinin erken teshisinde biyobelirte¢ olarak kullanilabilecegi bilinmektedir. Elde
edilen bulgular literatiirle uyumlu olup siit elektrik iletkenligi ve SHS arasinda anlaml1 bir

korelasyon oldugu tespit edilmistir.

Siitteki ozmotik dengenin ana diizenleyicisi ve enerji kaynagi olan laktozun, siit
kalitesi hakkinda bilgi verdigi bilinmektedir (Forsback ve ark. 2010). Alessio ve ark. (2021)
yaptiklar1 ¢alismada siitliin yag ve protein igeriginin laktoz miktar ile iliskili olmadig1 ve
SHS sayist ile iligkili oldugu belirtilmistir (Alessio ve ark. 2021). Yapilan bir bagka
calismada laktoz oraninin yag ve protein orani ile ¢ok diisiik iliskiye sahip oldugu
belirtilmistir (Costa ve ark. 2019). Mastitis ’ten etkilendigi bilinen laktoz oraninin mastitisli
siitte azaldig1 ve bu siitlerde SHS’nin arttig1 belirtilmistir (Antanaitis ve ark. 2024). Bu
calismada ise laktoz yag, protein, YKM oranlar ile iliskili bulunurken SHS ile arasinda
korelasyon bulunmamistir. Elde edilen bulgular ve literatiir bilgi 1s181nda bu parametreler
arasindaki korelasyonun 1rk, laktasyon donemi, laktasyon sayisi, patojen gibi genetik ve

cevre faktorlerine bagl olarak degisebilecegi anlagiimistir.
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6. SONUC

Somatik hiicre sayis1 ve CMT, meme saglig1 ve siit kalitesinin degerlendirilmesinde
rutinde kullanilan 6nemli uygulamalar olarak bilinmektedir. Bu c¢alisma sonuglarma ve
literatiirdeki mevcut ¢calismalara bakilarak SHS ve CMT uygulamalarinin meme dokusunun
sagligr ve siit kalitesinin degerlendirilmesinde tek basina giivenilir ve yeterli olmadigi
degerlendirilmistir. Bu nedenle giincel aragtirmalar ile giivenilir, ekonomik ve hizli sonug

veren yeni biyobelirteclere ihtiya¢ duyulmaktadir.

Calisma sonuglarit dogrultusunda miR-27a-3p, miR-29B-2 ve miR-148a’nin siit
kalitesinde meydana gelebilecek degisimin ortaya konulmasinda, siit kalitesinin tespitinde
ve tyilestirilmesinde biyobelirte¢ ve hedef olma potansiyellerinin oldugu degerlendirilmistir.
Calisma sonuglar1 ve literatiirdeki ¢alismalar hedef miRNA ’lardan biri olan miR-142-5p’nin
SHS’ye bagh aktivite gosterebilecegi fakat SHS oranmin bu aktivite diizeyini
etkileyebilecegi diisliniilmiistiir. miR142-5p’nin SHS ve siit kalitesi ile iliskisinin daha 1iy1

anlasilmasi icin SHS araliginin daha genis tutulacagi yeni ¢alismalara ihtiya¢ vardir.

Hedef miRNA’larin SHS ve temel siit kalite parametreleri ile iliskisinin daha 1yi
anlasilabilmesi ve siit kalitesinin tespitinde biyobelirte¢ olabilme potansiyeli tasiyan yeni
miRNA’larin tespit edilmesi i¢in genetik ve ¢evre faktdrleri géz oniinde bulundurulacag:

daha fazla calismaya ihtiya¢ duyuldugu diistiniilmiistiir.
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