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ÖZET 

Theileria annulata‟nın (T. annulata) neden olduğu tropikal theileriosis, vektör 

kenelerle bulaĢan ve tüm dünyada sığırlarda yüksek morbidite ve mortalite ile 

seyreden ekonomik öneme sahip bir protozoon hastalığıdır. T. annulata, sığır B 

lenfositleri ve miyeloid hücrelerde immortalizasyon, hiper proliferasyon ve yayılma 

ile karakterize kanser benzeri lökomlara transformasyona yol açma yeteneği ile öne 

çıkan yegâne bir protozoon parazittir. T. annulata‟nın bu yeteneğini açıklamak üzere 

önce yapılmıĢ çalıĢmaların çoğu parazit ile çeĢitli transkripsiyon faktörlerinin yapısal 

aktivasyonu arasındaki iliĢkiye odaklanmıĢtır. Diğer yandan eksozomlar ve 

içerdikleri microRNA‟ların (miRNA) T. annulata‟nın hücresel ve biyopatolojik 

geliĢimi üzerindeki regülatör fonksiyonlarıyla ilgili olarak hücre kültürü temelinde 

sınırlı araĢtırmalar yapılmıĢ ve bazı miRNA‟ların önemli fonksiyona sahip olduğu 

gösterilmiĢtir. Diğer yandan T. annulata ile doğal enfekte sığırların dolaĢımındaki 

eksozomal miRNA‟lar üzerine günümüze kadar herhangi bir çalıĢma bulunmadığı 

dikkati çekmiĢtir. Bu araĢtırma açığına veri sağlamak amacıyla çalıĢmada T. 

annulata ile doğal akut ve subklinik enfekte sığırların dolaĢımındaki eksozomal 

miRNA‟ların araĢtırılması hedeflenmiĢ olup enfekte sığırlarda T. annulata 

enfeksiyonu ile ilgili olarak farklı ifade düzeyi sergileyen miRNA‟ların 

bulunabileceği ve bunların da parazitin hücreleri invaze etmesi ve 
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biyopatogenezindeki    süreçlerle ilgili yolaklarda görev alan genlerin 

regülasyonunda önemli fonksiyonlara sahip olabileceği hipotez edilmiĢtir. 

Bu kapsamda Kayseri‟nin Develi ilçesine bağlı tropikal theileriosis‟in endemik 

seyrettiği bölgelerden non-enfekte, akut ve subklinik enfekte gruplarının teĢekkülü 

için sığırlardan örneklem gerçekleĢtirilmiĢ ve T. annulata yönünden teĢhis paneli 

kullanılarak değerlendirmeleri yapılmıĢtır. Akut ve subklinik enfekte gruplara dahil 

edilen örneklerde T. annulata sporozoit yüzey proteini (TASP) genini içeren 

rekombinant plazmitler kullanılarak standartlar oluĢturulmuĢ ve qPCR analizi ile 

örneklerdeki gen kopya sayısı belirlenerek parazit yükleri hesaplanmıĢtır.  Akut, 

subklinik ve non-enfekte gruplar için belirlenen 15 sığıra ait serum örneklerinin 

beĢerli olarak birleĢtirilmesiyle (parazit yükleri temelinde) her grup için üç 

replikasyon oluĢturulmuĢ ve serum örneklerinden eksozom izolasyonu 

gerçekleĢtirilmiĢtir.  Ġzole edilen eksozomların taramalı elektron mikroskobu (SEM), 

nanopartikül izleme analizi (NTA) ve Western blot analizleriyle karakterizasyonları 

sağlanmıĢtır.  Eksozomal miRNA'ların karakterizasyonu amacıyla yapılan yeni nesil 

dizileme (NGS) analizleri sonucunda çalıĢma gruplarında toplam 288 bilinen 164‟te 

potansiyel yeni miRNA tespit edilmiĢtir. Biyoinformatik analizlerle non-enfekte ve 

enfekte gruplar arasında farklı ifade sergileyen toplam 15 miRNA belirlenmiĢtir. 

NGS analizlerinde artan ifade düzeyi önemli bulunan dört miRNA‟nın (bta-miR-29d, 

bta-miR-122, bta-miR-124a ve bta-miR-136) sığırların dolaĢımındaki ekspresyonel 

farklılıkları ayrıca qPCR analizleriyle teyit edilmiĢtir. Gen ontoloji ve Kyoto Genler 

ve Genomlar Ansiklopedisi (KEGG) analiz sonuçları ilgili miRNA‟ların T. 

annulata‟nın hücreleri enfekte etmesi ve transformasyonunda önemli olduğu bilinen 

tümör büyüme faktörü-beta (TGF-beta) ve tümör nekroz faktör (TNF) sinyal 

yolakları baĢta olmak üzere serin/treonin kinaz ve mitojen aktivasyon protein kinaz 

(MAPK) yolaklarındaki genlerin regülasyonunda önemli görev aldığını göstermiĢtir. 

ÇalıĢma ile ayrıca özellikle bta-miR-29d olmak üzere T. annulata ile enfekte 

sığırlarda ifade düzeyi önemli olan miRNA‟ların hastalığın tanısında potansiyel yeni 

biyobelirteçler olabileceği de gösterilmiĢtir.  

Anahtar kelimeler: Theileria annulata, Eksozom, miRNA, Biyobelirteç, 

Validasyon 
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ABSTRACT 

Tropical theileriosis caused by Theileria annulate (T. annulata) is a protozoan 

disease transmitted by vector ticks, exhibiting high morbidity and mortality in cattle 

worldwide, thus holding economic significance. T. annulata is an important 

protozoan parasite characterized by the ability to transform into cancer-like 

leukocytes, leading to immortalization, hyper-proliferation, and dissemination in 

bovine B lymphocytes and myeloid cells. Previous studies explaining this capability 

have primarily focused on the relationship between the structural activation of 

various transcription factors and the parasite. On the other hand, limited research has 

been conducted on the basis of cell culture regarding the regulatory functions of 

exosomes and the miRNAs they contain on the cellular and biopathological 

development of T. annulata, and some miRNAs have been shown to have important 

functions. On the other hand, it is noteworthy that there is no study to date on 

exosomal miRNAs in the circulation of cattle naturally infected with T. annulata. To 

address this research gap, this study aims to investigate exosomal miRNAs in the 

circulation of naturally acute and subclinically infected cattle with T. annulata. The 

hypothesis is that there may be miRNAs with varying expression levels related to T. 

annulata infection, and these miRNAs could play important roles in regulating genes 

involved in the invasion of parasite cells and the biopathogenesis processes. 

In this context, cattle samples were taken from the regions where tropical theileriosis 

is endemic in Kayseri's Develi district, to establish non-infected, acute, and 
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subclinically infected groups, and they were evaluated using a diagnostic panel for T. 

annulata. Standards were created using recombinant plasmids containing the T. 

annulata sporozoite surface protein (TASP) gene in the samples included in the acute 

and subclinically infected groups, and parasite loads were calculated by determining 

the gene copy number in the samples with qPCR analysis. Three replications were 

created for each group by combining the serum samples of 15 cattle determined for 

the acute, subclinical, and non-infected groups (based on parasite loads) and 

exosome isolation was performed from the serum samples. The isolated exosomes 

were characterized using scanning electron microscopy (SEM), nanoparticle tracking 

analysis (NTA), and Western blot analysis. 

Next-generation sequencing (NGS) analysis was conducted for the characterization 

of exosomal miRNAs. A total of 288 known and 164 potentially new miRNAs were 

identified across the study groups. Bioinformatic analyses revealed 15 miRNAs with 

differential expression between non-infected and infected groups. The increased 

expression levels of four miRNAs (bta-miR-29d, bta-miR-122, bta-miR-124a, and 

bta-miR-136) identified in NGS analyses were further confirmed by qPCR. The 

results of gene ontology and KEGG pathway analyses indicated that these miRNAs, 

particularly bta-miR-29d, are involved in the regulation of genes in signaling 

pathways such as TGF-beta and TNF, as well as serine/threonine kinases and MAPK 

pathways, which are known to be crucial in the infection and transformation of the 

infected cells with T. annulata. 

The study also showed that miRNAs, whose expression levels are important in T. 

annulata-infected cattle, especially bta-miR-29d, may be potential new biomarkers in 

the diagnosis of the disease. 

Key words: Theileria annulata, miRNA, Biomarker, Validation, Next Generation 

Sequencing. 
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1. GĠRĠġ VE AMAÇ 

Theileria annulata‟nın (T. annulata) neden olduğu tropikal theileriosis, tüm dünyada 

sığırlarda yüksek morbidite ve mortalite ile seyreden büyük ekonomik öneme sahip, 

vektör kenelerle bulaĢan bir protozoon hastalıktır. Etken sığırlarda fatal 

lökoproliferatif bir hastalık tablosu Ģekillendirmektedir. T. annulata apicompleksan 

parazitler içerisinde myeloid, dentritik ve B hücreleri gibi konak hücrelerini 

transforme yeteneklerinden dolayı yeganedir. Parazitin sporozoitleri tarafından istila 

edildikten ve makroĢizont evresi geliĢtikten sonra, enfekte konak hücre, kanser 

hücrelerine benzer özellikler gösteren kontrolsüz çoğalma ve metastaz evresine girer. 

T. annulata, konak savunma mekanızmalarını nötralize etmek ve enfektif olma, 

çoğalma ve yayılma kapasitelerini artırmak için sinyal kaskadlarına müdahale ederek 

konak hücrelerinin global gen ekspresyon modellerini değiĢtirebilmektedir. Parazit 

ayrıca konak hücrelerinin miRNomlarını kendi çıkarları doğrultusunda da manipüle 

edebilme yeteneğinde olduğu bazı in-vitro çalıĢmalarda gösterilmiĢtir. Diğer yandan 

parazit-konak iliĢkisinin daha iyi anlaĢılması ve T. annulata‟nın konak hücrelerinin 

manuplasyonundaki moleküler mekanizmaların daha iyi anlaĢılması noktasında son 

yıllarda RNA tabanlı transkriptom çalıĢmalarının artıĢ gösterdiği dikkati 

çekmektedir. Konak patojen interkasiyonundun ana bir bileĢeni olan gen 

ekspresyonlarının miRNA‟lar ile posttranskripsiyonel kontrolü çeĢitli bakteriyel ve 

viral patojenlerin yanısıra T. annulata‟yı da içeren çeĢitli parazitik protozoon ve 

helmintlerde önemi artan bir araĢtırma konusu olmuĢtur. Ekstrasellüler veziküllerin 

en önemlisi olan eksozomlar hücre-hücre iletiĢiminde önemli rollere sahiptir ve 

tümör hücrelerinin vücudun baĢka yerlerine transferine olanak tanıyan metastatik bir 

niĢ oluĢturma kapasiteleri de dahil olmak üzere onkogeneze yol açan çeĢitli 

süreçlerdeki rolleri nedeniyle özellikle çeĢitli kanser tiplerindeki fonksiyonları iyi 

karakterize edilmiĢtir. Eksozomlar, miRNA veya mesajcı RNA (mRNA) gibi protein 
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ve nükleik asitleri içerebilir. Türetildikleri hücre tipine bağlı olarak, hücresel 

iletiĢimdeki rolleri, kargolarının karmaĢık ve dinamik doğasına bağlı olarak 

değiĢebilir. Eksozomlar, infeksiyöz hastalıkların biyolojisinde önem kazanmaktadır 

ve son zamanlarda yapılan bazı çalıĢmalar, eksozomların hem patogenezde hem de 

konak bağıĢıklık tepkilerinin modülasyonunda önemlerini vurgulamaktadır. 

Eksozomlar ayrıca bağıĢıklık tepkilerinin baĢlatılması ve/veya düzenlenmesinde de 

rol oynar. Enfekte hücrelerden antijenik peptitlerin antijen sunan hücrelere 

aktarılmasına aracılık edebilir ve bağıĢıklık yanıtlarının indüksiyonunu ve 

farklılaĢmasını düzenlemek için uyarıcı veya baskılayıcı sinyaller iletebilirler. 

Eksozomların taĢıdıkları, enfeksiyonla iliĢkili biyoaktif moleküllerin ileri teknolojik 

metotlarla identifiye edilmeleri önem arz etmektedir. DolaĢımdaki eksozomal 

miRNA‟lar, patofizyolojik duruma bağlı olarak spesifik ekspresyon yapısı 

karakteristiklerinden dolayı baĢta kanser olmak üzere çeĢitli hastalıkların erken 

dönem teĢhisinde invaziv olmayan etkin biyobelirteçler olarak kullanılmaktadırlar. 

Theileriosis‟in mevcut kontrolü problem teĢkil etmekte olup özellikle konak-parazit 

iliĢkisindeki mekanizmaların daha iyi anlaĢılmasının hastalıkla mücadele noktasında 

yeni yollar sunabileceği literatürde vurgulanmaktadır.  

Günümüze kadar T. annulata ile ilgili eksozomlar ve miRNA bazlı in-vitro zeminde 

sınırlı sayıda araĢtırma yapılmıĢ olmakla birlikte parazitin doğal konağı olan 

sığırlarda eksozomal miRNA‟ların karakterizasyonu ile enfekte sığırlarda farklı ifade 

sergileyen miRNA‟ların tespiti ve regüle ettikleri genlerin yolakları hakkında bir 

araĢtırma yapılmamıĢtır. Bu tez çalıĢmasında T. annulata ile doğal akut ve subklinik 

enfekte sığırların dolaĢımındaki enfeksiyonla ilgili eksozomal miRNA‟ların non-

enfekte sığırlara göre farklı ifade sergileyerek tespit edilebileceği ve bunlardan ifade 

düzeyi önemli bulunan miRNA‟ların potansiyel yeni biyobelirteçler olabileceği 

hipotez edilmiĢtir. ÇalıĢmada ayrıca T. annulata enfeksiyonuna bağlı olarak eksprese 

olan önemli miRNA‟ların gen anotasyonları ile biyolojik proses ve yolaklarda 

zenginleĢtirdikleri genler ve fonksiyonları üzerine özgün çıktılar sağlanmıĢtır.   
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2. GENEL BĠLGĠLER 

2.1 Theileria annulata 

Apicompleksa Ģubesi, omurgalılar ve omurgasızların zorunlu parazitleri olarak 

bilinen karmaĢık ökaryotik organizmaların büyük bir grubunu içerir. Bu 

organizmalar, omurgalı veya omurgasız konakta parazitin istilası ve/veya 

yerleĢmesinde rol oynadığı düĢünülen sekretuar organel içeren apikal bir komplekse 

sahiptirler (Bishop ve ark., 2004). ġube, dört ana gruba ayrılmıĢtır; Coccidia, 

Gregarinasina (gregarins), Haemospororidia (haemosporidianlar) ve 

Piroplasmoridia (piroplasmlar) (Adl ve ark., 2012). Piroplasmorida, evcil ve vahĢi 

hayvanların ekonomik olarak önemli hastalıklarından sorumlu olan Babesia ve 

Theileria olmak üzere iki ana cinsi içerir. Alman mikrobiyoloji uzmanı Robert Koch, 

Theileria soyuna dair ilk gözlemlerin tanıklığını yapmıĢtır. 1897 yılında Doğu 

Afrika'nın Tanzanya Ģehri Darusselam bölgesinde redwater (kızıl su) hastalığını 

araĢtırırken, Giemsa boyama yöntemiyle sığır eritrositlerini inceledi. Ġlk baĢta bu 

hücrelerde Babesia bigemina'nın genç formlarını düĢündü, ancak daha küçük, oval 

ve yuvarlak yapıdaki formlarla karĢılaĢtı. 1901'de Güney Afrika'da patlak veren 

Doğu Sahil Humması (East Coast Fever-ECF) salgınıyla birlikte daha kapsamlı bir 

çalıĢma alanı buldu ve lenfosit içindeki Ģizont aĢamalarını Koch cisimcikleri olarak 

tanımladı. Koch, bu türün etkeninin Rhipicephalus (Boophilus) decoloratus adlı 

keneler olduğunu düĢündü, ancak 1904'te Lounsbury, patojenin R. appendiculatus 

tarafından transtadial Ģekilde aktarıldığını ortaya koydu. 1904'te Theileria, etkeni 

Piroplasma parvum olarak adlandırdı; ancak bu isim, 1907'de Bettencourt, França ve 

Borges tarafından Theileria parva olarak değiĢtirildi. Gonder tarafından 1911'de T. 

parva'nın Ģizontları lenfositler içinde doğrulandı (Neitz, 1957; Norval ve ark., 1992). 

Aynı Ģekilde, 1904 yılında Kafkasya coğrafyasında sığır eritrositleri üzerine 
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araĢtırma yapan Dschunkowsky ve Luhs, yuvarlak olmalarından dolayı etkenleri 

Piroplasma annulatum olarak adlandırdılar. Piroplasma annulatum'da Ģizontlar tespit 

edilirken, Piroplasma bigeminium'da ise iç organlarda Ģizontlara rastlanmadığı 

belirlendi ve Bettencourt, França ve Borges tarafından Theileria soyuna ait T. 

annulata olarak adlandırılması kabul edildi (Norval ve ark., 1992). T. annulata, 

sığırlarda Tropikal Theileriosis'in paraziter etkenidir. Bu hastalık, sığırlarda verim 

kaybına, ölümlere ve buna bağlı olarak büyük ekonomik zararlara yol açar. Yerli 

sığırlarda hastalık genellikle çok patojenik olmasa da özellikle kültür ırkı sığırlar için 

patojen özellikler göstermektedir. Theileria soyundaki türlerin sistematik konumu 

henüz tam olarak çözümlenmemiĢtir. Son yıllarda genetik düzeydeki ilerlemeler, 

Apikomplexa kökenli birçok türün genom dizilimlerinin belirlenmesini içerir ve bu, 

bunların sistematik konusunda yeni bilgiler sunmaktadır. T. annulata'nın sistematik 

konumu, Levine (1988)'e göre aĢağıdaki gibi açıklanmıĢtır: 

Alem: Animale 

Alem altı: Protozoa 

Anaç: Apicomplexa 

Sınıf: Sporozoea 

Sınıf altı: Piroplasmia 

Dizi: Piroplasmida 

Aile: Theileriidae 

Soy: Theileria 

Tür: T. annulata (Dschunkowsky ve Luhs, 

1904) 

Theileria annulata, ilk olarak 1904 yılında Transkafkasya'daki sığırlarda keĢfedildi 

(Dschunkowsky 1904). Parazitin omurgalı konaktaki Ģizont döneminin 

tanımlanmasıyla birlikte T. annulata adını aldı (Bettencourt, 1907). T. annulata, 
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tropikal theileriosis, Akdeniz sahil humması veya tropikal piroplasmosis gibi çeĢitli 

isimlerle bilinen hastalığın etkenidir. Bu parazit, sığır, manda, zebu ve bizonların kan 

hücrelerini enfekte etmektedir (Mimoğlu ve ark., 1969). T. annulata, Kuzey Afrika, 

Güney Avrupa, Hindistan ve Türkiye dahil olmak üzere Orta Doğu ve Asya'da geniĢ 

bir yayılım göstermektedir (Ġnci ve ark., 2002) (ġekil 2.1). Hastalığın bu kadar geniĢ 

bir coğrafyada görülmesi, çevresel koĢulların T. annulata'nın vektörü olan 

Hyalomma soyuna ait Ixodid keneler için uygun olmasından kaynaklanmaktadır 

(Purnell, 1978). Keneler tarafından taĢınan hastalıklar, tropikal ve ılıman bölgelerde 

büyük ekonomik kayıplara neden olmaktadır (de Castro, 1997). T. annulata, 

transstadial olarak taĢınan iki veya üç konaklı özellik gösteren keneler tarafından 

nakledilir (Ġnci ve ark., 2016). Hastalığın nakledilmesinde rol oynayan 15 adet 

Hyalomma soyuna ait tür belirlenmiĢtir (Robinson, 1982).  

 

ġekil 2.1 Theileria annulata‟nın coğrafi dağılımı (http://www.cfsph.iastate.edu) 

2.2 Theileria annulata’nın Morfolojisi 

Theileria türlerinin eritrosit içinde bulunan piroplazm formları, morfolojik olarak 

yuvarlak, çomak, oval, haç, anaplasmoid ve virgül Ģekillerinde olabilmektedir 

(Mimoğlu ve ark., 1969, Uilenberg, 1981). T. annulata'nın Ģizont (ġekil 2.2) ve 

piroplazm (ġekil 2.3) (eritrositik) formları arasında morfolojik farklılıklar 

bulunmaktadır. Lenf yumrusu ve dalaktaki lenfositlerde bulunan Ģizontlar ortalama 8 

μm çapındadır. MakroĢizontlardaki kromatin taneleri (çekirdekler) 0.4-1.9 μm, 

mikroĢizontların ise 0.3-0.8 μm boyutundadır. Piroplazm formlarının çoğu (%70-80) 



 

6 

 

oval, yuvarlak veya yüzük Ģeklindedir. T. annulata piroplazmları genellikle orta 

boylu, yuvarlak ve oval formlarda görülür. Geri kalan etkenlerin çoğu toplu iğne 

veya virgül Ģeklindedir. Oval olanlar 2x0.6 μm boyutundadır. Bir eritrositte birden 

fazla piroplazm görülebilir. 

 

ġekil 2.2 Theileria annulata'nın lenf aspiratından hazırlanan giemsa boyamasındaki Ģizont 

formu (orjinal). 
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ġekil 2.3 Theileria annulata'nın perifer kandan hazırlanan giemsa boyamasındaki pirolasmik 

formu (orjinal). 

2.3 Theileria annulata’nın YaĢam D ngüsü 

Theileria annulata’nın kene ve ruminantlarda farklı morfolojik geliĢme 

basamaklarına sahip karmaĢık bir yaĢam döngüsü bulunmaktadır (ġekil 2.4). Farklı 

Theileria türlerinin biyolojisindeki çeĢitlilik, geliĢme basamaklarının zamanlaması ve 

replikasyon seviyelerinde ortaya çıkmaktadır (Shaw, 2002). Theileria cinsine ait 

türlerin vektörleri Ixodidae (sert kene) keneleridir. T. annulata'nın yaĢam döngüsü, 

omurgalı konakta Ģizogoni ve merogoni, ardından vektör olan kenelerde gametogoni 

ve sporogoni dönemlerini içeren dört temel evreden oluĢmaktadır (Sayın ve ark., 

2000; Sayın ve ark., 2003; Sayın ve ark., 2004). 
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ġekil 2.4 Theileria annulata’nın vektör kene ve omurgalı konaktaki yaĢam döngüsü (Mans 

ve ark., 2015‟ten modifiye edilmiĢtir) 

2.4 Vekt r Kenedeki GeliĢme 

Transstadial nakil, bazı kene kaynaklı patojenlerin (TBP) vektör kenenin bir geliĢme 

basamağında alınmalarını, takip eden geliĢme basamağına geçmelerini ve bu 

basamakta TBP‟nin omurgalı konak için enfektif formlarının oluĢmasını kapsar. 

Diğer bir ifadeyle aç larva veya aç nimf döneminde alınan TBP, gelecek geliĢme 

döneminde duyarlı konağa nakledilir. Örneğin; Theileria parva‟nın piroplasmik 

formları üç konutlu R. Appendiculatus kenesinin larva veya nimf geliĢme 

dönemlerinde alınır, vektör kenede seksüel bir geliĢmeden sonra sadece sığırlar için 
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enfektif form sporozoitler oluĢur ve sporozoitler takip eden kene geliĢme 

basamağında bir baĢka duyarlı sığıra transstadial nakledilirler (Ġnci ve ark., 2016).  

Vektör kene, enfekte bir hayvandan kan emerken eritrositlerle birlikte etkeni de alır. 

T. annulata'nın, ilk kez Cezayir'de yapılan bir çalıĢmada, ixodid bir kene olan 

Hyalomma detritum tarafından nakledildiği gösterilmiĢtir (Sergent, 1928). Tropikal 

theileriosis'i nakleden keneler arasında en önemlileri Hyalomma anatolicum 

anatolicum ve Hyalomma detritum keneleridir (Uilenberg, 1981; Ġnci ve ark., 2016). 

T. annulata, keneler tarafından transtadial olarak nakledilir. Keneler, larva veya nimf 

dönemlerinde enfekte hayvanlardan kan emerken aldıkları etkenleri, gömlek 

değiĢtirip bir sonraki geliĢme dönemine geçtiklerinde omurgalı konaklara 

nakledebilirler (Ġnci ve ark., 2016). Hyalomma excavatum keneleri deneysel Ģartlarda 

T. annulata'yı nakledebilir, ancak doğal ortamda bu kenenin larva ve nimfleri 

kemirgenlerden kan emdikleri için olgunları hastalığı nakledecek yetenekte değildir 

(Barnett, 1977). Keneler tarafından alınan eritrositler, bağırsakta lize olarak 

içerdikleri etkenleri ortaya çıkarır. Burada gametositler oluĢur ve her bir 

mikrogamonttan bölünmeyle dört adet mikrogamet meydana gelir. Makrogamont, 

bölünmeden geliĢerek makrogameti oluĢturur. Kene barsağında mikrogamet, 

makrogameti dölleyerek zigotu meydana getirir. Zigotun görülmesinden sonraki 12-

15 gün içinde, parazitin hareketli formu olan kinetler, kenenin hemolenfine geçerek 

tükürük bezlerine doğru göç eder (Schein ve Friedhoff, 1978). Parazitin yaĢam 

çemberinde tek diploid dönem zigot ve kinet dönemleridir. Barsak zarını delen kinet, 

hemolenf yoluyla tükürük bezi asini hücrelerine girerek sporont formunu alır ve 

sporonttan sporoblast oluĢur. Theileria parva'da çekirdek bölünmesi kinet daha 

tükürük bezine gitmeden önce baĢlarken, T. annulata'da çekirdek bölünmesi kinet 

tükürük bezine gittiğinde baĢlamaktadır. Bu sırada kene gömlek değiĢtirmesini 

tamamlar. Sporoblastın geliĢmesini sürdürebilmesi için bir sonraki safhaya geçen aç 

kenenin kan emmesi gerekmektedir. Bu esnada kene duyarlı bir konaktan kan 

emerse, eĢeysiz bölünme olan sporogoni ile binlerce sporozoit meydana gelir. 

Sporozoitler, kenenin tükürük kanallarına gelerek kan emdiği duyarlı konağa ikinci 

veya üçüncü günlerde nakledilir. Kenede sporogoni dönemi baĢladıktan sonra oluĢan 

sporozoitler, kenenin asini hücrelerini parçalayarak kenenin tükürüğünde serbest hale 
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geçerler. Her bir enfekte asini hücresinde yaklaĢık 40 bin sporozoit oluĢabilmektedir 

(Young ve ark., 1992). Memeli konağa aktarılan sporozoitler, lenfoid hücrelere 

girerek burada çok çekirdekli sinsityal Ģizont formunu alır. Bu aĢama, aynı zamanda 

hücre transformasyonu ve proliferasyonun indüklendiği safhadır (Shaw, 2002). 

2.5 Omurgalı Konakta GeliĢme 

Vektör keneler, enfektif form olan sporozoitleri sığırdan kan emerken 

nakletmektedirler. Bazen, konjenital yolla anneden buzağıya etkenin nakledilmesi 

mümkündür (Levine, 1988). Sporozoitler, kenenin kan emmesi sırasında en yakın 

lenfoid hücrelere girmektedir. Bu olay, kene kan emmeye baĢladıktan sonraki 

dönemde yavaĢça meydana gelir. Theileria parva, B ve T lenfositleri enfekte 

ederken, T. annulata ise B lenfositleri ve monositleri enfekte etmektedir (Baldvin ve 

ark., 1988). Sporozoitin lenfosit hücresine giriĢi temel olarak üç aĢamada gerçekleĢir. 

Bu aĢamalar (ġekil 2.5); bağlanma, membranla kaplanıp hücre içine alınma ve 

membranın lize edilerek konak hücre sitoplazmasına serbestçe yerleĢme aĢamalarını 

içermektedir (Shaw, 2002). Sporozoit ve konak hücre arasındaki etkileĢimde rol 

oynayan birçok sporozoit yüzey proteini bulunmaktadır. Bağlanma gerçekleĢtikten 

sonra, lenfosit hücresi yüzey membranı ile sporozoitin etrafı kısmen kaplanır ve bu 

Ģekilde sporozoit hücre içine alınmaya baĢlar. Daha sonra hücre içine giren 

sporozoitin yüzeyi, lenfosit hücresinin membranıyla tamamen kaplanır. Parazit, bu 

membranı lize ederek kurtulur ve lenfosit hücresi sitoplazmasına serbestçe yerleĢir. 

Parazitin etrafını saran lenfosit hücre membranından kurtulması ve salgı 

organellerinin (rhoptry ve mikrosfer) salgılama yapması, eĢ zamanlı olarak 

gerçekleĢir. Bu esnada lenfosit hücresinden köken alan mikrotübüllerle parazitin 

etrafı sarılır (Shaw, 2002). Lenfosit hücresi sitoplazmasına serbest olarak yerleĢen 

parazit, iki veya üç gün içerisinde çok çekirdekli makroĢizont formuna farklılaĢır. 

MakroĢizont formlarının görülmesi ve lenfosit transformasyonunun baĢlaması 

birbiriyle kesiĢen olaylardır (Shiels ve ark., 2006). Theileria’nın parazitin konak 

hücrede meydana getirdiği transformasyon; apoptozis, bölünme ve gen ifadesini 

düzenleyen sinyal transdüksiyon yollarına etki eder. T. annulata ve T. parva, 

transformasyona uğramıĢ lenfosit hücresinde programlı hücre ölümünün inhibe 

edilmesini ya da tam tersine aktive edilmesini uyararak kendisinin hücre dıĢına 
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salınımını sağlar ve böylece yaĢam döngüsüne devam edebilir. Konak hücre 

apoptozisinin inhibe edilmesi ya da kontrolsüz konak hücre bölünmesinden sorumlu 

olan parazit kaynaklı faktörler hala bilinmemektedir (Shiels ve ark., 2006). 

Heussler‟e (2002) göre, enfekte olan hücrelerin tamamen transforme olmuĢ hale 

gelmesi için dört ana olay gerçekleĢmelidir. Bunlar; hücre dıĢından gelen büyüme 

uyarıcı sinyallere karĢı bağımsız olmak, tümör baskılayıcı protein aktivitesine karĢı 

dirençli hale gelmek, programlı hücre ölümüne karĢı direnç geliĢtirmek ve sınırsız 

çoğalma kapasitesi elde etmektir.  

 

ġekil 2.5 Theileria annulata sporozoitinin lenfosit ve monosit hücresine giriĢi (Shaw, 

2002‟den modifiye edilmiĢtir) 

2.6 Tropikal Theileriosis’de Tanı ve Tedavi 

Hastalığın teĢhisi genellikle klinik ve makroskobik bulgulara dayanarak, yaz 

aylarında hayvan üzerinde görülen kene varlığına odaklanılarak yapılır. Laboratuvar 

koĢullarında en sık kullanılan yöntem, kan frotisinin giemsa ile boyanması ve lenf 

veya karaciğer biyopsisinde Ģizontların veya kanda piroplazmik formların 
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mikroskobik inceleme ile tanının konmasıdır (Sergent, 1945; Pipano, 1994). 

Hastalığın erken evrelerinde hazırlanan kan frotilerinde, piroplazmlarla enfekte 

eritrositler bazen hiç görülmeyebilir; bu durum, taĢıyıcı konumundaki hayvanlarla 

kolayca karıĢabilir. T. annulata enfeksiyonlarıyla iliĢkilendirilen, periferik kandan 

hazırlanan frotilerde Ģizontlara nadiren rastlanır. Piroplazmlarla enfekte eritrosit 

sayısı hastalığın ilerleyen aĢamalarında artar ve %90 seviyelerine ulaĢabilir. Hastalığı 

atlatan hayvanlarda piroplazmlar uzun süre kan dolaĢımında kalabilir; ancak bu 

kalıcı piroplazmların doğrudan mikroskop altında teĢhisi her zaman mümkün 

olmayabilir (Pipano ve ark., 1974). 

Theileria annulata'ya karĢı oluĢturulan antikorların belirlenmesinde yaygın olarak 

kullanılan serolojik yöntem, indirekt floresan antikor (IFAT) testidir. IFAT testinde, 

piroplazm veya hücre kültürlerindeki Ģizontlardan elde edilen örnekler antijen olarak 

kullanılır. IFA testi, prevalans çalıĢmaları ve aĢılanmıĢ hayvanlardaki antikor 

yanıtının belirlenmesinde sıkça kullanılan bir testtir (Pipano ve ark., 1974). 

Mikroskobik olarak kan frotilerinde piroplazmların belirlenmesine göre, IFA testinin 

daha etkili bir yöntem olduğu gösterilmiĢtir (Darghouth ve ark., 1996). Ancak, bazı 

diğer Theileria, Babesia ve Anaplasma cinslerine ait piroplazmlarla belirli oranlarda 

çapraz reaksiyon görülmesi, testin özgüllüğünü olumsuz etkilemektedir (Burridge ve 

ark., 1974; Kiltz ve ark., 1986; Kocan ve ark., 2000). 

Enzim bağlantılı immunosorbent test (ELISA), hastalıkların tanısı ve epidemiyolojik 

çalıĢmalarda kullanılan ve IFA testine göre daha duyarlı ve özgün olan bir 

yöntemdir. ELISA, daha fazla örneğin incelenebilmesi, maliyet açısından daha 

avantajlı olması gibi nedenlerle tercih edilmektedir (Kemeny ve Chantler, 1988). 

Tropikal theileriosis'in görüldüğü hayvanlarda, etkene karĢı oluĢan antikorların 

belirlenmesi amacıyla bu yöntemle yapılmıĢ çalıĢmalar bulunmaktadır (Prasanth ve 

ark., 1995; Beniwal ve ark., 1997). Son yıllarda parazitin omurgalı konaktaki farklı 

yaĢam dönemlerine ait antijenler belirlenmiĢ ve bunlar ELISA testlerinde 

kullanılmıĢtır (Schneider ve ark., 2007). 

Rekombinant DNA çalıĢmaları, parazite özgü DNA bölgelerinin plazmid vektörlere 

klonlanması sayesinde, enfekte hayvanlarda Theileria DNA'sının varlığını belirleme 
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imkânı sağlamaktadır (Allsopp ve ark., 1993). Parazite ait piroplazm ve Ģizont 

dönemlerinin morfolojik farklılıklarına dayanarak tür ayrımları yapılamayan 

durumlarda, yine bu yöntemler aracılığıyla parazit türleri ve bu türlere ait farklı 

suĢların ayrımı mümkün hale gelmiĢtir (Norval ve ark., 1992). Vektör kenelerde ve 

omurgalı konaklarda parazitin teĢhisi için birden fazla polimeraz zincir reaksiyonu 

(PZR) yöntemi kullanılmıĢtır (de Kok ve ark., 1993; Ilhan ve ark., 1998). 

Tropikal theileriosis tedavisinde en etkili ilaç olarak kabul edilen buparvaquone, 

çeĢitli çalıĢmalarda kanıtlanmıĢtır (McHardy ve ark., 1985; Singh ve ark., 1993). 

Deneysel olarak enfekte edilmiĢ sığırlarda yapılan çalıĢmalarda, 5 mg/kg veya 2.5 

mg/kg dozlarda intramusküler tek dozluk enjeksiyonun, hastalığa sebep olan Ģizont 

ve piroplazmlara karĢı etkili olduğu gösterilmiĢtir (Singh ve ark., 1993). Ancak, 

buparvaquone ve parvaquone'un sırasıyla %90 ve %80 iyileĢtirme oranlarına sahip 

olduğu belirlenmiĢtir (Muraguri ve ark., 1999). 

2.7 Klinik Bulgular ve Patogenez 

Tropikal theileriosis'in inkübasyon periyodu genellikle 9-25 gün arasında değiĢkenlik 

göstermektedir. Enfeksiyonun Ģiddeti, hastanın ırkına ve parazit suĢunun virulansına 

bağlı olarak farklılık göstermektedir (Sergent, 1945; Rayfi ve ark., 1965). BağıĢıklık 

geliĢtiren hayvanlarda klinik bulgular genellikle hafif seyreder veya hiç görülmez; bu 

durumda hayvan, kendiliğinden iyileĢebilir (Pipano, 2006). Özellikle hastalığın 

patogenezinde metastazik özellik çok önemlidir. Daha çok kanser hücreleri için 

kullanılan bu terim, son zamanlarda kanser hücreleri gibi davrandığı sanılan 

Theileriosis için de kullanılmaktadır. Tıpkı kanser hücrelerinin metastaz ve 

invazyonunda rol oynayan Matrix Metalloproteinazların (MMPs) Theileria Ģizontları 

ile enfekte lenfoid hücrelerde de bulunduğunun ve aynı Ģekilde rol oynadığının 

saptanmasıyla theileriosis‟in de metastazik davranıĢlar sergileyebileceği 

düĢünülmektedir. Theileria enfeksiyonlarında 7 adet konak matriks metalloprotein 

aktivitesi bulunmuĢ olup bunların arasında MMP9 önemli bir yere sahiptir. Bu 

durum, sığır theileriosisinde patolojik özelliklerin açıklanmasında önemli bir etkiye 

sahiptir (Ġnci ve ark., 2012). Bunun yanında hastalığın patagonezinin oluĢmasında 

hücreler arası iletiĢimde Toll-like reseptörlerinde (TLR) önemi vurgulanmıĢtır (Ġnci 
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ve BiĢkin, 2007). Yine hastalığın patogenezinde apoptozis mekanizmasının inhibe 

edilmesi önemli bir yer tutmaktadır. Theileria türleri tarafından apoptozisin 

inhibisyon mekanizması; NF-KB, JNK ve protein kinaz A (PKA)‟nın aktivasyonuyla 

iliĢkilidir. Theileria türlerinin konak hücre proliferasyonunu indüklenmesi ve 

apoptozisi inhibe edebilme kabiliyeti, T ve B hücreleri ile makrofajların parazitler 

tarafından enfekte edilmesini takiben reverzible bir transformasyon ile iliĢkili olduğu 

bildirilmiĢtir (Ġnci ve ark., 2009). 

 Hastalık, klinik belirtilere göre hafif, perakut, akut, subakut ve kronik olarak 

sınıflandırılmaktadır (Sergent, 1945). Genel belirtiler arasında yüksek ateĢ, kenenin 

kan emdiği bölgedeki yüzeysel lenf nodüllerinde büyüme, parazitemi sırasında 

eritrosit sayısında azalma nedeniyle Ģiddetli anemi, mukozalarda peteĢiyal 

kanamalar, ruminasyonun durması ve seröz burun akıntısı bulunmaktadır. T. 

annulata, B lenfosit hücrelerini ve monositleri enfekte etmektedir (Baldwin ve ark., 

1988). Transforme olmuĢ enfekte hücreler, lenf nodüllerinin morfolojisini ve 

fonksiyonunu bozmaktadır (Campbell ve ark., 1995). Ayrıca, bu enfekte hücreler 

lenfoid dokular yoluyla yayılarak kalp, akciğer ve beyin gibi lenfoid olmayan 

organlarda hemorajik lezyonlara neden olmaktadır (Forsyth ve ark., 1997). En 

belirgin makroskobik lezyonlar arasında subkutan doku ve serozalarda peteĢiler, lenf 

nodüllerinde hiperplazi, splenomegali, karaciğerde geniĢleme ve sarı renk oluĢumu, 

idrar kesesinde büyüme, epiendokardiyal peteĢi ve ekimozlar, böbrek korteksinde 

gri-beyaz odaklar yer almaktadır. Hastalığın en belirgin bulgularından biri, 

abomasumda görülen sigara yanığı Ģeklindeki ülserlerdir. Bu ve benzeri ülserlere 

ince ve kalın barsak boyunca rastlanabilir. Akciğerler genellikle ödemlidir. Duyarlı 

sığırlarda ölüm oranı, parazitin virulansına bağlı olarak %40-60 arasında 

değiĢmektedir ve genellikle klinik belirtilerin gözlemlenmesinden sonraki 7-14 gün 

içinde gerçekleĢmektedir (Uilenberg, 1981). Hastalığı atlatan hayvanlar, paraziti 

uzun süre taĢıyıcı olarak kalabilirler (Sergent, 1945). 

2.8 Ekonomik Etki 

Doğu sahili humması (ECF), Ruanda, Güney Sudan, Kenya, Zimbabve, Tanzanya, 

Uganda, Burundi, Kongo Demokratik Cumhuriyeti, Mozambik, Zambiya ve Malavi 
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gibi ülkelerde hala akut ve genellikle ölümcül bir hastalık olarak varlığını 

sürdürmektedir (Malak ve ark., 2012). ECF ile iliĢkilendirilen yıllık ekonomik 

kayıplar yaklaĢık olarak 300 milyon Amerikan doları civarındadır ve ölüm 

anlamında sığır kaybı yılda yaklaĢık bir milyon sığıra ulaĢmaktadır (McLeod ve ark., 

1999). Dünya genelinde yaklaĢık 250 milyon sığır, Tropikal theileriosis riski 

altındadır (Erdemir ve ark., 2012). Tropikal theileriosis, hastalıkla iliĢkilendirilen 

ölüm, azalmıĢ süt verimi, kilo kaybı, düĢükler ve hastalıkla iliĢkili kontrol maliyetleri 

göz önüne alındığında ciddi ekonomik etkisi vardır (Gharbi ve ark., 2015). Ġnci ve 

ark. (2007) Kapadokya yöresinde tropikal theileriosis‟e bağlı ekonomik kayıpların 

590.000 doların üzerinde olduğu (Ġnci ve ark., 2007), bu miktarın Hindistan‟da 800 

milyon doların üzerine ulaĢtığı rapor edilmiĢtir (Brown ve ark., 1997). Bu nedenle 

etkili ve sürdürülebilir kontrol için en iyi yol hastalığın önlenmesidir (Gharbi ve ark., 

2015).  

2.9 Ekstraselüler Veziküller 

Ekstraselüler veziküller (EVs), eksozomlar da dahil olmak üzere hücreler arası 

doğrudan temas olmadan bilgi alıĢveriĢini mümkün kılan hücresel iletiĢimin temel 

araçlarından biri olarak bilinmektedirler (Ġnci, 2018). Uzun süre hücresel artıklardan 

baĢka bir Ģey olarak kabul edilen ve hücrelerin "çöp kutuları" olarak iĢlev gördüğüne 

inanılan ektraselüler veziküller (EV'ler) günümüzde yoğun bir araĢtırmanın konusu 

olmuĢur. EV'ler, bir fosfolipid çift tabaka ile çevrili küçük veziküllerdir ve bakteriler 

ve arkea dahil olmak üzere tüm hücresel organizmalar tarafından salınır, tüm yaĢam 

alanlarını kapsarlar (Toyofuku ve ark., 2019). Erken 2000'li yılların baĢlarından bu 

yana, birkaç EV alt türü tanımlanmıĢ olup bu EV‟lerin özellikleri ve iĢlev 

çeĢitlilikleri gösterilmiĢtir (Théry ve ark., 2018; Verweij ve ark., 2021; van Niel ve 

ark., 2022). EV'lerin iki ana sınıfı vardır ve bunlar biyojenez yoluna göre ayırt edilir 

(ġekil 2.6). 
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 ġekil 2.6. Biyojenez yoluna göre EV‟lerin iki ana sınıfı (Buzás, 2022‟den düzenlenmiĢtir). 

Ekzosomlar, çoklu veziküler cisimlerin (MVB'ler) veya amfizomların içe doğru 

tomurcuklanmasıyla intraluminal veziküller (ILV'ler) olarak oluĢur ve endozomal 

membranın plazma membran ile birleĢmesini takiben salınmaktadırlar (Mathieu ve 

ark., 2019; Jeppesen ve ark., 2019; van Niel ve ark., 2022). Bu süreç, memelilerde 

endozomal taĢıma için gereken endozomal ayırma kompleksleri (ESCRT) tarafından 

yönetilen iyi tanımlanmıĢ bir mekanizmayı içerir (Jadli ve ark., 2020). ESCRT, 

ekzosom salınımında merkezi bir rol oynarken, ESCRT bağımsız yollar da rapor 

edilmiĢtir. Bu yollar arasında ceramide mikrodan bağımlı ekzosom biyogenez 

örnekleri (Trajkovic ve ark., 2008) ve tetraspanin protein ailesi üyelerini (örneğin, 

CD63) içeren bir yol bulunmaktadır (Andreu ve Yáñez-Mó, 2014). Ayrıca çeĢitli 

biyogenez sistemlerinin bir arada çalıĢtığı hibrit mekanizmalar da olabilir (de la 

Torre-Escudero ve ark., 2016). Son kanıtlar, endoplazmik retikulum (Barman ve ark., 

2022) ve nükleer zar (Arya ve ark., 2022) katılımını göstermektedir, bu da 

ekzosomların çeĢitli hücresel kökenleri için potansiyel göstermektedir. Diğer bir EV 
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türü, genellikle ektosomlar olarak bilinen, plazma membranın doğrudan dıĢa doğru 

tomurcuklanmasından kaynaklanan vezikülleri içermektedir. 

Farklı biyogenetik yollar için özel moleküler belirteçler eksik olduğundan, EV'lerin 

biyogenezine dayalı olarak tanımlanması zordur. Bunun yerine, EV'leri biyokimyasal 

ve biyofiziksel özelliklerine göre ayırt etmek için iĢlevsel terimler önerilmiĢtir 

(Théry ve ark., 2018). EV'lerin dikkate değer heterojenliği, farklı biyogenez 

yollarının yanı sıra hücre kökenlerinin, hücrelerin aktivasyon durumunun ve iĢlevsel 

durumunun aĢırı çeĢitliliğinden kaynaklanmaktadır. Önemli olan Ģudur ki, bunlar 

aynı zamanda nekroptoz, apoptoz ve piroptoz gibi farklı hücre ölüm 

mekanizmalarının bir sonucu olarak salınan vezikülleri de içermektedirler (Tablo 

1.1). EV'ler, tükürük, kan, asit, anne sütü, beyin omurilik sıvısı ve idrar gibi vücut 

sıvılarında bulunmaktadır (Pisitkun ve ark., 2004; Caby ve ark., 2005; Keller ve ark., 

2006; Vella ve ark., 2008) ve burada çeĢitli fizyolojik ve patolojik süreçlere katkıda 

bulunurlar. Ayrıca, EV'ler, doku kültürü süpernatantlarında yüksek 

konsantrasyonlarda bulunmaktadırlar. (Yuana ve ark., 2010; Dragovic ve ark., 2011; 

Van der Polve ark., 2012). EV alt türlerinin sınıflandırılması, evrensel alt tür özgü 

belirteçlerin eksikliği ve çoğu izolasyon prosedürünün bu belirteçlere dayanması 

nedeniyle kısmen zorlayıcı ve tutarsızdır (Raposo ve Stahl 2019). En yaygın EV 

tipleri, küçük EV'ler (endozomal veya plazma membran kökenli) ve 

mikroveziküllerdir. 

 

Tablo 2.1. Ekstraselüler veziküllerin boyut temelli kategorileri (Buzás, 2022). 

Özellik  Small EVs Medium EVs Large EVs 

Çap ~ 50 – 150 nm ~ 200 – 800 nm 1,000 nm 

Biyojenezi 

Endozomal 

(eksozomlar) ancak bazı 

küçük EV'ler plazma 

zarından (ektozomlar) 

türetilebilir. 

Plazma zarından 

türetilen ektozomlar 

Plazma zarından 

türetilen ektozomlar 

(bazıları endozomal 

küçük EV'ler 

taĢıyabilir) 

Örnekler Eksozomlar, küçük Mikropartiküller, Apoptotik cisimcikler, 
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ektozomlar (Mathieu ve 

ark., 2021), siliyer 

ektozomlar (Cao ve ark., 

2015), mikroveziküller 

(Wang ve Lu, 2018) 

FDC'den türetilen 

ikozomlar, T hücresi 

mikrovillus 

parçacıkları (Kim ve 

ark., 2018), uzun 

nötrofilden türetilen 

yapılar (Marki ve 

ark., 2021), 

salgılanan orta vücut 

kalıntıları (Rai ve 

ark., 2021) 

büyük onkozomlar (Di 

Vizio ve ark., 2012), 

boncuklu apoptopodia 

(Atkin-Smith ve ark., 

2019), migrasomlar 

(Ma ve ark., 2015), 

ekshoferler 

(Melentijevic ve ark., 

2015), blok halinde 

salınan virüs kümeleri 

(Kerviel ve ark., 

2021), blok halinde 

salınan MVB benzeri 

EV kümeleri (Valcz ve 

ark., 2019), salgı 

otofagozomları (van 

Niel ve ark., 2022), 

sitoplastlar (Yipp ve 

ark., 2012) 

 

2.10 Ekstraselüler Veziküllerin Genel BileĢimi ve Ġçeriği 

2.10.1 Protein BileĢimi 

ÇeĢitli hücrelerden, in vivo ve in vitro olarak elde edilen ve çeĢitli organizmalardan 

elde edilen EV'lerin proteomik çalıĢmaları, farklı EV alt kümeleme yoğunluğunda 

bulunan geniĢ proteomik protein listelerini ortaya koymuĢtur. EV örneklerinde sıkça 

bulunan bazı proteinler genel EV belirteçleri olarak kabul edilir. Bunlar arasında 

tetraspaninler (CD9, CD63, CD81, CD89), 14-3-3 proteinleri, endozomal taĢıma için 

gerekli olan ESCRT-3 bağlayıcı proteinler Alix ve Tsg101 ve ısı Ģok proteinleri, aynı 

zamanda sitoskeleton proteinleri olan β-aktin, kofilin, myozin ve tubulin 

bulunmaktadır (Witwer ve ark., 2013). Ayrıca, metabolik proteinler olan gliser 

aldehit 3-fosfat dehidrogenaz (GAPDH) ve enolaz 1 (ENO1) ortak EV belirteçleridir 

(Simons ve Raposo 2009; Théry ve ark., 2009; Cocucci ve ark., 2009; Mathivanan ve 
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ark., 2010; Beyer ve Pisetsky 2010; Bobrie ve ark., 2011; Chaput ve Théry 2011; 

Record ve ark., 2011). Birçok EV ayrıca MHC sınıf I ve II proteinlerini taĢır, bu da 

onların naif lenfositlere antijen sunumuna katkıda bulunabileceği fikrini destekler 

(Utsugi-Kobukai ve ark., 2003; Qazi ve ark., 2009; Urbanelli ve ark., 2013). 

Önemli bir Ģekilde, EV'lerin çeĢitli sitokinleri ve kemokinleri ya iç yük olarak 

(Fitzgerald ve ark., 2018) ya da yüzeye bağlı olarak (Lima ve ark., 2021) taĢıdığı 

gösterilmiĢtir. ġaĢırtıcı olmayan bir Ģekilde, sitokin içeren EV'lerde bulunan çözünür 

mediatörlerin seçimi, ana hücrenin hücresel kökeni ve aktivasyon durumuna son 

derece bağlıdır. Sitokinlerin veziküller içinde kapsüllenmesi, enzimatik bozunmadan 

koruma sağlar ve potansiyel olarak bunların uzak hücrelere iletilmesine izin verebilir 

(Buzas, 2022). 

Ancak, kullanılan izolasyon yöntemlerinin çeĢitliliği, kurtarılan EV'lerin alt tiplerini 

ve homojenliğini büyük ölçüde etkiler ve bu da sonuçta elde edilen protein profili 

üzerindeki etkiyi sınırlayarak çalıĢmalar arasında karĢılaĢtırma yapmayı zorlaĢtırır. 

Protein profilleri, EV'lerin hücresel kökenini ve biyogenez yolunu temsil edebilir ve 

bu nedenle farklı EV alt tiplerine özgü olabilir, ancak EV'lere özgü tek bir protein 

belirteci bulunmamaktadır (Yáñez-Mó ve ark., 2015). 

2.10.2 RNA Ġçeriği 

Hücre dıĢı ortamda, RNA serbest RNA olarak dolaĢırken, protein komplekslerine 

bağlı veya EV'ler içinde kapsüllenmiĢ olarak bulunmuĢtur. ÇeĢitli RNA türlerinin 

EV'ler içinde lokalize olduğu bildirilmiĢtir, bunlar arasında haberci RNA (mRNA), 

mRNA fragmentleri ve uzun kodlamayan RNA (lncRNA)‟dır. Bunların yanısıra, 

mikroRNA (miRNA), piwi ile etkileĢen RNA (piRNA), ribozomal RNA (rRNA) ve 

transfer RNA (tRNA) fragmanları, Y RNA ve vault RNA (vtRNA) gibi çeĢitli küçük 

kodlamayan RNA'ları (snRNA'lar) da içermektedirler. EV'lerde bulunan mRNA'lar 

tipik olarak 700 nükleotidden (nt) daha uzun değildir (Chen ve ark., 2010, Batagov 

ve Kurochkin 2013) ve hedef hücrede bir kez çevrilebilir ve fonksiyonel kalabilirler 

(Ratajczak ve ark., 2006, Valadi ve ark., 2007). EV'ler, miRNA bağlama sitelerini 

içeren 3'UTR mRNA fragmentleri açısından zengindir. Bu nedenle, alıcı hücre 

RNA'sı ile regülatör miRNA'ların bağlanması için rekabet edebilecekleri öne 
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sürülmüĢtür ki, bu da RNA stabilitesine ve çevirime katkıda bulunabilir (Batagov ve 

Kurochkin 2013). 

miRNA'lar genellikle EV'lerin ayrılmaz bileĢenleri olarak tanımlanır. YaklaĢık olarak 

22 nt uzunluğunda olan miRNA'lar, gen ifadesinin düzenleyicileri olarak iĢlev görür. 

Özellikle, miRNA'lar argonaut proteinleri (Ago) tarafından bağlanır, RNA nedenli 

susturma kompleksi (RISC) tarafından çekilir ve onların seed dizisi (genellikle 

miRNA'nın 5´-ucundan nükleotid 2-7'ye kadar olan bölge) mRNA'nın komplementer 

dizileri ile baz çiftleri yaparak ribozomal bağlanmayı engelleyerek mRNA'nın 

bozulmasını veya çeviriminin bastırılmasını tetikler (O'Brien ve ark., 2018). Tipik 

olarak, baz eĢleĢmesi mRNAların 3'UTR bölgesinde meydana gelir; ancak kodlama 

dizilerinin, 5'UTR ve gen promotörleri gibi diğer bölgelerle etkileĢimleri de 

gözlemlenmiĢtir (Broughton ve ark., 2016; O'Brien ve ark., 2018). RISC kompleksi 

proteinlerinin EV'lerde bulunma durumu farklı gruplar tarafından tutarsız bir Ģekilde 

bildirilmiĢtir (Li ve ark., 2012; Jeppesen ve ark., 2014; Weaver ve ark., 2020) ve bu 

durum EV ile iliĢkilendirilmiĢ miRNA'ların iĢlevleri ve gereksinimleri hakkında 

birçok soru ortaya çıkarır. 

EV'lerin RNA yükü, köken aldığı hücre RNA populasyonunu yansıtmaz; bunun 

yerine, belirli RNA populasyonları EV'lerde zenginleĢtirilir. Bu seçim yalnızca boyut 

dıĢlama temeline dayanmaz, çünkü belirli miRNA alt kümeleri genellikle EV'lerde 

tercihen bulunur (Mittelbrunn ve ark., 2011; Nolte-‟t Hoen ve ark., 2012), bu da 

miRNA'ların aktif bir Ģekilde EV yükü olarak dahil edilmek üzere sıralandığını 

düĢündürmektedir (Yáñez-Mó ve ark., 2015). Bu bağlamda, küçük Ekstrasüler 

vezikül (sEV) dıĢa aktarma dizilerinin (EXOmotif) ve hücresel retansiyon dizilerinin 

(CELLmotif) yakın zamandaki keĢfi, altında yatan sıralama mekanizmalarını 

aydınlatmada önemli bir ilerleme olarak kabul edilmektedir, ancak tam süreç hala 

belirsizdir (Garcia-Martin ve ark., 2022). EXOmotifler, yüksek G+C içeriğine sahip 

4-7 nt uzunluğundadır ve varlıkları, hücresel içeriğe kıyasla sEV'lerde miRNA 

zenginleĢtirmesi ile güçlü bir Ģekilde iliĢkilidir. Bunun aksine, miRNA'ların hücresel 

retansiyonu, düĢük G+C içeren CELL motiflerinin varlığıyla güçlü bir iliĢki gösterir. 

Bu lokalizasyon dizilerinin hücreye özgü olduğu ve regülatör seed dizisinin uzak 

olduğu miRNA'nın 3' ucunda tercihen bulunduğu görünmektedir (Garcia-Martin ve 

ark., 2022). 
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2.10.3 DNA Ġçeriği 

EV'ler içindeki DNA (EV-DNA) ile ilgili erken raporlara rağmen (Holmgren ve ark., 

1999), bu konuya nispeten az dikkat gösterilmiĢtir. Bununla birlikte, çeĢitli hücre 

tiplerinden türetilen EV'lerde tek iplikli ve çift iplikli DNA tespit edilmiĢ 

(Waldenström ve ark., 2012; Thakur ve ark., 2014; Lee ve ark., 2014; Vagner ve 

ark., 2018) ve DNA transferi, EV-DNA'nın hedef hücrenin sitozol ve çekirdeklerinde 

lokalize olduğu Ģekilde gösterilmiĢ (Waldenström ve ark., 2012) ve ayrıca raporlara 

göre alıcı hücrenin genomuna entegre olabileceği öne sürülmüĢtür (Mittra ve ark., 

2015). Ayrıca ilginç olan, Guescini ve ark (2010), astroglialardan, glioblastoma 

hücrelerinden ve miyoblastlardan türetilen EV'lerin mitokondriyal DNA (mtDNA) 

içerdiğini rapor etmiĢlerdir (Guescini ve ark., 2010). EV'lerin ne kadarının DNA 

içerdiğini ve EV-DNA'nın yükünün anlamını belirlemek zordur, ancak hala 

belirsizdir, ancak hücresel homeostaz (Wang ve ark., 2017; Takahashi ve ark., 2017; 

Torralba ve ark., 2018,) ve inflamatuar yanıtların düzenlenmesinde rol oynama 

olasılıkları öne sürülmüĢtür (Marsman ve ark., 2016; Kitai ve ark., 2017; Anel ve 

ark., 2019). 

2.10.4 Lipid Ġçeriği 

Ekstraselüler veziküllerin lipidomikleri hakkında sınırlı bilgi bulunmaktadır. Lipidler 

EV'lerin esansiyel bir bileĢeni olmalarına rağmen lipid kompozisyonu kaynaklara ve 

EV alt tiplerine bağlı olarak değiĢebilmekte ve EV'lerin lipid kompozisyonunun 

analizleri genellikle EV'ler arasında zenginleĢmiĢ belirli lipitleri tanımlamıĢtır. 

Özellikle, EV'ler genellikle kolesterol, sfingolipidler, seramid, glikosfingolipidler ve 

fosfatidilserin (PS) bakımından ana hücrelerine kıyasla zenginleĢmiĢtir (Subra ve 

ark., 2007; Trajkovic ve ark., 2018). Osteikoetxea ve ark., (2015), çeĢitli hücre 

hatlarından elde edilen ekzosomlarda mikroveziküllerden ve aynı hücrelerden 

kaynaklanan apoptotik cisimlerden daha yüksek kolesterol ve sfingomiyelin içeriğini 

tutarlı bir Ģekilde gözlemlemiĢtir. Bu durum ekzosomların diğer EV alt tiplerine 

kıyasla deterjanlara daha az duyarlı olduğu raporlarıyla uyumludur (Osteikoetxea ve 

ark., 2015). Kolesterol ve uzun doymuĢ yağ asitleri lipid membranlara yapısal rijitlik 

sağlar, komĢu fosfolipid kuyrukları arasındaki moleküler etkileĢimleri artırarak sıkıca 
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paketlenmiĢ bir lipid düzenlemesi oluĢturur. Bu aynı zamanda fizikokimyasal 

değiĢikliklere karĢı direnç sağlar. EV'lerin belirgin lipid kompozisyonu, farklı 

özelliklere sahip olmalarını ve farklı hücre dıĢı ortamlarda stabil olmalarına katkıda 

bulunmalarını sağlamaktadır (Yáñez-Mó ve ark., 2015). 

2.10.5 Ekstraselüler Veziküllerin Alımı ve Biyolojik Fonksiyonları 

Ekstraselüler veziküller, sadece bir hastalık durumunda canlı vücudunda 

bulunmamaktadırlar. Özellikle gereksiz moleküllerin uzaklaĢtırılması, hücre 

olgunlaĢması ve çevresel değiĢkenlere uyum gibi homeostatik süreçler, gebelik ve 

doğum regülasyonu (Taylor ve ark., 2006), tümör büyümesi için uygun koĢulların 

oluĢturulması gibi durumlarda salgılanabilmektedirler (Park ve ark., 2010, 

Higginbotham ve ark., 2011). Bu fonksiyonlar alıcı hücrelerle etkileĢim yoluyla 

gerçekleĢir. EV'ler, hücreler arası haberciler olarak hareket eder ve bir hücreden 

diğerine sinyaller ileterek çeĢitli mekanizmalar aracılığıyla hücresel fonksiyonu 

etkileyebilir. Belirgin karakteristiklere sahip birçok EV alt türünün, hücresel 

etkileĢimlerini ve ardından gelen etki mekanizmalarını ve spesifik EV alım 

mekanizmaları hakkındaki bilgiler sınırlıdır (Mathieu ve ark., 2019). Genel EV 

etkileĢim ve alım mekanizmaları ġekil 2.7'de gösterilmiĢtir. EV'ler, bir EV ile bir 

hücre arasındaki doğrudan temas sonucunda baĢlatılan ligand-reseptör etkileĢimi 

yoluyla hedef hücre intrasellüler sinyal kaskadlarını etkileyebilirler. Bir hedef 

hücrenin plazma membranı ile doğrudan füzyon yaparak, bu Ģekilde içerisindeki 

mesajı hücrenin sitoplazmasına salabilir veya hedef hücreler EV'yi endositoz 

aracılığıyla içselleĢtirebilir. EV'ler, hücre sinyallemenin önemli bileĢenlerini temsil 

eder ve fonksiyonları büyük ölçüde bileĢenlerine ve kapsülenmiĢ kargo 

moleküllerine bağlıdır. Bu moleküllerin çeĢitliliği ve potansiyel etkileĢim 

mekanizmaları, EV'lere atfedilen etkileyici bir dizi fonksiyonun sorumlusudur (ġekil 

2.7) (Van Niel ve ark., 2018).  



 

23 

 

 

ġekil 2.7 EV‟lerin genel etkileĢim ve alım mekanizmaları (Van Niel ve ark., 2018‟den 
düzenlenmiĢtir). 

Ekstraselüler veziküller, bir organizma içinde çeĢitli fonksiyonları sürdürürler ancak 

aynı zamanda organizma arası ve türler arası iletiĢime katıldığı bildirilmiĢtir. 

Özellikle, bunların enfeksiyonlar sırasında konak-parazit etkileĢimlerine katkıda 

bulunduğuna dair birikmekte olan kanıtlar bulunmaktadır (Schorey ve Bhatnagar, 

2008; Barteneva ve ark., 2013; Twu ve Johnson, 2014). Örneğin, sıtma kaynaklı 

EV'ler sıtma ile enfekte olmuĢ insan ve fare konaklardan tespit edilmiĢtir. Bu 

durumlarda dolaĢan EV'lerin düzeyi hastalığın klinik belirtileri ile iliĢkilendirilmiĢ, 

bu da EV'lerin bir konakta patolojinin geliĢimine katkıda bulunabileceğini 

düĢündürmektedir (Combes ve ark., 2004; Pankoui Mfonkeu ve ark., 2010; Campos 

ve ark., 2010; Nantakomol ve ark., 2011). Bu fikri destekleyen bir baĢka örnek 

olarak, sıtmadan enfekte olmuĢ farelerin plazmasından izole edilen EV'ler, 

makrofajların TLR bağımlı aktivasyonu aracılığıyla Ģiddetli bir Ģekilde inflamasyon 
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oluĢturmuĢ ve inflamatuar sitokinlerin artan üretimine neden olmuĢtur (Couper ve 

ark., 2010; Mantel ve ark., 2013). Dahası, EV oluĢumunun inhibisyonu fareleri 

serebral sıtma modelinde korumuĢtur (Combes ve ark., 2005). Ayrıca, Plasmodium 

berghei, T-hücre yanıtlarını inhibe edebilen EV'ler salgıladığı bildirilmiĢtir 

(Demarta‐ Gatsi ve ark., 2019). Benzer Ģekilde, Toxoplasma gondii enfekte olmuĢ 

makrofajlardan izole edilen EV'ler, hem in vitro hem de in vivo proinflamatuar 

yanıtları tetiklediği bildirilmiĢtir (Bhatnagar ve ark., 2007). Apikompleksa, EV'lerin 

önemli olduğu protozoan parazitler arasında tek örnekler değildir. Trypanosoma ve 

Leishmania türlerini içeren kinetoplastidler, parazitin hayatta kalması için uygun bir 

ortamın geliĢimini indükleyebilecekleri öne sürülen EV'ler üretir ve salgılarlar 

(Gonçalves ve ark., 1991; Trocoli Torrecilhas ve ark., 2009; Geiger ve ark., 2010; 

Silverman ve ark., 2010, Garcia-Silva ve ark., 2014). Leishmania EV'leri 

monositlerde ve monosit türetilmiĢ dendritik hücrelerde anti-inflamatuar bir fenotipin 

geliĢimini teĢvik ederek Th2 polarizasyonunu tercih eder ve hastalığı Ģiddetlendirir 

(Silverman ve ark., 2010). 

EV'ler ayrıca konak içindeki bireysel parazitler arasındaki iletiĢimi de sağlar. Ġn vitro 

ortamda, Plasmodium falciparum enfekte olan eritrositler hem konak hem de parazit 

kaynaklı proteinleri içeren veziküller salgılar. Bu veziküller daha sonra diğer enfekte 

eritrositler tarafından alınır ve bu da gametositogenezin baĢlatılmasına katkıda 

bulunur (Mantel ve ark., 2013, Regev-Rudzki ve ark., 2013). 

Theileria annulata kaynaklı EV'ler hakkında oldukça az Ģey bilinmektedir, çünkü bu 

alan daha yakın zamanda bir araĢtırma konusu olmuĢtur. Gillan ve ark. (2019) T. 

annulata ile enfekte sığır lenfosit hücre hattı 20 (TBL20) ve sığır lenfosit hücre hattı 

20 (BL20) da yaptıkları çalıĢmada T. annulata ile iliĢkin EV ve miRNA profilini 

incelemiĢler ve majör tümör baskılayan miRNA‟nın azaldığını, pro-onkogenik 

miRNA'nın yükseldiğini tespit etmiĢlerdir (Gillian ve ark., (2019). T. annulata ile 

enfekte olmuĢ sığır lökositlerinde konakçı hücre protein kinaz A (PKA) aktivitesinin 

cAMP'den bağımsız düzenlenmesinde miR-34c-3p'nin düzenleyici bir rolü 

araĢtırılmıĢ ve yeni bir miR-34c-3p hedef geni olarak prkar2b'yi (cAMP'ye bağımlı 

protein kinaz A tip II-beta düzenleyici alt birim) tanımlanmıĢtır. miR-34c-3p'nin 

enfeksiyonun neden olduğu yukarı regülasyonunun PKA aktivitesini arttırmak için 
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PRKAR2B ekspresyonunu nasıl bastırdığını gösterilmiĢtir. Bu da T. annulata ile 

dönüĢtürülmüĢ makrofajların yayılan tümör benzeri fenotipini güçlendirdiğini ortaya 

çıkarmıĢtır (Haidar ve ark., 2023). 

 Ancak, son yıllarda birçok parazit türünde yapılan EV çalıĢmaları özellikle bu 

veziküllerin karakterizasyonu ve bunların intra ve ekstrasellüler sinyalleĢmeyi nasıl 

sağlayabileceği veya değiĢtirebileceği, yeni teĢhis araçlarının geliĢtirilmesi yanı sıra 

olası ilaç ve/veya aĢı hedeflerinin belirlenmesinde faydalı olabileceğini 

düĢünülmektedir. 
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3. GEREÇ VE YÖNTEM 

Tez çalıĢması kapsamında kan örneklemesi yapılan sığırlar için gerekli Etik Kurul 

Kararı, Erciyes Üniversitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu (Erciyes 

Üniversitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu (EÜHADYEK)‟nun 02.02.2022 

tarihli, 22/025 Karar nolu onayı alınmıĢtır (Toplantı sayısı: 02). 

3.1 ÇalıĢma Gruplarının OluĢturulması 

3.1.1 Sığırların Örneklenmesi ve Materyal Toplanması  

ÇalıĢma kapsamında, Kayseri ilinin T. annulata yönünden endemik olduğu bilinen 

(Inci ve ark., 2002; Inci ve ark., 2007) Kayseri‟nin Develi ilçesindeki meraya bağlı 

sığır yetiĢtiriciği yapılan halk elindeki iĢletmelerden materyal temin edilmiĢtir. Bu 

kapsamda öncelikle 1) T. annulata ile akut enfekte, 2) T. annulata ile subklinik 

enfekte ve 3) Non-enfekte sığırlar olmak üzere çalıĢma gruplarının oluĢturulması 

hedeflenmiĢ ve her grup için 15‟er sığırın eksozomal miRNA karakterizasyon 

çalıĢmasına dahil edilmiĢtir. Akut hasta grubuna dahil edilecek sığırların tespiti için 

bölgedeki özel kliniklerdeki veteriner hekimlerle iletiĢim kurulmuĢtur. Bölgede 

özellikle kenelerin aktif olduğu Mayıs-Eylül 2022 tarihleri arasında akut hastalık 

belirtisi gösteren hayvanların tedavisi için hayvan sahipleri veteriner hekimlere 

müracaat etmektedir. Bölgedeki veteriner veterinere gelen bildirimler doğrultusunda, 

potansiyel hasta sığırların muayenesi sonrası tanı konulan hayvanlardan tedavi öncesi 

kan ve lenf yumrusu aspiratı örnekleri alınmıĢtır.  Subklinik enfekte ve non-enfekte 

gruplara dahil edilecek hayvanlar için yine aynı bölgede akut hasta hayvanların 

bulunduğu iĢletmelerdeki sağlıklı görünümlü 2-5 yaĢ arası toplam 50 sığırdan 

 



 

27 

 

randomize olarak veteriner hekim tarafından perifer kan örnekleri alınmıĢtır. Ayrıca 

beĢ adet yeni doğan (1 haftalık) buzağı da Non-enfekte gruba dahil edilmiĢtir.  

3.1.2 Theileria annulata TeĢhis Paneli Değerlendirmesi, Gen Kopya Sayısı 

(Gcn) ve Parazit Yükünün Hesaplanması   

OluĢturulan gruplar ile gruplara dahil edilen sığırların T. annulata enfeksiyonu 

yönünden kontrolünde kullanılan teĢhis paneli ġekil 3.1‟de verilmiĢtir.          

 

ġekil 3.1 ÇalıĢmada oluĢturulan sığır grupları ve kullanılan teĢhis paneli 

3.1.3 TeĢhis Paneli  

Spesifik Klinik Tablo 

Akut enfekte sığırların belirlenmesinde asimetrik büyümüĢ bölgesel lenf yumruları, 

yüksek ateĢ (39-41
o
C) ve konjuktivalarda peteĢiyel kanamalar gibi hastalığın tipik 

klinik belirtilerinden yararlanılmıĢtır.  

 



 

28 

 

 Perifer Kan ve Lenf Aspiratı Frotilerinin Mikroskobik Analizi 

Sığırlardan tekniğine uygun olarak alınan perifer kan örnekleri ve lenf 

aspiratlarından ince yayma frotiler hazırlanmıĢ ve Giemsa protokolüne uygun Ģekilde 

boyandıktan sonra T. annulata formlarının varlığı yönünden immersiyon yağı 

kullanılarak 100X‟lik büyütmede ıĢık mikroskobunda (Olympus BX50, Tokyo, 

Japan) incelenmiĢtir (Coles 1986).  

Theileria annulata Sporozoit Yüzey Protein (TASP) Geni Sybergreen Tabanlı 

qPCR Analizi 

ÇalıĢma kapsamında klinik tablo ve mikroskobik analizler temelinde akut enfekte 

olarak değerlendirilen sığırlar ile subklinik enfekte ve non enfekte gruplara dahil 

edilecek sığırlar için örneklenen 50 hayvan ve 5 adet yeni doğan buzağıya (1 

haftalık) ait EDTA‟lı kan örneklerinden PureLink Genomic DNA Mini Kit (Thermo 

Fisher Scientific, ABD) kullanılarak üreticinin açıklamalarına göre 35 µl toplam 

hacimde gDNA ekstraksiyonu yapılmıĢtır. Elde edilen gDNA‟nın miktarı Qubit 

Florometre (Thermo Scientific, ABD) ile belirlenmiĢtir. Elde edilen gDNA‟lar takip 

eden analizlerde kullanılana kadar −20°C‟de muhafaza edilmiĢtir.  

Genomik DNA izolatlarında T. annulata DNA‟sının araĢtırılması için T. annulata 

sporozoit yüzey protein genindeki (TASP) korunmuĢ bir alanı (160 bp) spesifik 

olarak amplifiye eden primerlerle (Forward: 5‟-ATAAGCGCCCGAAGGGTAAT-3‟ 

ve Reverse: 5‟- CCACCAGTCAAACGCTACAG -3‟, (Dandasena ve ark., 2018) 

Sybergreen tabanlı qPCR analizleri gerçekleĢtirilmiĢtir. PCR reaksiyonu, 5 μl gDNA, 

her bir primerden 0.25 μM ve 1× SYBR Green miks içeren 20 μl son hacimde 

kurulmuĢtur. Real-time PCR analizleri CFX Connect system (Bio-Rad, Hercules, 

CA) ile bir döngü 95 °C‟de 4 dk, 40 döngü 95 °C‟de 15 s, 60 °C‟de 1,5 dk, 72 °C‟de 

5 dk thermal profili ve erime eğrisi analizi ile gerçekleĢtirilmiĢtir (Dandasena ve ark., 

2018). Floresans sinyali, her 60 °C basamağının sonunda ve erime eğrisi edinimi 

sırasında sürekli olarak ölçülerek melt curve analizi oluĢturulmuĢtur. TASP-qPCR 

pozitifliği belirlenen örneklere ait amplikonlar ayrıca %1,5 agaroz jel üzerinde 

elektroforeze tabii tutulmuĢ ve amplikonlar Sanger sekanslama platformunda 

sekanslanarak T. annulata doğrulanması yapılmıĢtır. 
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3.2 Gruplara Dahil Edilen Sığırlarda Theileria annulata Gen Kopya Sayısı 

(GCN) ve Parazit Yükünün Hesaplanması  

Theileria annulata‟nın qPCR ile teĢhisini takiben, teĢhis paneli sonuçları temelinde 

akut ve subklinik enfekte gruplara dahil edilen 15‟er sığırdaki T. annulata gen kopya 

sayısı (GCN) ve parazit yükleri Dandasena ve ark. (2018) tarafından tarif edilen 

protokolün modifiye edilmesi ile aĢağıda verildiği gibi belirlenmiĢtir: 

Theileria annulata Sporozoit Yüzey Protein Geninin (TASP) Klonlanması ve 

Rekombinant Plazmid DNA Eldesi 

Theileria annulata TASP klonlanmasında pJet 1.2 plasmidini içeren CloneJet PCR 

cloning kit (Thermo scientific, ABD) kullanılmıĢtır. Bu kapsamda öncelikle, TASP 

geninin T. annulata gDNA‟larından (laboratuvardaki referans izolatlar ve çalıĢmadan 

elde edilmiĢ izolatlar) amplifikasyonu 5‟-TTGCGAATGCGGTCCATTTC-3‟ ve 5‟- 

CTGGCAGGGTGAGAACGTAA -3‟ primerleri ile Phusion High fidelity DNA 

polimerase (ThermoScientific) kullanılarak Dandasena ve ark. (2018) tarafından tarif 

edilen protokol üzerinden gerçekleĢtirilmiĢtir. Agaroz jel üzerinde belirlenen hedef 

büyüklükteki PCR ürünleri GenJet Jel Ekstraksiyon kiti (Invitrogen, ABD) ile 

pürifiye edilerek pJet 1.2 plazmidine kit protokolüne göre klonlanmıĢ ve takiben 

ligasyon ürünleri Top10 kompetent E. coli hücrelerine transforme edilerek 

ampisilinli LB agarda 37 °C‟de 1 gece inkübe edilmiĢtir. LB agarda belirlenen 

kolonilerden T. annulata TASP primerleri ile PCR analizleri sonucu pozitif 

belirlenen koloniler ampisilinli LB medyuma aktarılarak 37 °C‟de 1 gece inkübe 

edilmiĢtir. Sonrasında transforme E. coli hücrelerinden Thermo GenJet Plasmid 

pürifikasyon kiti (Invitrogen, ABD) kullanılarak rekombinant plazmitler elde 

edilmiĢtir. Rekombinant plazmitler, TASP primerleri ile PCR analizine tabii 

tutularak hedef geni taĢıdıkları kontrol edilmiĢtir.  

Gen Kopya Sayısının (GCN) Hesaplanması 

Plazmitlerin gen kopya sayısı, aĢağıda belirtilen formüle göre hesaplanmıĢtır (Gotia 

ve ark., 2016). 
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                           GCN= 
                                        

                                   
 

Formülde; DNA uzunluğu = plazmid uzunluğu (2974 bp; pJet 1.2) + insert uzunluğu 

(tasp = 1065 bp). DNA miktarı = Plazmid konsantrasyonunu göstermektedir. 

Akut ve Subklinik Enfekte Sığırlarda Parazit Yükü Hesaplaması 

Akut ve subklinik enfekte gruplardaki sığırlarda T. annulata yükü aĢağıda verilen 

formüle göre hesaplanmıĢtır (Ros-García ve ark., 2012). Bu kapsamda yukarıda 

verilen formüle göre belirlenen tahmini parazit gen kopya sayısı (Q), aĢağıda 

belirtilen denklemde kullanılmıĢ ve mililitre kandaki T. annulata ile enfekte hücre 

sayısının hesaplanmasında kullanılmıĢtır. Tüm analizler ve hesaplamalar ile 

eksozomal miRNA araĢtırılması için oluĢturulan akut ve subklinik enfekte 

gruplardaki sığırlarda parazit yükleri ortaya konulmuĢtur.   

     Parazitemi (P) = Q X (VB/VEX) X (VEL/VT) X (1/CN) 

VB = Kan hacmi, 1000 ul 

VEX = Ekstrakte edilen örnek hacmi, 200 ul 

VEL = Elute hacmi, 50 ul 

VT = PCR için kullanılan template, 1 ul 

CN = Gen kopya sayısı (Genom baĢına 2 kopya olacak Ģekilde) 

3.3 ÇalıĢma Gruplarındaki Sığırlardan Serumların Eldesi, Eksozom 

Ġzolasyonu ve Karakterizasyonu  

ÇalıĢma süresince klinik olarak akut theileriosis belirtileri gösteren sığırlardan teĢhis 

paneli için alınan kan örneklerinin yanısıra serum izolasyonu için de tam kan 

örnekleri alınmıĢtır. Ayrıca subklinik enfekte ve non enfekte sığır gruplarının 

oluĢturulması için örneklenen 50 adet sığır ile 5 adet yeni doğan buzağıdan da eĢ 

zamanlı olarak serum izolasyonu için tam kan örnekleri alınmıĢtır. Tam kan örnekleri 

buz aküleri eĢliğinde soğuk zincir altında aynı gün bekletilmeden laboratuvara 
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getirilerek serumları uygun protokolle çıkarılmıĢtır. Elde edilen serumlar hemen -80 

C derin dondurucuya alınarak eksozom izolasyonuna kadar muhafaza edilmiĢtir. 

3.3.1 Serum Örneklerinden Eksozom Ġzolasyonu 

ÇalıĢma kapsamında akut enfekte, subklinik enfekte ve non-enfekte gruplardaki 

15‟er sığırdan elde edilen serum örnekleri beĢerli olarak her sığırın serum örneğinden 

200 l alınarak birleĢtirilmiĢ (akut ve subklinik enfekte gruplarda birleĢtirmelerde 

parazitemi değeri dikkate alınmıĢtır) ve her grup için üç replikasyon oluĢturulmuĢtur. 

Bu Ģekilde her grup için üç örnek olmak üzere toplam dokuz örnek exoEasy Maxi 

Kit (Qiagen, Hilden, Almanya) protokolüne göre miRNA izolasyonu 

gerçekleĢtirilmiĢtir. 

Kit protokolüne geçmeden önce serum örnekleri saflaĢtırılmıĢtır. Bunun için de her 

gruptaki hayvanlardan elde edilen serum örnekleri nükleaz free su ile 1:1 oranında 

sulandırılmıĢ ve ardından 300xg‟de +4 C‟de 10 dk santrifüj edilmiĢtir. Santrifüj 

sonrası süpernatant dikkatli bir Ģekilde steril bir ependorfa aktarılmıĢtır. Ardından 

süpernatant 10.000xg‟de +4 C‟de 15 dk santrifüj edilmiĢ ve steril bir ependorf tüpe 

aktarılmıĢtır. Sonraki basamakta örnekler 0,22 μm‟lik filtrelerden (GVS, Ġtalya) 

geçilerek filtreleme iĢlemi gerçekleĢtirilmiĢ ve kit protokolüne geçilmiĢtir. Protokol 

kısaca aĢağıdaki gibi uygulanmıĢtır: 

 FiltrelenmiĢ örnekler XBP solüsyonu ile 1:1 oranında karıĢtırılmıĢtır ve tüp 

birkaç defa alt üst olacak Ģekilde karıĢtırılmıĢtır. 

 KarıĢım exoEasy kolonlarına aktarılmıĢtır ve 1000xg‟de 1 dk santrifüj 

edilmiĢtir.  

 Santrifüj bittikten sonra kolonun altındaki toplama tüpündeki içerik dökülmüĢ 

ve kolon tekrar bu tüpe yerleĢtirilmiĢtir. 

 Kolon üzerine 10 ml XWP solüsyonu eklenerek 5000xg‟de 5 dk santrifüj 

edilmiĢ ve toplama tüpü uzaklaĢtırılarak kolon 1.5 ml‟lik steril ependorfa 

yerleĢtirilmiĢtir.  
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Kolon membranın tam ortasına 400 μl XE solüsyonu eklenerek oda ısısında 1 dk 

inkübe edildikten sonra 500xg‟de 5 dk santrifüj edilerek eksozom izolasyonu 

gerçekleĢtirilmiĢtir. 

3.3.2 Eksozomların Karakterizasyonu 

3.3.2.1 Taramalı Elektron Mikroskobu (SEM) 

Elde edilen eksozomların yüzey morfolojisi, 25 kV'da taramalı elektron mikroskobu 

(SEM, Zeiss EVO LS10) kullanılarak elde edilmiĢtir. Taramalı elektron mikroskopisi 

için eksosomlar, 15 dakika boyunca %3,7 glutaraldehit içeren PBS kullanılarak fikse 

edilmiĢtir. PBS ile iki kez yıkandıktan sonra, sabitlenmiĢ eksozomlar artan orandaki 

etanol (sırasıyla %40, %60, %80, %96–98%) ile dehidre edilmiĢtir. Etanol 

buharlaĢtıktan sonra, numuneler silisyum bir alt tabakada oda sıcaklığında yaklaĢık 

30 dk kurumaya bırakılmıĢ ve sonrasında SEM görüntüleme için, 120 saniye 

boyunca altın-paladyum (Au-Pd) katmanıyla püskürtmeyle kaplanmıĢ 

(Quorum150R-ES) ve SEM ile analiz edilmiĢ ve görüntüler kaydedilmiĢtir. 

3.3.2.2 Western Blot 

Eksozom izolasyonunun validasyonu için, eksozoma özgü tetraspanin grubu 

proteinlerin (CD9, CD63 ve CD81) varlığının gösterilmesi Western-blot analizleri ile 

yapılmıĢtır. Ayrıca proteinlerin hücresel orijinli olmadığını göstermek için negatif 

kontrol CYC (sitokrom C) de analizlerde kullanılmıĢtır.  

SDS-PAGE Analizleri 

SDS-PAGE analizlerinde TGX Stain-Free™ FastCast™ Acrylamide Kit, %10 (Bio-

Rad) aĢağıdaki basamaklar takip edilerek Mini Protean Pre Cast Jel Sisteminde (Bio-

Rad) uygulanmıĢtır. Her analiz öncesi aĢağıdaki oranlarda taze %10‟luk Amonyum 

Persülfat (APS) hazırlanmıĢtır. 

     %10 APS 

% 10 APS 
50 mg APS 

500 µl dH2O 
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1. Analize baĢlamadan önce 1 mm‟lik cam plakalar kasete yerleĢtirilmiĢ ve 

ardından Mini-PROTEAN Tetra Jel dökme standına sabitlenmiĢtir. Daha 

sonra resolving jel içeriği aĢağıdaki hacimlerde hazırlanarak elde edilen 

karıĢım vortekslenmiĢtir. Hazırlanan karıĢım, kasete yerleĢtirilecek olan 

tarağın diĢ kısmına kadar 0,5-1 cm kalacak Ģekilde dökülmüĢ ve donması 

beklenmiĢtir. 

 

Resolving jel 

Resolver A 6 ml 

Resolver B 6 ml 

%10 APS 30 µl 

Temed 3 µl 

 

2. Ardından stacking jel içeriği aĢağıdaki hacimlerde hazırlanarak 

vortekslenmiĢtir. Hazırlanan karıĢım kasetin boĢ kalan kısmını dolduracak 

Ģekilde dökülmüĢ ve tarak yerleĢtirilerek elektroforez öncesi 30 dk 

polimerizasyon için bekletilmiĢtir. 

 

Stacking jel 

Stacker A 1 ml 

Stacker B 1 ml 

%10 APS 10 µl 

Temed 2 µl 

 

3. Elde edilen ekzosomlara 1:1oranında 2X Laemmli sample buffer (Bio-Rad) 

eklenerek homojenizatörde lize edilmiĢtir. 

4. Ġyice karıĢan ve jel kıvamı alan örnekler ısıtmalı kuru blok içerisinde 95 

°C‟de 5 dk inkübe edilmiĢ ve proteinlerin denatüre olması sağlanmıĢtır. 
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5. Ġnkübasyon sonrası örnekler oda ısısında soğutulmuĢtur. 

6. Jeller tanka yerleĢtirildikten sonra iç ve dıĢ kısım 1X SDS elektroforez bufferı 

ile doldurulmuĢtur. 

7. Taraklar jelden dikkatlice çıkarıldıktan sonra örnek ve Laemmli sample 

buffer karıĢımından 10 μl alınarak kuyulara yükleme yapılmıĢtır.  

8. Protein büyüklüklerinin belirlenmesi için ilgili kuyucuklara protein 

standartları (Bio-Rad Precision Plus Protein Unstained Standards) 5 μl 

hacimde ilave edilmiĢtir.  

9. Jeller 135 V‟da 50 dk yürütülmüĢtür. 

10. Proteinlerin jel içerisinde ilerlemesi tamamlandıktan sonra, jeller dikkatli bir 

Ģekilde iki cam plaka arasından çıkarılmıĢ ve 1X SDS elektroforez bufferı 

içerisine alınmıĢtır.  

11. Jel üzerindeki proteinlerin görüntülenmesi iBright CL750 Imaging System 

(Invitrogen, Carlsbad, CA) kemolüminesans görüntüleme sisteminde uygun 

UV dalga boyunda gerçekleĢtirilmiĢtir. 

 Elektroforez basamağından sonra SDS-PAGE jelleri Western Blot analizleri için 

PVDF membranlarına aktarılmıĢtır. 

 Western Blot analizlerinde primer antikor olarak 4 °C'de anti-CD9, CD63, 

CD81 ve Cytochrome C (CYC) antikorları eklenmiĢ ve gece boyunca inkübe 

edilecektir ve 1/100 dilüsyonları kullanılmıĢtır. 

 Blocking buffer içerisinde 1:5000 olarak dilüe edilmiĢ Goat anti-mouse IgG 

(H+L), HRP (Invitrogen, Carlsbad, CA) sekonder antikoru kullanılmıĢtır. 

Reaksiyonların görüntülenmesi “Western Blot Analizleri” baĢlığı altındaki protokol 

takip edilerek iBright CL750 Imaging System (Invitrogen, Carlsbad, CA) 

kemolüminesans görüntüleme sisteminde gerçekleĢtirilmiĢtir. 

Western blot basamakları 

Western blot analizleri, Eksozom izolasyonunun validasyonu için, eksozoma özgü 

proteinlerin (CD9, CD63 ve CD81) varlığının gösterilmesi amacıyla yapılmıĢtır. 

Western Blot Analizleri Trans-Blot Turbo Transfer Sisteminde (Bio-Rad, ABD) 
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gerçekleĢtirilmiĢtir. Western blot için kullanılan solüsyonlar ve basamakları aĢağıda 

verilmiĢtir. 

 

1X Transfer Buffer 

 

100 ml 10X Transfer 

Buffer (Bio-Rad) 

200 ml methanol 

700 ml dH2O 

 

10X 1L TBS 

(Tris Buffered 

Saline) 

24,2 g Tris base 

80 g NaCl 

pH 7.6 için HCl 

 

1X TBS 

90 ml dH2O 

+ 

10 ml 10X TBS 

 

Wash Buffer 

(TBS/T) 

45 ml 10X TBS 

405 ml dH2O 

450 µl Tween 20 (%0,1) 

 

Blocker Buffer 

(BSA) 

90 ml 1X TBS 

10 ml BSA 

50 µl Tween 20 (%0,05) 

1. 1X SDS elektroforez buffer içerisindeki SDS-PAGE jel, membrana transfer 

aĢamasına kadar bekletilmiĢtir. 

2. PVDF membran blotlama öncesi 30 ml saf methanolde Ģeffaf hale gelene 

kadar yaklaĢık 3-4 dk bekletilmiĢ Ģeffaflandıktan sonra 30 ml 1X Transfer 

içerisinde 3 dk bekletilmiĢtir. 

3. Ardından Transfer pedler (alt üst toplam 20 adet) 50ml 1X Transfer buffer 

içerisinde 3 dk tutulmuĢtur. 

4. Bu basamaklar tamamlandıktan sonra kaset çıkarılmıĢ ve kasetin tabanına 

birinci ıslatılmıĢ ped (10 ad) ve üzerine PVDF membran daha sonra SDS-

PAGE jel düzgün bir Ģekilde yerleĢtirildikten sonra jel üzerine ikinci 

ıslatılmıĢ ped (10 ad) yerleĢtirilerek sandviç oluĢturulmuĢtur. 
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5. OluĢturulan sandviçteki hava kabarcıkları roller ile giderilmiĢtir. 

6. Kasetin kapağı kapatılarak Trans-Blot Turbo Transfer Cihazına (Bio-Rad, 

ABD) yerleĢtirilmiĢ ve 2,5 mA akımda 3 dk‟da transferi gerçekleĢtirilmiĢtir.   

7. Transfer sonrasında SDS-PAGE jel ve membran, membrana aktarım 

gerçekleĢtiğini kontrol etmek için UV ıĢın altında incelenmiĢtir. 

8. Transfer sonrası PVDF membran 35 ml TBS/T içerisine alınmıĢ ve 5 dk 

çalkalayıcıda tutulmuĢtur.  

9. 20 ml blocking buffer içerisinde 200 µl (1:1000 oranında) dilüe edilmiĢ anti-

CD9, CD63, CD81 ve CYC antikorları primer antikor olarak kullanılmıĢtır.  

10. PVDF membran blocking buffer ile dilüe edilen primer antikor içerisine 

konulmuĢ ve oda sıcaklığında bir saat boyunca çalkalayıcıda inkübe 

edilmiĢtir. Böylece hem bloklama iĢlemi yapılmıĢ hem de primer antikorun 

bağlanması sağlanmıĢtır. 

11. Ġnkübasyon sonrasında PVDF membran TBS/T içerisine alınarak 5 dk 3‟er 

kez yıkanmıĢtır. 

12. Yıkama sonrasında UV ıĢın altında membrandan marker kısmı steril bistüri 

ucu ile kesilerek ayrılmıĢtır. 

13. Marker bulunan membran ayrı traye alınıp 5 µl StrepTactin-HRP Conjugate 

(Biorad, ABD) ile 5 ml TBS-T içerisinde (1:1000 oranında dilüsyon) oda 

sıcaklığında bir saat çalkalayıcıda inkübasyona bırakılmıĢtır.  

14. Diğer kısım membran ise ayrı bir traye alınarak 1:5000 oranında Blocker 

BSA ile dilüe edilmiĢ Goat anti-mouse IgG (H+L) HRP (Invitrogen) 

sekonder antikoru içerisinde oda sıcaklığında bir saat çalkalayıcıda 

inkübasyona bırakılmıĢtır.  

15. Ġnkübasyon sonrasında PVDF membranlar shaker‟da 5 dk 3‟er kez TBS/T ile 

yıkanmıĢtır. 

16. Yıkama sonrası kemolüminesans görüntüleme için Clarity Western ECL 

Substrat (Bio-Rad, ABD) üreticinin açıklamalarına göre membran üzerine 

ilave edilerek 5 dk muamele edilmiĢtir.  
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Membranın görüntülenmesi iBright CL750 Imaging System (Invitrogen, Carlsbad, 

CA) kemolüminesans görüntüleme sisteminde uygun UV dalga boyunda 

gerçekleĢtirilmiĢtir. 

3.3.2.3 Nanopartikül Ġzleme Analizi (NTA) 

Serumlardan elde edilen ekzozomların boyutlarının ve partikül sayılarının 

incelenmesi için NTA analizleri gerçekleĢtirilmiĢtir. NTA analizleri için üreticinin 

kullanım kılavuzunda belirttiği gibi (NanoSight NS300 Kullanım Kılavuzu, 

MAN0541-01-EN-00, 2017) belirli parametreler kullanılarak NanoSight NS300 

(Malvern Panalytical Ltd., Malvern, Ġngiltere) ile gerçekleĢtirilmiĢtir. Yakalamalar 

ve analizler, yerleĢik NanoSight Yazılımı NTA3.3.301 kullanılarak 

gerçekleĢtirilmiĢtir. Tüm parçacıkların bu seviyede görünür olduğu ve sinyal 

doygunluğu olmadığı bir seviye olarak kamera düzeyi 14 olarak ayarlanmıĢtır. 

Algılama eĢiği ise belirsiz olanları hariç tutarken çoğu gözlemlenen parçacığı içeren 

5 olarak sabitlenmiĢtir. Örnekler, nükleaz free su ile bir mL'lik nihai bir hacme 

seyreltildi ve parçacıkların/saniye oranını (30–100 parçacık/saniye) gözlemleyerek 

konsantrasyonları ayarlanmıĢtır. Buna göre en uygun seyretme oranı 100 kat olarak 

belirlenmiĢtir. Her ölçüm için, Ģu koĢullar altında beĢ ardıĢık 60 saniyelik videolar 

kaydedilmiĢtir: hücre sıcaklığı 25 °C, Ģırınga hızı 22 µL/s (100 a.u.). Eksozomlar, 

488 nm lazer (mavi) ve bir bilimsel CMOS kamera kullanılarak tespit edilmiĢtir. 

NanoSight Yazılımı NTA3.3.301 yazılımını tarafından verilen ortalama boyut, mod 

(yani en çok bulunan EV„lerin boyut popülasyonu) ve parçacık/mL bilgileri 

incelenerek NTA analizi tamamlanmıĢtır. 

3.4 Eksozomal miRNA’ların Ġzolasyonu ve Yeni Nesil Dizileme (NGS) 

Platformunda Sekanslanması  

3.4.1 Serum Örneklerinden Eksozomal miRNA Ġzolasyonu  

ÇalıĢma kapsamında akut, subklinik ve non-enfekte gruplardaki 15‟er sığırdan elde 

edilen serum her sığırın serum örneğinden 200 l alınarak (Akut ve subklinik 

gruplarda birleĢtirmelerde parazitemi değeri dikkate alınmıĢtır) ve her grup için üç 

replikasyon oluĢturulmuĢtur. Bu Ģekilde her grup için üç örnek olmak üzere toplam 
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dokuz örnek miRNeasy Serum/Plasma Kit (50) (Qiagen, Hilden, Almanya) 

protokolüne göre miRNA izolasyonu gerçekleĢtirilmiĢtir. 

 Sığır gruplarının serum örnekleri için Midi kolon kullanılmıĢtır.  

 Örnekler XBP solüsyonu ile 1:1 oranında karıĢtırılarak tüp beĢ kez alt 

üst edilmiĢtir. 

 Örnek/XBP solüsyonunun tamamı exoEasy kolonlarına aktarılmıĢ ve 

ardından1000xg‟de +4 °C 1 dk santrifüj edilmiĢtir.  

 Santrifüj sonrası kolonun altında bulunan toplama tüpünün 

içerisindeki içerik uzaklaĢtırılmıĢ ardından kolon tekrar aynı toplama 

tüpüne yerleĢtirilmiĢtir. 

 Kolon üzerine 3,5 ml XWP solüsyonu eklenmiĢ ve ardından 

5000xg‟de +4 °C 5 dk santrifüj edilmiĢ ve toplama tüpü atılıp kolon 

yeni bir toplama tüpüne yerleĢtirilmiĢtir.  

 Kolon içerisine 700 µl Qiazol solüsyonu eklenerek 5000xg‟de +4 °C 

5 dk santrifüj edilmiĢ ve santrifüj sonrası toplama tüpünde biriken sıvı 

steril 1,5 ml hacme sahip ependorfa aktarılmıĢ ve hızlıca 

vortexlenmiĢtir. Oda ısısında 5 dk inkübe edilmiĢtir.  

 Ġnkübasyon sonunda 90 µl kloroform ependorfa ilave edilerek 15 

saniye (sn) boyunca hızlıca çalkalanmıĢtır. Oda ısısında 3 dk tekrar 

inkübe edilmiĢtir.  

 Ġnkübasyon sonunda 12.000xg‟de +4 °C‟de 15 dk santrifüj edilmiĢtir.  

 Santrifüj sonrasında üç ayrı faza ayrılan örneklerin üst kısımda 

bulunan Ģeffaf rekli RNA‟yı içeren kısmı ayrı bir steril 1,5 ml hacme 

sahip ependorfa alınmıĢtır.  

 RNA içeren kısıma kendisinin 2 katı hacimde etanol eklenerek iyice 

karıĢtırılmıĢtır.  

 Elde edilen karıĢım RNeasy MinElute kolonunda tamamı bitene kadar 

8000xg‟de +4 °C‟de 15 sn santrifüj edilmiĢtir. 

 Santrifüj sonunda toplama tüpünde biriken içerik uzaklaĢtırılmıĢ ve 

kolon aynı toplama tüpüne yerleĢtirerek kolona 700 µl RWT 

solüsyonu eklenmiĢ ve 8000xg‟de +4 °C‟de15 sn santrifüj edilmiĢtir. 
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 Toplama tüpü içerisindeki sıvı uzaklaĢtırılmıĢ kolon aynı toplama 

tüpüne yerleĢtirilmiĢ ve kolona 500 µl RPE solüsyonu eklenerek 

8000xg‟de +4 °C‟de 15 sn santrifüj edilmiĢ ve takiben toplama 

tüpünde biriken sıvı boĢaltılarak tekrar yerleĢtirilmiĢtir.  

 Kolona 500 RPE solüsyonu eklenmiĢ ve 8000xg‟de 2 dk santrifüj 

edilmiĢ ve toplama tüpü içerisinde biriken sıvıyla birlikte atılılarak 

kolon yeni bir toplama tüpü yerleĢtirilmiĢtir.  

 Kolonun kapağı açık bir Ģekilde santrifüj cihazının en yüksek hızında 

5 dk membran kurutulmak için santrifüj edilmiĢtir. 

 Santrifüjden sonra kolon steril 1,5 ml ependorfa yerleĢtirilmiĢ ve 14 

µl RNase-free steril su kolona eklenerek 1 dk oda ısısında inkübe 

edilmiĢtir.  

 Ġnkübasyondan sonra kolonun kapağı kapatılmıĢ ve santrifüj cihazının 

en yüksek hızında 1 dk santrifüj edilerek RNA izolasyonu 

tamamlanmıĢtır. 

 Elde edilen RNA‟lar sonraki analizlerde kullanılmak üzere -80 °C 

dondurucuya kaldırılmıĢtır. 

3.4.2 Eksozomal miRNA Ġzolatlarının Yeni Nesil Dizileme (NGS) 

Platformunda Sekanslanması  

Her bir grup için serum replikasyonlarından elde edilen eksozomal miRNA 

izolatlarının NGS platformunda sekans analizleri Genoks Genetik Hastalıklar 

Değerlendirme Merkezi (Ankara, Türkiye) firması üzerinden hizmet alımı olarak 

gerçekleĢtirilmiĢtir. NGS protokolü özet olarak takip eden Ģeklide uygulanmıĢtır: 

Small RNA kütüphaneleri Illumina platformu için geliĢtirilen NEBNext, Multiplex 

Small RNA Library Prep Set (NEB) kiti kullanılarak üreticinin protokolüne göre 

oluĢturulmuĢtur. Reverse transkripsiyon primeri, 5' adaptör ligasyonunu takiben 

örnek baĢına 10 ng RNA'nın 3' adaptör ligasyonundan sonra hibridize edilmiĢtir. Ġlk 

iplik cDNA sentezinden sonra Illumina platformuyla uyumlu barkod primerleri 

kullanılarak 12 döngülük PCR gerçekleĢtirilmiĢtir. Hazırlanan kütüphane native 

%7‟lik poliakrilamid jel (PAGE) ile yürütülerek değerlendirilmiĢtir. 160-180 bp'ye 

karĢılık gelen DNA fragmentleri (3 ‟ve 5‟ adaptörler dahil) 10 μl DNase ve RNase 
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içermeyen su içinde geri ekstrakte edilmiĢtir. Elde edilen kütüphane konsantrasyonu 

DNA 1000 Chips ile Agilent 2100 Bioanalyzer‟da ölçülmüĢtür. Sekanslama 

kütüphaneleri Illumina NextSeq 550 platformunda sekanslanmıĢtır. 

3.5 microRNA Dizileme Verilerinin Biyoinformatik Analizleri  

3.5.1 Veri ÖniĢleme 

Ham küçük RNA-dizileme verilerinde düĢük kaliteli okumalar (phred <Q20), 

adaptör dizileri, %5‟ten fazla N olan okumalar ile 15 bazdan kısa okumalar fastp 

v0.20 (Chen ve ark., 2018) yazılımı kullanılarak filtrelenmiĢtir. Temiz okumaların 

kalite kontrolü FastQC (http://www.bioinformatics.bbsrc.ac.uk/projects/fastqc) ve 

MultiQC v1.8 (Ewels ve ark., 2016) yazılımları ile değerlendirilmiĢtir. Tüm temiz 

okumaların dizi uzunluğu dağılımı hesaplanmıĢ ve coMpSRA v1.0.3 yazılımı (Li ve 

ark., 2020) ile görselleĢtirilmiĢtir. Kalan diziler BLASTn v2.11.0 yazılımı 

kullanılarak Rfam 14.4 veritabanında hizalama analizlerine tabii tutulmuĢ ve rRNA, 

tRNA, snoRNA, snRNA ve diğer kodlama yapmayan dizilimler (miRNA‟lar 

dıĢındakiler) filtrelenmiĢtir. Sonraki basamakta bilinen miRNA‟ların tespit edilmesi 

için temiz okumalar, BLASTn v2.11.0 yazılımı ve -task “blastn-short” seçeneği 

kullanılarak sığır miRNA veri tabanı (mirBase) ve T. annulata için yayınlanmıĢ 

small RNA verileri ile ilgili prekürsör ve olgun dizilere hizalanmıĢtır. Potansiyel yeni 

miRNA tahmini için, temiz okumalar miRNA‟lara özgü dizilerin Bowtie2 (v2.2.5) 

(Langmead ve Salzberg 2012) yazılımı ve gen transfer formatı (gtf) verisi 

kullanılarak Bos taurus (GCA_002263795.2) ve T. annulata (GCA_000003225.1) 

genomlarına hizalanmasıyla gerçekleĢtirilmiĢtir. Takiben, bilinen ve potansiyel yeni 

miRNA‟ların ve ikincil yapıların tahmin edilmesi için miRDeep2 v2.0.1.2 

(Friedländer ve ark., 2012) yazılımı kullanılmıĢtır.  

3.5.2 Anlamlılık Testleri 

miRNA ifade verilerinin gruplar arasında karĢılaĢtırılabilmesi ve T. annulata 

enfeksiyonuyla iliĢkili miRNA‟ların belirlenebilmesi için, tespit edilen her 

miRNA‟nın okuma sayıları milyondaki transkript sayısı (TPM) ya da ortanca oranı 

yöntemleri (Love ve ark., 2014) ile normalleĢtirilmiĢtir. Gruplar arasındaki anlamlı 
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miRNA‟ların tespitine yönelik üç farklı yöntem, DESeq2 v1.30 (Love ve ark 2014), 

edgeR v3.14 (Robinson ve ark., 2010) ve limma (Ritchie ve ark., 2015) 

uygulanmıĢtır. Çoklu test probleminin giderilmesi amacıyla elde edilen p değerleri 

Benjamini-Hochberg (1995) prosedürüne (Benjamini ve Hochberg 1995) göre 

düzeltilmiĢtir. DüzeltilmiĢ p değeri %5‟in altında olan ve kat değiĢimi 2 katın 

üzerinde olan miRNA‟lar anlamlı kabul edilmiĢtir. Anlamlı bulunan miRNA‟ların 

hedeflerinin tespitine yönelik TargetScan v7.2 (Agarwal ve ark., 2015) ve miRmap 

(https://mirmap.ezlab.org/app/) (Vejnar ve ark., 2013) yazılımları kullanılmıĢtır. Elde 

edilen hedef genlerin kesiĢimi, nihai kestirim sonucu olarak kullanılmıĢtır. Bu genler 

kullanılarak, GOSeq v1.42 R package ve KOBAS v3.0 (Xie ve ark., 2011) 

yazılımları yardımıyla, gen ontolojisi (GO) fonksiyonel zenginleĢtirme analizleri ve 

Kyoto Gen ve Genom Aksiklopedisi (KEGG) yolak analizleri gerçekleĢtirilmiĢtir. 

3.6 Theileria annulata Enfeksiyonu ile ĠliĢkili miRNA’ların RT-qPCR ile 

Validasyonu  

Dizileme analizlerinde gruplar arasında ifade düzeyi önemli bulunan dört eksozomal 

miRNA'ın dolaĢımdaki ekspresyon seviyeleri sekanslama verilerinin validasyonu 

için RT-qPCR platformunda analiz edilmiĢtir. Bu amaçla her gruptaki aynı 

bireylerden porsiyonlanarak ayrılmıĢ serumlardan (akut enfekte, subklinik enfekte ve 

non-enfekte gruplarındaki 15‟er sığır) miRNeasy Serum/Plasma (Qiagen, ABD) 

izolation kitiyle miRNA izolasyonu gerçekleĢtirilmiĢtir. Elde edilen miRNA 

konsantrasyonu ve kalitesi Qubit MicroRNA Assay Kit (Thermo Fisher Scientific, 

Waltham, MA, ABD) ile belirlenmiĢ ve RT-qPCR analizlerinde kullanılmak üzere -

80 °C'de muhafaza edilmiĢtir.  

Komplementer DNA‟ların (cDNA) elde edilmesi için izole edilen RNA‟ların 

ProtoScript® II First Strand cDNA Synthesis (NEB, ABD) kitinin standart protokolü 

takip edilerek reverse transkripsiyonu gerçekleĢtirilmiĢtir. Kit protokölü takip 

edilirken kit içerisinde bulunan ramdom primerler yerine dizayn edilen stem-loop 

primerleri ve normalizasyon primeri için U6 gen bölgesi primeri kullanılmıĢtır. 

Kullanılan stem-loop primerleri ve normalizasyon primeri Tablo 4.1‟de verilmiĢtir.  
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Tablo 4.1 cDNA sentezinde kullanılan stem-loop primerleri. 

Primer adı Stem-Loop RT-Primer 

bta-mir-29d 

GTCGTATCCAGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACTGGATACGACT

AATCG 

bta-miR-

124a 

GTCGTATCCAGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACTGGATACGACCT

TGGC 

bta-miR-

122 

GTCGTATCCAGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACTGGATACGACC

AAACA 

bta-mir-136 

GTCGTATCCAGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACTGGATACGACTC

CATC 

U6-RrtS CGCTTCACGAATTTGCGTGTCAT 

 

Stem-loop primerleri ve U6 normalizasyon primeri 10 pmol‟e sulandırılıp her 

primerden 5 l alınarak primer mix hazırlanmıĢtır. Elde edilen primer mix 

karıĢımından 2 l, miRNA‟den 2 l alınıp karıĢım miktarı nuclease free su ile 8 

l‟ye tamamlanmıĢtır. Sonrasında elde edilen mix 65 C‟de 5 dk inkube edilip hemen 

buz üzerine konulmuĢtur. Elde edilen mix üzerine 10 l ProtoScript II Reaction Mix 

(2X) ve 2 l ProtoScript II Enzyme Mix (10X) eklenerek sırasıyla 25°C de 5 dk, 

42°C 1 saat ve son olarak enzim denatürasyonu için 80°C de 5 dk tutularak 

cDNA‟ler elde edilmiĢtir. Elde edilen cDNA‟lar Luna® Universal qPCR Master Mix 

(NEB, ABD), ve dizayn edilmiĢ primerlerle (Tablo 4.2) CFX Connect Real-time 

PCR sisteminde (Biorad, ABD) amplifikasyona tabii tutulmuĢtur. 

Tablo 4.2 qPCR analizinde kullanılan miRNA primer çiftleri 

Primer adı Forward Primer Reverse Primer 

bta-mir-29d AACACGCTAGCACCATTTGAA GTCGTATCCAGTGCAGGGT 

bta-miR-124a AACAATTAAGGCACGCGGTG GTCGTATCCAGTGCAGGGT 

bta-miR-122 AACCGGTGGAGTGTGACAAT GTCGTATCCAGTGCAGGGT 

bta-mir-136 AACACGCACTCCATTTGTTTTG GTCGTATCCAGTGCAGGGT 

U6-FS/UNI-

RS 

GCTTCGGCAGCACATATACTAAA

AT 

CGCTTCACGAATTTGCGTGTC

AT 
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Ġnternal normalizasyon kontrol için U6 small RNA kullanılmıĢtır. Tüm örnekler üç 

tekrarlı çalıĢılmıĢtır. qPCR için termal döngü; 95°C‟de 20 sn 1 siklus, takiben 

95°C‟de 10 sn ve 60°C‟de 20 sn, 40 siklus,  70°C‟de 10 sn 1 siklus olarak 

uygulanmıĢ ayrıca primer spesifikliğini konfirmasyonu için melt eğrisi basamağı 

protokolün sonuna eklenmiĢtir. Elde edilen okumalar (Cq değerleri) U6 small RNA 

okumaları ile normalize edilerek 
ΔΔ

Ct yöntemi ile gruplar arasındaki hedef 

miRNA‟ların rölatif ekspresyon düzeylerinin hesaplanmasında kullanılmıĢtır (Faraldi 

ve ark., 2019). 
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4. BULGULAR 

4.1 Theileria annulata ile Enfekte Akut, Subklinik ve Non-enfekte 

Hayvanların Belirlenmesi ve ÇalıĢma Gruplarının OluĢturulması 

ÇalıĢma kapsamında bölgedeki özel çalıĢan veteriner hekimlerin bildirimleri ile akut 

theileriosis klinik belirtileri sergileyen sığırların bulunduğu iĢletmelere gidilerek 

hayvanların klinik bulguları değerlendirilmiĢ ve akut theileriosis olarak klinik teĢhis 

veteriner hekim eĢliğinde konulmuĢtur (ġekil 4.1). ÇalıĢma kapsamına alınan akut 

enfekte hayvanların perifer kan ile lenf yumrusu aspiratı frotilerinin incelenmesinde 

tipik olarak T. annulata Ģizont ve piroplasmik formların varlığı tespit edilmiĢtir 

(ġekil 4.2).   

 

ġekil 4.1 AraĢtırma bölgesinde akut theileriosis‟li sığır (orijinal) 
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ġekil 4.2 Akut enfekte sığırın lenf aspiratı frotisinde belirlenen T. annulata Ģizontları (B); 
Perifer kan frotisinde belirlenen T. annulata piroplasmik formları (A) (orjinal) 

ÇalıĢma kapsamında subklinik enfekte ve non-enfekte sığırların belirlenmesi için 

akut enfekte hasta hayvanların bulunduğu iĢletmelerden örneklenen toplam 50 sığıra 

ait kan örneklerinden elde edilen gDNA izolatları T. annulata varlığı yönünden ön 

basamakta TASP qPCR ile analiz edilmiĢ ve 27‟sinin moleküler olarak pozitif 

olduğu tespit edilmiĢtir (ġekil 4.3). Ayrıca akut enfekte gruba dahil edilen sığırların 

da TASP qPCR ile pozitif olduğu belirlenmiĢtir. Subklinik enfekte olduğu moleküler 

olarak belirlenen 27 sığırın perifer kan frotilerinin incelenmesinde 20 örneğe ait 

frotide piroplasmik formlar görülmüĢtür (ġekil 4.4). Akut enfekte gruba klinik tablo, 

mikroskobi ve qPCR pozitif değerlendirilen toplam 15 sığır dahil edilmiĢtir. 

Subklinik enfekte belirlenen 27 sığırdan 15‟i takip eden parazit yükü 

hesaplamalarına göre ilgili gruba dahil edilmiĢtir. Ayrıca TASP qPCR analizleri ile 

negatif belirlenen hayvanlardan 10‟u ile yeni doğan bir haftalık beĢ adet buzağıdan 

kan örnekleri de moleküler ve mikroskobik analizlere tabii tutularak non-enfekte 

grup oluĢturulmuĢtur.    
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ġekil 4.3 Theileria annulata spesifik TASP qPCR ile pozitif değerlendirilen bazı sığırlara ait 

amplifikasyon eğrileri (A) ve spesifik melt eğrisi (B) 

.    

 

ġekil 4.4 Theileria annulata ile subklinik enfekte belirlenen bir sığırın perifer kan 

frotilerinde tipik piroplasmik formlar (orjinal) 

4.2 ÇalıĢma Gruplarına Dahil Edilen Akut ve Subklinik Sığırlarda T. 

annulata Gen Kopya Sayıları (GCN) ve Parazit Yükleri Üzerine Sonuçlar 

Akut ve subklinik enfekte gruplara dahil edilen grup baĢına 15 olmak üzere toplam 

30 sığırın tam kan örneklerinden çıkarılan gDNA izolatlarında öncelikle TASP gen 

bölgesi spesifik primerlerle PCR‟da çoğaltılmıĢ ve tüm örneklerde hedef büyüklükte 

(1065 bp) amplikonlar agaroz jel üzerinde belirlenmiĢtir (ġekil 4.5).  
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ġekil 4.5 Akut ve subklinik enfekte gruplardaki sığırlara ait gDNA izolatlarının TASP PCR 

analizi sonucu agaroz jel üzerinde belirlenen amplikonlar  

Gen kopya sayıları (GCN) ve parazit yükü hesaplamaları için ilgili protokole 

geçmeden önce her iki gruptaki hayvanlara ait TASP gen bölgesi amplikonları 

Sanger platformunda sekanslanarak T. annulata konfirmasyonu yapılmıĢtır. Elde 

edilen 30 örneğe ait nükleotid sekanslarının hizalama analizleri sonucu %100 benzer 

oldukları tespit edilmiĢtir. ġekil 4.6‟da bir örneğe ait TASP gen bölgesi nükleotid 

dizisi sunulmuĢtur.  

 

ġekil 4.6 Enfekte belirlenen bir sığırda T. annulata TASP gen bölgesi nükleotid sekansı  
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Gen kopya sayısı (GCN) ve parazit yükünün izolatlarda belirlenmesi için bir örneğe 

ait TASP PCR ürünü pJet 1.2 plazmid vektöre klonlanarak rekombinant plazmid elde 

edilmiĢtir. E. coli Top10 hücrelerine transforme olan plazmidleri içeren katı 

besiyerindeki koloniler PCR ile konfirme edilerek (ġekil 4.7) sıvı besi yerine 

aktarılmıĢ ve sonrasında hücresel peletlerden plazmid DNA izolasyonu yapılmıĢtır.  

 

ġekil 4.7 TASP gen bölgesi yönünden katı besi yerinde üreyen E. coli hücrelerinin koloni 

PCR analizi sonucu belirlenen pozitif koloniler  

Elde edilen rekombinant plazmid DNA‟nın konsantrasyonu belirlendikten sonra 

aĢağıdaki formüle yerleĢtirilerek gen kopya sayısı hesaplanmıĢtır: 

 

DNA uzunluğu = Plasmid uzunluğu (2974 bp) + insert uzunluğu (tasp = 1065 bp), = 

4039bp; DNAMiktarı = Plasmid konsantrasyonu 50,3x10
-9

 = 1,14X10
10 

 

Gen kopya sayısı (GCN) hesaplanan rekombinant plazmid önce 1/10 sulandırılmıĢ ve 

qPCR‟da baĢlangıç konsantrasyon olarak 1,14X10
9
 alınmıĢtır. Bu Ģekilde 

1,14X10
9
‟dan 1,14 x10

1
‟e kadar 10 tabanında sulandırmalar hazırlanarak 9 standart 

oluĢturulmuĢtur. Ġlgili standartlar üç tekrarlı oluĢturularak qPCR sonucu elde edilen 

amplifikasyon, melt curve ve standart eğrileri ġekil 4.8‟de gösterilmiĢtir. Akut ve 

subklinik enfekte hayvanlara ait genomik DNA örneklerinin standartlara göre 
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GCN‟leri ve ilgili formüle göre belirlenen parazit yükleri (parazitemi) Tablo 4.1‟de 

verilmiĢtir. 

 

ġekil 4.8 TASP rekombinant plazmid DNA ile oluĢturulan standartlar ve örneklere ait 

genomik DNA‟ların qPCR analizi sonucu belirlenen amplifikasyon (A), melt curve (B) ve 

standart eğrileri (C). C grafisi üzerindeki “X” sembolleri örnekleri, “O” sembolleri ise 

stardartları ifade etmektedir. 
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Tablo 4.1 Akut ve Subklinik enfekte gruplarındaki sığırlarda hesaplanan GCN ve Parazitemi 

düzeyleri. Aynı grupta farklı renkte gösterilmiĢ sığırlara ait serumlar parazitemi düzeyleri 

temelinde 5‟erli olarak birleĢtirilmiĢ ve 3 replikasyon oluĢturulmuĢtur. 

Sığır Grupları GCN Parazitemi 

Akut Enfekte 

1,38E+04 6,90E+04 

1,71E+04 8,55E+04 

7,50E+04 3,75E+05 

1,49E+05 7,45E+05 

1,79E+05 8,95E+05 

2,66E+05 1,33E+06 

4,39E+05 2,20E+06 

5,02E+05 2,51E+06 

9,56E+05 4,78E+06 

1,80E+06 9,00E+06 

3,32E+06 1,66E+07 

4,39E+06 2,20E+07 

7,25E+06 3,63E+07 

5,79E+07 2,90E+08 

7,99E+08 3,99E+09 

Ortalama 5,84E+07 2,92E+08 

Subklinik enfekte 

5,32E+03 2,66E+04 

6,43E+03 3,22E+04 

1,60E+04 8,00E+04 

1,73E+04 8,65E+04 

2,00E+04 1,00E+05 

3,49E+04 1,75E+05 

4,02E+04 2,01E+05 

5,40E+04 2,70E+05 

6,76E+04 3,38E+05 

8,77E+04 4,39E+05 

9,39E+04 4,70E+05 

1,38E+05 6,90E+05 

1,39E+05 6,95E+05 

5,90E+05 2,95E+06 

1,57E+06 7,84E+06 

Ortalama 1,92E+05 9,59E+05 

 

Akut ve subklinik enfekte gruplardaki sığırların parazitemi düzeylerine göre dağılım 

grafiği ġekil 4.9‟da grupların istatistiksek analizi ise Tablo 4.2‟de verilmiĢtir. Akut 

enfekte sığırlarda belirlenen parazitemi düzeyleri subklinik enfekte sığırlara oranla 

yüksek belirlenmiĢ ve bu farklılık istatistiksel olarak da önemli bulunmuĢtur 

(p<0,05). 
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ġekil 4.9 Akut ve subklinik enfekte gruplardaki sığırların parazitemi düzeylerine göre 
dağılım grafiği. 

Tablo 4.2 Akut ve subklinik enfekte gruplardaki sığırların parazitemi düzeylerine göre 

grupların istatistiksek analizi. 

Table Analyzed Col: One sample t test 

  Column B Subklinik 

vs. vs. 

Column A Akut 

  Mann Whitney test 

     P value 0,0027 

    Exact or approximate P value? Exact 

    P value summary ** 

    Significantly different (P < 0.05)? Yes 

    One- or two-tailed P value? Two-tailed 

    Sum of  ranks in column A,B 303 , 162 

    Mann-Whitney U 42 

  Difference between medians 

     Median of column A 2510000, n=15 

    Median of column B 270000, n=15 

    Difference: Actual -2240000 

    Difference: Hodges-Lehmann -2167800 
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Akut ve subklinik enfekte gruplardaki sığırların serum örnekleri (15 sığır/grup) 

parazitemi düzeylerine göre kategorize edilerek beĢerli olarak birleĢtirilmiĢ ve her 

grup için üç tekrar oluĢturulmuĢtur.  

4.3 Serum Örneklerinde Eksozomların Karakterizasyon Sonuçları 

4.3.1 Taramalı Elektron Mikroskop (SEM) Sonuçları 

ÇalıĢmada tüm gruplardaki sığır serumlarından elde edilen eksozomların SEM 

analizi sonucu ġekil 4.10‟da verilmiĢtir. SEM analizi sonucu eksozomlara özgü 

yuvarlak-Ģekilli (round-shape) ve 70-150 nm boyutunda tipik veziküller tespit 

edilmiĢtir.  

 

 

ġekil 4.10 Eksozomlardan elde edilen SEM görüntüleri (orjinal) 

4.3.2 Nanopartikül Ġzleme Analizi (NTA) Sonuçları 

ÇalıĢmada tüm gruplardaki sığır serumlarından elde edilen eksozomların NTA 

ölçümleri, ana parçacık boyutundaki en büyük pikin yaklaĢık 79 nm olduğunu ve 

genel boyut dağılımının da 70 ila 200 nm arasında olduğunu (ġekil 4.11) göstermiĢ 

olup sonuçlar eksozomların karakterizasyonunu sağlamıĢtır. 
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ġekil 4.11 Sığır serumlarından elde edilen eksozomların NTA ile partikül boyutu dağılımı 

(orjinal) 

4.3.3 Western Blot Analizi Sonuçları 

ÇalıĢmada tüm gruplardaki sığırlardan izole edilen eksozomlardan elde edilen 

proteinlerin SDS-PAGE ve sonrasında spesifik antikorlarla Western Blot analizleri 

sonucunda eksozom markörleri CD9, CD63 ve CD81‟in tüm örneklerde ifade olduğu 

tespit edilmiĢ (ġekil 4.12) ve eksozomların karakterizasyonu sağlanmıĢtır.  



 

54 

 

 

ġekil 4.12 Sığır serumlarından elde edilen eksozomlara ait proteinlerin Western Blot analizi 

sonucu (orjinal) 

4.4 Sığır Gruplarında Eksozomların small-RNA Profilleri 

Illumina NextSeq 550 dizileme sonucunda akut, subklinik ve non-enfekte gruplarda 

3‟er replikasyon olmak üzere (her bir replikasyon beĢ sığır serumunun birleĢtirilmesi 

ile oluĢturulmuĢtur) toplam dokuz örneğin her bir örnek baĢına ortalama 15,84 

milyon okuma ve örnek baĢına ortalama 783 milyon bazdan oluĢuna ham veri elde 

edilmiĢtir. Toplam okuma sayısı yaklaĢık 142,6 milyon, toplam baz sayısı ise 

yaklaĢık 7,1 milyar olarak tespit edilmiĢtir (Tablo 4.3).  
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Tablo 4.3 Sığır serumlarından elde edilen eksozomların okuma istatistikleri. 

Dosya Sekans 

Sayısı 

Toplam 

Uzunluk 

Minimum 

Uzunluk 

Ortalama 

Uzunluk 

Maksimum 

Uzunluk 

Q20 

(%) 

Q30 

(%) 

GC 

(%) 

A1E1 19640241 971654822 38 49.5 50 95.05 93.38 53.47 

A2E1 17709816 876034381 35 49.5 50 95.02 93.25 53.68 

A3E1 18754079 926927845 39 49.4 50 95.21 93.5 52.75 

C1E1 11788897 583227352 35 49.5 50 94.93 93.18 54.06 

C2E1 18087591 892053713 35 49.3 50 95.34 93.75 53.8 

C3E1 12204223 603411316 39 49.4 50 95.02 93.19 54.24 

S1E1 13929002 688001477 35 49.4 50 93.63 91.43 54.82 

S2E1 15869794 784225007 35 49.4 50 95.12 93.44 53.2 

S3E1 14596732 721957446 35 49.5 50 95.17 93.42 54.53 

 

Minimum kalite skoru 20 (PHRED>20) olacak Ģekilde gerçekleĢtirilen filtreleme 

iĢlemi sonrası elde edilen Tablo 4.4‟te verilen ortalama okuma sayısı 10,9 milyon, 

baz sayısı 336,7 milyon olarak elde edilmiĢtir. Filtreleme iĢlemi sonrası elde edilen 

toplam okuma sayısı 130,9 milyon, baz sayısı ise 4 milyardır.  

Tablo 4.4 Sığır serumlarından elde edilen ekzosomların filtrelenmiĢ okuma istatistikleri. 

Dos

ya 

Sekans 

Sayısı 

Toplam 

Uzunluk 

Minimum 

Uzunluk 

Ortalama 

Uzunluk 

Maksimum 

Uzunluk 

Q20 

(%) 

Q30 

(%) 

GC 

(%) 

A1E
1 

14189992 427457520 18 30.1 50 96.11 95.04 52.76 

A2E
1 

12100973 367903150 18 30.4 50 96.16 95.08 52.32 

A3E

1 

13517422 416137763 18 30.8 50 96.27 95.16 51.08 

C1E
1 

7932004 243560838 18 30.7 50 96.06 94.99 52.98 

C2E
1 

13467231 411573697 18 30.6 50 96.46 95.48 52.44 

C3E

1 

7945105 242335930 18 30.5 50 96.19 95.09 52.66 

S1E
1 

7165403 226382823 18 31.6 50 95.47 94.17 52.62 

S2E
1 

10417196 325886157 18 31.3 50 96.34 95.3 52.3 

S3E

1 

10397701 322063110 18 31 50 96.28 95.25 52.84 
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4.5 Eksozomal microRNA’ların Ġdentifikasyonu ve Uzunluk Analizleri 

Small RNA geçerli verileri uzunluk taranmasına tabii tutularak 18-26 nt baz 

uzunluğu olan diziler korunarak biyoinformatik analizlerle miRNA molekülleri 

olarak identifiye edilmiĢtir. Her bir deney grubu ve ilgili biyolojik tekrarları için elde 

edilen bilinen ve yeni miRNA sayıları Tablo 4.5‟te verilmiĢtir. Biyolojik tekrar ve 

deney grubu düzeyinde belirlenen miRNA sayıları sırasıyla ġekil 4.13 ve ġekil 

4.14‟te gösterilmiĢtir. 

Tablo 4.5 Her bir deney grubu ve ilgili biyolojik tekrarları için elde edilen bilinen ve yeni 

miRNA sayıları. 

 

Non-

Enfekte 
1 

Non-

Enfekte 
2 

Non-

Enfekte 
3 

Ak

ut 
1 

Ak

ut 
2 

Ak

ut 
3 

Sub-

Klinik 
1 

Sub-

Klinik 
2 

Sub-

Klinik 
3 

Bilinen miRNA Sayısı 

(Biyolojik Tekrar) 220 218 223 229 247 340 201 249 237 

Yeni miRNA Sayısı 
(Biyolojik Tekrar) 43 30 29 45 41 51 25 36 29 

 

 

ġekil 4.13 Biyolojik tekrar düzeyinde belirlenen miRNA sayıları. 
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ġekil 4.14 Deney grubu düzeyinde belirlenen miRNA sayıları. 

ÇalıĢmada analiz edilen sığır gruplarında tespit edilen bilinen ve potansiyel yeni 

miRNA‟lar mature dizilimleri, uzunlukları ile birlikte non-enfekte, akut ve subklinik 

enfekte gruplar için sırasıyla Tablo Ek1-Ek6‟da verilmiĢtir. 

Sığır gruplarında belirlenen eksozomal miRNA‟ların uzunlukları Tablo 4.6‟da 

verilmiĢtir. Bilinen ve potansiyel yeni ekzosomal miRNA'ların uzunluğunun 18 ila 

25 nt arasında değiĢtiği görülmüĢtür (ġekil 4.15 ve ġekil 4.16). Toplam bilinen 

miRNA uzunluğu dağılımında, en yoğun boyut sınıfının 18 nt olduğu, bunu sırasıyla 

19 nt, 20 nt ve 22 nt takip ettiği belirlenmiĢtir (ġekil 4.15). Toplam yeni miRNA 

uzunluğu dağılımında, en yoğun boyut sınıfının 22 nt olduğu, bunu sırasıyla 21 nt, 23 

nt ve 20 nt takip ettiği tespit edilmiĢtir (ġekil 4.16). Hem bilinen hem de potansiyel 

yeni miRNA'lar için bu dört boyut sınıfının toplamının, toplam miRNA'ların toplam 

sayısının %50'sinden fazlasını oluĢturduğu görülmüĢtür. 

Tablo 4.6 Sığır gruplarında belirlenen eksozomal bilinen ve yeni miRNA‟ların uzunlukları. 

 Sayı Uzunluk Oran (%) 

 

 

 

 

 

Bilinen miRNA'lar 

103 18 44,78 

45 19 19,57 

29 20 12,61 

17 21 7,39 

19 22 8,26 

9 23 3,91 
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4 24 1,74 

4 25 1,74 

     

Yeni miRNA'lar 41 18 5,20 

63 19 7,99 

104 20 13,20 

177 21 22,46 

214 22 27,16 

126 23 15,99 

49 24 6,22 

14 25 1,78 
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ġekil 4.15 Sığır gruplarından elde edilen bilinen eksosomal miRNA'ların uzunluklarının 

dağılımı. 
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ġekil 4.16 Sığır gruplarından elde edilen yeni eksosomal miRNA'ların uzunluklarının 

dağılımı.  

4.6 Sığır Grupları Arasında Farklı ve Ortak Bilinen microRNA’ların Dağılımı 

Akut enfekte, subklinik enfekte ve non-enfekte sığır gruplarının serumlarında 

belirlenen bilinen miRNA‟ların gruplar arasında ikili kıyaslamalarını gösteren Venn 

diyagramları ġekil 4.17-ġekil 4.19‟da gösterilmiĢtir. Non enfekte ve akut enfekte 

gruplar arasında 216 ortak miRNA bulunurken 26 miRNA yalnızca Non enfekte 

grupta, 87 miRNA ise yalnızca akut enfekte grupta belirlenmiĢtir (ġekil 4.17).  

  

ġekil 4.17 Non-enfekte ve Akut enfekte sığır gruplarının serumlarında belirlenen bilinen 
miRNA‟ların ikili kıyaslamalarını gösteren Venn diyagramı. 
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Non enfekte ve subklinik enfekte gruplar arasında 193 ortak miRNA bulunurken 49 

miRNA yalnızca non-enfekte grupta, 44 miRNA ise yalnızca subklinik enfekte 

grupta belirlenmiĢtir (ġekil 4.18).  

 

 

ġekil 4.18 Non-enfekte ve subklinik enfekte sığır gruplarının serumlarında belirlenen bilinen 
miRNA‟ların ikili kıyaslamalarını gösteren Venn diyagramı. 

 

Subklinik ve akut enfekte gruplar arasında 204 ortak miRNA bulunurken 33 miRNA 

yalnızca subklinik enfekte grupta, 99 miRNA ise yalnızca akut enfekte grupta 

belirlenmiĢtir (ġekil 4.19). 
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ġekil 4.19 Subklinik enfekte ve akut enfekte sığır gruplarının serumlarında belirlenen bilinen 

miRNA‟ların ikili kıyaslamalarını gösteren Venn diyagramı. 

Her üç grubun venn diagramı incelendiğinde (ġekil 4.20), 183 miRNA‟nın her üç 

grupta ortak bulunduğu belirlenmiĢ, 16 miRNA yalnızca non-enfekte grupta, 23 

miRNA yalnızca subklinik enfekte grupta ve 66 miRNA da yalnızca akut enfekte 

grupta tespit edilmiĢtir (ġekil 4.20). 
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ġekil 4.20 Non-enfekte, akut enfekte ve subklinik enfekte sığır gruplarının serumlarında 
belirlenen bilinen miRNA‟ların kıyaslamalarını gösteren Venn diyagramı 

4.7 Sığır Grupları Arasında Farklı Ġfade Edilen Bilinen microRNA’ların 

Analiz Sonuçları 

Sığır grupları arasında karĢılaĢtırmalı analiz sonucunda farklı ifade edilen bilinen 

miRNA‟lar Tablo 4.7‟da verilmiĢtir. Gruplar arasında upregüle veya downregüle 

olduğu belirlenen miRNA‟lar ayrıca ġekil 4.21‟de gösterilmiĢtir. 
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Tablo 4.7 Sığır grupları arasında karĢılaĢtırmalı analiz sonucunda farklı ifade edilen bilinen 

miRNA‟lar. 

 Artan Ġfade Azalan Ġfade 

Kontrol vs. Akut 13 0 

Kontrol vs. Subklinik 1 0 

Akut vs. Subklinik 0 4 

  

 

ġekil 4.21 Ġkili karĢılaĢtırmalarda farklı ifade edilen miRNA sayıları. 

Gruplar arasında farklı ekspresyon düzeyi gösteren miRNA‟ların ısı grafiği ġekil 

4.22‟de verilmiĢ olup ayrıca gruplar arası ikili kıyaslamalar sonucu upregülasyon ve 

downregülasyon sergileyen miRNA‟lar kat değiĢimleri ve istatistiksel önemlilik 

anlamında “padj” değerleriyle birlikte Tablo 8 -Tablo 10‟da verilmiĢtir. Ġkili 

karĢılaĢtırmalar arası farklı ifade edilen miRNA‟ların iliĢkileri incelendiğinde: Non-

enfekte ve subklinik enfekte grupların karĢılaĢtırmasında artan ifade gösteren tek bir 

miRNA (bta-miR-29d-3p) tespit edilmiĢ olup bu miRNA‟nın non-enfekte gruba göre 

akut enfekte grupta da anlamlı düzeyde artan ifadeye sahip olduğu görülmüĢtür. 

Ancak subklinik ve akut enfekte gruplar arasında bu miRNA‟nın ifade düzeylerinde 

bir farklılık ortaya çıkmadığı belirlenmiĢtir. Diğer yandan gruplar arası kıyaslama 
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sonuçlarına göre non-enfekte gruba göre akut enfekte grupta anlamlı düzeyde artan 

ifade sergileyen bta-miR-122, bta-miR-124 ve bta-miR-136‟nın enfeksiyonla ilgili 

önemli miRNA‟lar olabileceği düĢünülmüĢtür. Subklinik enfekte grupta akut enfekte 

gruba göre anlamlı düzeyde azalıĢ sergileyen dört adet miRNA‟dan bta-miR-122 ve 

bta-miR-677‟nin non-enfekte gruba göre akut enfekte grubunda önemli düzeyde 

artan ifade sergilediği tespit edilmiĢtir. Tüm bu sonuçlarla T. annulata enfeksiyonları 

için tanısal biyobelirteç adayı olabilecek farklı ifade sergileyen 4 adet miRNA (bta-

miR-29d, bta-miR-122, bta-miR-124a ve bta-miR-136) qPCR validasyon analizlerine 

dahil edilmiĢtir.   
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ġekil 4.22 Farklı ifade edilen miRNA'lara ait ısı grafiği. 
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Tablo 4.8 Non-enfekte gruba göre akut enfekte grupta farklı ifade sergileyen miRNA‟lar 

 
C1E C2E C3E A1E A2E A3E padj 

log2FoldChang

e 

ARTAN 

bta-miR-22-3p 3412 
475
7 4239 6598 10297 12375 

0,00369221
1 1,240968858 

bta-miR-2285ce 0 0 0 79 65 17 
0,02846103
9 8,244910299 

bta-miR-29d-3p 0 0 0 0 98 271 

0,03585182

6 9,309280815 

bta-miR-197 0 0 0 39 65 70 
0,01617058
3 8,295167044 

bta-miR-193b 0 0 0 39 65 78 
0,01407836
6 8,354835388 

bta-miR-450a 0 0 0 79 98 52 

0,00369221

1 8,727156711 

bta-miR-124a 0 0 0 0 130 262 
0,02846103
9 9,409381221 

bta-miR-122 
1650
8 

770
3 

1088
9 

14656
0 

16492
8 

14116
4 

8,37455E-
16 3,653395975 

bta-miR-124b 0 0 0 0 130 262 

0,02846103

9 9,409381221 

bta-miR-193a-
5p 42 177 116 434 653 666 

0,00980546
7 2,44828066 

bta-miR-677 1151 390 661 2252 11572 3637 0,00358411 2,949189204 

bta-miR-30a-5p 1194 
159
7 1789 3200 4642 3944 

0,00156703
3 1,384829267 

bta-miR-27a-3p 5886 
660
3 6339 9325 12815 18160 

0,01407836
6 1,083496741 

AZALA

N NONE 

        
 

Tablo 4.9 Non-enfekte gruba göre subklinik enfekte grupta farklı ifade sergileyen 

miRNA‟lar 

 
C1E C2E C3E S1E S2E S3E padj log2FoldChange 

ARTAN bta-miR-29d-3p 0 0 0 155 98 379 1,72283E-05 10,08961192 

          
AZALAN NONE 

        
 

Tablo 4.10 Akut enfekte gruba göre subklinik enfekte grupta farklı ifade sergileyen 

miRNA‟lar 

  
A1E A2E A3E S1E S2E S3E padj log2FoldChange 

ARTAN NONE 
        

          

AZALAN 

bta-miR-122 146560 164928 141164 15508 3114 36257 0,000304407 -3,08399675 

bta-miR-677 2252 11572 3637 672 236 1327 0,002910414 -2,989221209 

bta-miR-10225b 118 130 236 0 0 0 5,1756E-05 -9,64429813 

bta-miR-449d 118 32 105 0 0 0 0,008011692 -8,753346757 
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4.8 Theileria annulata ile Enfekte Sığırlarda Farklı Ġfade Sergileyen 

miRNA’ların KEGG-Klasifikasyonu ile Sinyal Yolağı ve Gen Ontoloji 

(GO) ZenginleĢtirme Analiz Sonuçları 

Sığır grupları arasında farklı ifade düzeyi sergilediği belirlenen Tablo 4.11-Tablo 

4.14‟te verilen miRNA‟ların hedef genlerinin KEGG-yolağı ve GO veri bankası 

üzerinden zenginleĢtirme analizleri yapılmıĢtır. Bu kapsamda non-enfekte ve 

subklinik enfekte gruplar arasında farklı ifade sergileyen bir miRNA bulunması ve 

bu miRNA‟nın aynı zamanda akut enfekte grupta da ifadesinin yüksek bulunması 

sebebiyle KEGG ve GO zenginleĢtirme analiz sonuçları non-enfekte ve akut enfekte 

gruplar arasında farklı ifade sergileyen miRNA‟lar üzerinde gerçekleĢtirilmiĢtir. 

ÇalıĢmada Q değeri (-log10, Enrichment FDR) <0,001 önemli zenginleĢtirme 

indikatörü olarak belirlenmiĢ ve ilgili yolakların grafiğe dökülmesinde anlamlılık 

düzeyi olarak kullanılmıĢtır. KEGG-yolağı analiz sonuçları Tablo 4.11‟da verilmiĢtir. 

Ayrıca akut enfekte grupta kontrol grubuna göre önemli düzeyde artan ifade 

sergileyen miRNA‟ların hedeflediği genlerin zenginleĢtiği yolaklar ġekil 4.23‟te 

verilmiĢtir. T. annulata ile enfekte sığırlarda non-enfekte gruba göre önemli artan 

ifade sergileyen miRNA‟ların hedef genlerin KEGG-yolağı klasifikasyon sonuçlarına 

göre büyük kısmının kanser, akson yönlendirme, fokal adezyon ve MAPK sinyali 

gibi çoklu yolaklar içinde zenginleĢtiği ve görev aldığı tespit edilmiĢtir.  

 

 

 

 

 

 

 

 



 

69 

 

Tablo 4.11 Non-enfekte ve akut enfekte gruplar arasında farklı ifade düzeyi sergileyen 

miRNA‟ların KEGG yolağı analiz sonuçları 

 

  

ġekil 4.23 Non enfekte ve akut Enfekte sığır grupları arasında farklı ifade edilen 
miRNA'ların KEGG yolağı grafisi 

Enrichment FDR nGenes Pathway Genes Fold Enrichment Pathway URL

4,90E-22 90 160 2.85176542207792 MicroRNAs in cancer http://www.genome.jp/kegg-bin/show_pathway?bta05206 

6,38E-20 195 515 1.91963497667381 Pathways in cancer http://www.genome.jp/kegg-bin/show_pathway?bta05200 

9,50E-20 92 177 2.63515298261061 Axon guidance http://www.genome.jp/kegg-bin/show_pathway?bta04360 

2,30E-17 93 192 2.45568689123377 Focal adhesion http://www.genome.jp/kegg-bin/show_pathway?bta04510 

1,33E-16 121 287 2.13744400199104 MAPK signaling pathway http://www.genome.jp/kegg-bin/show_pathway?bta04010 

2,21E-14 89 197 2.29041960577494 Proteoglycans in cancer http://www.genome.jp/kegg-bin/show_pathway?bta05205 

6,76E-14 69 138 2.5349025974026 Signaling pathways regulating pluripotency of stem cells http://www.genome.jp/kegg-bin/show_pathway?bta04550 

1,56E-12 60 118 2.57786704820603 Neurotrophin signaling pathway http://www.genome.jp/kegg-bin/show_pathway?bta04722 

5,53E-12 97 241 2.0405439995689 Endocytosis http://www.genome.jp/kegg-bin/show_pathway?bta04144 

2,10E-11 126 350 1.82512987012987 PI3K-Akt signaling pathway http://www.genome.jp/kegg-bin/show_pathway?bta04151 

5,23E-11 92 232 2.01043999104344 Ras signaling pathway http://www.genome.jp/kegg-bin/show_pathway?bta04014 

3,43E-10 84 211 2.01831107281344 Reg. of actin cytoskeleton http://www.genome.jp/kegg-bin/show_pathway?bta04810 

5,65E-10 42 78 2.7298951048951 EGFR tyrosine kinase inhibitor resistance http://www.genome.jp/kegg-bin/show_pathway?bta01521 

9,66E-10 43 82 2.65855638264175 ErbB signaling pathway http://www.genome.jp/kegg-bin/show_pathway?bta04012 

1,89E-09 63 146 2.18765566625156 Breast cancer http://www.genome.jp/kegg-bin/show_pathway?bta05224 

1,93E-09 113 324 1.7681727994228 Human papillomavirus infection http://www.genome.jp/kegg-bin/show_pathway?bta05165 

2,02E-09 57 127 2.27542437877084 Relaxin signaling pathway http://www.genome.jp/kegg-bin/show_pathway?bta04926 

4,56E-09 50 107 2.36906784803981 Insulin resistance http://www.genome.jp/kegg-bin/show_pathway?bta04931 

4,75E-09 47 98 2.43143718526372 AGE-RAGE signaling pathway in diabetic complications http://www.genome.jp/kegg-bin/show_pathway?bta04933 

4,75E-09 58 133 2.21089249096768 Insulin signaling pathway http://www.genome.jp/kegg-bin/show_pathway?bta04910 
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Gen ontoloji (GO) veri bankasında gerçekleĢtirilen ilgili miRNA‟ların hedef 

genlerinin fonksiyonel zenginleĢtirme analizi verileri moleküler fonksiyon bazında 

Tablo 4.12‟de sonuçların grafik üzerinde gösterimi de ġekil 4.24‟te verilmiĢtir. GO 

analiz sonuçları farklı ifade sergileyen miRNA‟ların çeĢitli moleküler fonksiyon 

yolaklarında zenginleĢtiğini göstermiĢ olup en yüksek düzeyde zenginleĢme 

belirlenen üç moleküler fonksiyon yolağı Trasnkripsiyon regülatör aktvitesi 

(GO:0140110), Sekans spesifik DNA bağlanması (GO:0043565) ve Transkripsiyon 

regülatör bölgesi nükleik asit bağlanması (GO:0001067) olarak tespit edilmiĢtir.   

Tablo 4.12 Non-enfekte ve akut enfekte gruplar arasında farklı ifade düzeyi sergileyen 

miRNA‟ların GO analiz sonuçlarına göre moleküler fonksiyon yolakları 

 

 

Enrichment FDR nGenes Pathway Genes Fold Enrichment Pathway URL

1,78E-50 564 1582 1.80744003152347 Transcription regulator activity  http://amigo.geneontology.org/amigo/term/GO:0140110

5,93E-42 491 1393 1.78698804784591 Sequence-specific DNA binding  http://amigo.geneontology.org/amigo/term/GO:0043565

1,71E-40 461 1296 1.80337977994228 Sequence-specific double-stranded DNA binding  http://amigo.geneontology.org/amigo/term/GO:1990837

1,35E-38 436 1222 1.80886666524964 Transcription regulatory region nucleic acid binding  http://amigo.geneontology.org/amigo/term/GO:0001067

2,06E-38 435 1221 1.80619595392323 Transcription cis-regulatory region binding  http://amigo.geneontology.org/amigo/term/GO:0000976

5,82E-37 469 1366 1.74065785970984 Double-stranded DNA binding  http://amigo.geneontology.org/amigo/term/GO:0003690

5,89E-37 507 1514 1.69774850314811 Enzyme binding  http://amigo.geneontology.org/amigo/term/GO:0019899

2,03E-36 422 1194 1.79184069699145 DNA-binding transcription factor activity  http://amigo.geneontology.org/amigo/term/GO:0003700

4,69E-36 406 1138 1.80873542099377 RNA polymerase II transcription regulatory region sequence-specific DNA binding  http://amigo.geneontology.org/amigo/term/GO:0000977

7,56E-35 367 1005 1.85136169800349 Cis-regulatory region sequence-specific DNA binding  http://amigo.geneontology.org/amigo/term/GO:0000987

9,86E-35 398 1122 1.79838009583999 DNA-binding transcription factor activity, RNA polymerase II-specific  http://amigo.geneontology.org/amigo/term/GO:0000981

1,74E-34 361 987 1.85430564875854 RNA polymerase II cis-regulatory region sequence-specific DNA binding  http://amigo.geneontology.org/amigo/term/GO:0000978

8,01E-30 179 391 2.32095941143256 DNA-binding transcription activator activity, RNA polymerase II-specific  http://amigo.geneontology.org/amigo/term/GO:0001228

1,52E-29 180 396 2.30445690672963 DNA-binding transcription activator activity  http://amigo.geneontology.org/amigo/term/GO:0001216

4,25E-24 246 663 1.88110418992772 Phosphotransferase activity, alcohol group as acceptor  http://amigo.geneontology.org/amigo/term/GO:0016773

6,26E-23 263 737 1.80917064617879 Kinase activity  http://amigo.geneontology.org/amigo/term/GO:0016301

3,97E-21 210 560 1.90117694805195 Protein kinase activity  http://amigo.geneontology.org/amigo/term/GO:0004672

3,03E-18 158 400 2.00257305194805 Transcription factor binding  http://amigo.geneontology.org/amigo/term/GO:0008134

5,46E-17 166 439 1.9170561784457 Protein domain specific binding  http://amigo.geneontology.org/amigo/term/GO:0019904

1,03E-16 281 879 1.6207227073268 Transferase activity, transferring phosphorus-containing groups  http://amigo.geneontology.org/amigo/term/GO:0016772
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ġekil 4.24 Non enfekte ve akut enfekte sığır grupları arasında farklı ifade edilen 

miRNA'ların zenginleĢtiği moleküler fonksiyon yolakları 

Ġlgili miRNA‟ların hedef genlerinin GO fonksiyonel zenginleĢtirme analizi verileri 

hücresel bileĢen bazında Tablo 4.13‟te, sonuçların grafik üzerinde gösterimi de ġekil 

4.25‟te verilmiĢtir. GO analiz sonuçları farklı ifade sergileyen miRNA‟ların çeĢitli 

hücresel bileĢen yolaklarında zenginleĢtiğini göstermiĢ olup en yüksek düzeyde 

zenginleĢme belirlenen üç hücresel bileĢen yolağı hücreler arası bağlantı 

(GO:0030054), Synapse (GO:0045202) ve Golgi aygıtı fonksiyonu (GO:0005794) 

olarak tespit edilmiĢtir. 
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Tablo 4.13 Non-enfekte ve akut enfekte gruplar arasında farklı ifade düzeyi sergileyen 

miRNA‟ların GO analiz sonuçlarına göre hücresel bileĢen yolakları 

 

 

ġekil 4.25 Non enfekte ve akut enfekte sığır grupları arasında farklı ifade edilen 
miRNA'ların zenginleĢtiği hücresel bileĢen yolakları 

Ġlgili miRNA‟ların hedef genlerinin GO fonksiyonel zenginleĢtirme analizi verileri 

biyolojik süreç bazında Tablo 4.14‟te, sonuçların grafik üzerinde gösterimi de ġekil 

4.26‟de verilmiĢtir. GO analiz sonuçları farklı ifade sergileyen miRNA‟ların çeĢitli 

biyolojik süreç yolaklarında zenginleĢtiğini göstermiĢ olup en yüksek düzeyde 

Enrichment FDR nGenes Pathway Genes Fold Enrichment Pathway URL

1,52E-38 467 1336 1.7721549595614 Cell junction  http://amigo.geneontology.org/amigo/term/GO:0030054

1,68E-29 310 841 1.86877480426826 Synapse  http://amigo.geneontology.org/amigo/term/GO:0045202

5,49E-22 337 1025 1.66685302502376 Golgi apparatus  http://amigo.geneontology.org/amigo/term/GO:0005794

6,41E-19 103 212 2.46316007106101 Glutamatergic synapse  http://amigo.geneontology.org/amigo/term/GO:0098978

1,32E-15 142 363 1.98322958033702 Transcription regulator complex  http://amigo.geneontology.org/amigo/term/GO:0005667

1,32E-15 368 1245 1.49854482866531 Intracellular vesicle  http://amigo.geneontology.org/amigo/term/GO:0097708

1,33E-15 367 1242 1.49808253340862 Cytoplasmic vesicle  http://amigo.geneontology.org/amigo/term/GO:0031410

5,01E-15 390 1349 1.46569609041811 Vesicle  http://amigo.geneontology.org/amigo/term/GO:0031982

7,20E-14 239 749 1.61773490194718 Neuron projection  http://amigo.geneontology.org/amigo/term/GO:0043005

1,10E-13 202 607 1.6871509873981 Endosome  http://amigo.geneontology.org/amigo/term/GO:0005768

3,72E-13 397 1416 1.4214072474136 Cell projection  http://amigo.geneontology.org/amigo/term/GO:0042995

4,82E-13 129 342 1.91229494190021 Postsynapse  http://amigo.geneontology.org/amigo/term/GO:0098794

4,82E-13 166 478 1.76064364505787 Anchoring junction  http://amigo.geneontology.org/amigo/term/GO:0070161

1,02E-12 127 338 1.90492680396527 Receptor complex  http://amigo.geneontology.org/amigo/term/GO:0043235

1,14E-12 382 1364 1.41984280382374 Plasma membrane bounded cell projection  http://amigo.geneontology.org/amigo/term/GO:0120025

1,70E-11 116 310 1.89708839547549 Axon  http://amigo.geneontology.org/amigo/term/GO:0030424

1,83E-11 77 176 2.21803977272727 Neuron to neuron synapse  http://amigo.geneontology.org/amigo/term/GO:0098984

2,09E-11 105 272 1.9570939171123 Presynapse  http://amigo.geneontology.org/amigo/term/GO:0098793

2,44E-11 198 625 1.60611428571429 Nuclear body  http://amigo.geneontology.org/amigo/term/GO:0016604

4,03E-11 292 1014 1.45994390225159 Integral component of plasma membrane  http://amigo.geneontology.org/amigo/term/GO:0005887
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zenginleĢme belirlenen üç biyolojik süreç yolağı RNA metabolik prosesi post 

regülasyonu (GO:0051254), DNA tabanlı transkripsiyonun post regülasyonu 

(GO:0045893) ve RNA biyosentez prosesinin post regülasyonu (GO:1902608) 

olarak tespit edilmiĢtir. Elde edilen bu sonuçlar miRNA‟ların hedeflediği genlerin 

sitoplazmik ve nükleer metabolik süreçler ve transkripsiyon baĢta olma üzere önemli 

role sahip olduğunu göstermiĢtir.  

Tablo 4.14 Non-enfekte ve akut enfekte gruplar arasında farklı ifade düzeyi sergileyen 

miRNA‟ların GO analiz sonuçlarına göre biyolojik süreç yolakları  

 

Enrichment FDR nGenes Pathway Genes Fold Enrichment Pathway URL

7,66E-73 563 1386 2.05937974363299 Pos. reg. of RNA metabolic proc.  http://amigo.geneontology.org/amigo/term/GO:0051254

4,42E-68 525 1291 2.0616945989719 Pos. reg. of transcription, DNA-templated  http://amigo.geneontology.org/amigo/term/GO:0045893

4,42E-68 525 1291 2.0616945989719 Pos. reg. of nucleic acid-templated transcription  http://amigo.geneontology.org/amigo/term/GO:1903508

4,56E-68 525 1292 2.06009886011821 Pos. reg. of RNA biosynthetic proc.  http://amigo.geneontology.org/amigo/term/GO:1902680

1,11E-67 647 1735 1.89058441558442 Reg. of developmental proc.  http://amigo.geneontology.org/amigo/term/GO:0050793

2,38E-64 558 1440 1.96454951298701 Pos. reg. of macromolecule biosynthetic proc.  http://amigo.geneontology.org/amigo/term/GO:0010557

1,56E-63 600 1600 1.90117694805195 Nervous system development  http://amigo.geneontology.org/amigo/term/GO:0007399

2,01E-63 534 1362 1.98772097946107 Tissue development  http://amigo.geneontology.org/amigo/term/GO:0009888

5,05E-57 465 1167 2.02010232697893 Neg. reg. of cellular biosynthetic proc.  http://amigo.geneontology.org/amigo/term/GO:0031327

2,07E-55 550 1488 1.87391993087558 Cell development  http://amigo.geneontology.org/amigo/term/GO:0048468

2,10E-55 416 1009 2.09022691877003 Pos. reg. of transcription by RNA polymerase II  http://amigo.geneontology.org/amigo/term/GO:0045944

2,44E-54 647 1866 1.75785850002088 Reg. of multicellular organismal proc.  http://amigo.geneontology.org/amigo/term/GO:0051239

6,32E-54 667 1948 1.73591379103443 Neg. reg. of cellular metabolic proc.  http://amigo.geneontology.org/amigo/term/GO:0031324

3,71E-53 458 1174 1.97782860240271 Neurogenesis  http://amigo.geneontology.org/amigo/term/GO:0022008
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ġekil 4.26 Non enfekte ve akut enfekte sığır grupları arasında farklı ifade edilen 

miRNA'ların zenginleĢtiği biyolojik süreç yolakları 

4.9 Gruplar Arasında Farklı Ġfade G steren, Bilinen miRNA’ların qPCR ile 

Validasyonu  

Sığır grupları arasında NGS sonuçlarına göre non-enfekte grupla kıyaslandığında 

önemli düzeyde up-regüle olduğu belirlenen 4 miRNA‟nın (bta-mir29d, bta-mir122, 

bta-mir124 ve bta-mir136) dolaĢımdaki expresyon seviyelerini belirlemek ve 

validasyon için qPCR analizi gerçekleĢtirilmiĢtir. Gruplardaki okumalar referans U6 

geni okumaları ile normalize edilerek ekspresyon seviyeleri karĢılaĢtırılmıĢtır.  

bta-mir29d‟un qPCR analizleri sonucunda tüm gruplardaki replikasyonlarda 

amplifikasyon gösterdiği ve spesifik olarak melt pikinin 76,5 ºC olduğu 
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belirlenmiĢtir (ġekil 4.24). Sığır grupları arasında bta-mir29d‟nin Cq değerleri ile 

birlikte normalize ifade düzeyleri ve kat değiĢimleri Tablo 4.16‟da verilmiĢtir. 

Ayrıca sığır grupları arasında bta-mir29d‟nin ifade düzeylerinin karĢılaĢtırılması (A) 

ve ısı haritası (B) ġekil 4.25‟de gösterilmiĢtir. bta-mir29d‟nin non enfekte gruba 

oranla subklinik enfekte ve akut enfekte sığırlarda sırasıyla 146 ve 1284 kat fazla 

ifade olduğu tespit edilmiĢtir. Ayrıca subklinik enfekte gruba göre akut enfekte 

grupta ilgili mRNA‟nın 881 kat fazla ifade olduğu belirlenmiĢtir. Bu sonuçlar bta-

mir29d için NGS sonuçlarının validasyonunu sağlamıĢtır.    

 

ġekil 4.27 bta-mir29d amplifikasyon ve melt eğrisi 

Tablo 4.15 bta-mir29d‟un sığır gruplarında belirlenen ifade düzeyleri ve Cq değerleri 

Hedef Örnek Kontrol Ekspresyon Ekspresyon SEM 
DüzeltilmiĢ 

Ekspresyon SEM 
Ortalama Cq Cq SEM 

Kat 

değiĢimi 

mir29d Akut 
 

12,84333 10,14784 10,14784 32,58 0,16822 
1284 

mir29d Non-enf C 1,00000 1,58014 1,58014 34,13 0,50795 
1.0 

mir29d Subklinik 
 

1,45822 0,65956 0,65956 33,19 0,47118 
146 
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ġekil 4.28 bta-mir29d‟nin sığır grupları arasındaki ekspresyon düzeyi ve ısı haritası. 

bta-mir122‟nin qPCR analizleri neticesinde tüm gruplardaki replikasyonlarda 

amplifikasyon gösterdiği ve spesifik olarak melt pikinin 79,0 ºC olduğu saptanmıĢtır 

(ġekil 4.26). Sığır grupları arasında bta-mir122‟nin Cq değerleri ile birlikte 

normalize ifade düzeyleri ve kat değiĢimleri Tablo 4.17‟de verilmiĢtir. Ayrıca sığır 

grupları arasında bta-mir122‟nin ifade düzeylerinin karĢılaĢtırılması (A) ve ısı 

haritası (B) ġekil 4.27‟de gösterilmiĢtir. bta-mir122‟nin non enfekte gruba oranla 

subklinik enfekte ve akut enfekte sığırlarda sırasıyla 104 ve 577 kat fazla ifade 

olduğu belirlenmiĢtir. Subklinik enfekte gruba göre akut enfekte grupta ilgili 

mRNA‟nın 558 kat fazla ifade olduğu görülmüĢtür. Bu sonuçlar bta-mir122 için 

NGS sonuçlarının validasyonunu sağlamıĢtır. 
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ġekil 4.29 bta-mir122 amplifikasyon (A) ve melt eğrisi (B) 

Tablo 4.16 bta-mir122‟nin sığır gruplarında belirlenen ifade düzeyleri ve Cq değerleri 

Hedef Örnek Kontrol Ekspresyon Ekspresyon SEM DüzeltilmiĢ Ekspresyon SEM Ortalama Cq Cq SEM 
Kat 

değiĢimi 

mir122 Akut 
 

5,77341 4,56887 4,56887 22,23 0,05803 
577 

mir122 Non-enf C 1,00000 1,57591 1,57591 22,63 0,03094 
1.0 

mir122 Subklinik 
 

1,03553 0,37868 0,37868 22,04 0,28448 
104 

 

 

ġekil 4.30 bta-mir122‟in sığır grupları arasındaki ekspresyon düzeyi ve ısı haritası. 
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bta-mir124‟nün qPCR analizleri neticesinde tüm gruplardaki replikasyonlarda 

amplifikasyon gösterdiği ve spesifik olarak melt pikinin 79,0-80,0 ºC olduğu 

saptanmıĢtır (ġekil 4.28). Sığır grupları arasında bta-mir124‟nün Cq değerleri ile 

birlikte normalize ifade düzeyleri ve kat değiĢimleri Tablo 4.18‟de verilmiĢtir. 

Ayrıca sığır grupları arasında bta-mir122‟nin ifade düzeylerinin karĢılaĢtırılması (A) 

ve ısı haritası (B) ġekil 4.29‟da gösterilmiĢtir. bta-mir124‟nün non enfekte gruba 

oranla subklinik enfekte ve akut enfekte sığırlarda sırasıyla 277 ve 881 kat fazla ifade 

olduğu belirlenmiĢtir. Subklinik enfekte gruba göre akut enfekte grupta ilgili 

mRNA‟nın 318 kat fazla ifade olduğu görülmüĢtür. Bu sonuçlar bta-mir124 için 

NGS sonuçlarının validasyonunu sağlamıĢtır. 

 

ġekil 4.31 bta-mir124 amplifikasyon ve melt eğrisi 

Tablo 4.17 bta-mir124‟ün sığır gruplarında belirlenen ifade düzeyleri ve Cq değerleri 

Hedef Örnek Kontrol Ekspresyon Ekspresyon SEM 
DüzeltilmiĢ 

Ekspresyon SEM 
Ortalama Cq Cq SEM 

Kat 

değiĢimi 

mir124 Akut 
 

3,18493 2,69075 2,69075 34,16 0,40495 
881 

mir124 Non-enf C 0,36157 0,57613 0,57613 35,22 0,09424 
1.0 

mir124 Subklinik 
 

1,00000 0,46540 0,46540 33,17 0,40890 
277 
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ġekil 4.32 bta-mir124‟ün sığır grupları arasındaki ekspresyon düzeyi ve ısı haritası. 

bta-mir136‟nın qPCR analizleri neticesinde tüm gruplardaki replikasyonlarda 

amplifikasyon gösterdiği ve spesifik olarak melt pikinin 78,5 ºC olduğu saptanmıĢtır 

(ġekil 4.30). Sığır grupları arasında bta-mir136‟nın Cq değerleri ile birlikte 

normalize ifade düzeyleri ve kat değiĢimleri Tablo 4.19‟de verilmiĢtir. Ayrıca sığır 

grupları arasında bta-mir136‟nın ifade düzeylerinin karĢılaĢtırılması (A) ve ısı 

haritası (B) ġekil 4.31‟de gösterilmiĢtir. bta-mir136‟nın non-enfekte gruba oranla 

subklinik enfekte ve akut enfekte sığırlarda sırasıyla 122 ve 665 kat fazla ifade 

olduğu belirlenmiĢtir. Subklinik enfekte gruba göre akut enfekte grupta ilgili 

mRNA‟nın 546 kat fazla ifade olduğu görülmüĢtür. Bu sonuçlar bta-mir136 için 

NGS sonuçlarının validasyonunu sağlamıĢtır. 
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ġekil 4.33 bta-mir136 amplifikasyon ve melt eğrisi 

Tablo 4.18 bta-mir136‟nın sığır gruplarında belirlenen ifade düzeyleri ve Cq değerleri 

Hedef Örnek Kontrol Ekspresyon Ekspresyon SEM 
DüzeltilmiĢ 

Ekspresyon SEM 
Ortalama Cq Cq SEM 

Kat 

değiĢimi 

mir136 Akut 
 

6,64710 5,36199 5,36199 28,17 0,24741 
665 

mir136 Non-enf C 1,00000 1,30239 1,30239 28,70 0,38442 
1.0 

mir136 Subklinik 
 

1,21765 0,48297 0,48297 27,97 0,07242 
122 

 

 

ġekil 4.34 bta-mir136 ekspresyon düzeyi ve ısı haritası 
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5. TARTIġMA 

miRNA‟ların önemli bazı fonksiyonlarının parazitlerin neoblast biyolojisi, geliĢimi, 

fizyolojisi, enfeksiyonu ve bağıĢıklığı ile iliĢkili olduğu bilinmektedir (Zheng Y ve 

ark., 2013). T. annulata, konak gen ekspresyonunu bozma ve enfekte konak 

lökositinde kanser benzeri bir fenotipe neden olarak hücrelerde transformasyona yol 

açma konusundaki benzersiz yeteneğiyle ökaryotik patojenlerin en ilgi çekici olanları 

arasında yer almaktadır. T. annulata üzerine önceki çalıĢmaların çoğu parazit ile 

NFkB, AP1 ve cMyc gibi konak transkripsiyon faktörlerinin yapısal aktivasyonu 

arasındaki iliĢkiye odaklanmıĢtır (Baumgartner ve ark., 2000; Dessauge ve ark., 

2005). Eksozomlar baĢta olmak üzere ekstrasellüler veziküllerin (EV), sinyalleri 

donörden alıcı hücrelere ileterek çeĢitli hücre tipleri arasındaki iletiĢime aracılık 

ettiği ve hücreden hücreye temas gerekliliğini ortadan kaldırdığı bilinmektedir 

(Tkach ve Thery, 2006). Alıcı hücrelerin daha sonra yeniden programlanması, 

özellikle onkogenez sürecinde olmak üzere hastalık ilerlemesine iliĢkin önemli 

bilgiler sağlamıĢtır (Choi ve ark., 2007). Günümüze kadar T. annulata ile ilgili olarak 

eksozomlar ve miRNA içeriklerinin karakterizasyonu ve fonksiyonel analizleri 

üzerine yalnızca bir araĢtırma (Gillan ve ark., 2019) yapılmıĢ olup parazitin göçü ve 

hücre dıĢı matris sindiriminde rol oynayan proteinlerin TBL20 hücrelerinden gelen 

eksozomlarda zenginleĢtiği gösterilmiĢtir. Ayrıca ilgili çalıĢmada (Gillan ve ark., 

2019) çoğu tümör ve/veya enfeksiyon biyolojisinde bilinen rollere sahip konak 

miRNA‟larında da ekspresyonel önemli farklılıklar gözlenmiĢtir. T. annulata 

enfeksiyonunda miRNA‟ların önemleri üzerine eksozomlar hedeflenmeden bazı 

araĢtırmanın da yapıldığı görülmekte olup bir dizi miRNA‟nın transforme lökositler 

ve myeloid hücrelerin virulansında çeĢitli yolakları aktive ederek rol üstlendiği 

ortaya çıkarılmıĢtır (Marsolier ve ark., 2013; Haidar ve ark., 2015b; Haidar ve ark., 

2018). Günümüze kadar T. annulata‟nın doğal konağı sığırların dolaĢımındaki 
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enfeksiyona bağlı eksozomal miRNA‟lar, ekspresyonel değiĢimleri ve fonksiyonel 

analizleri üzerine herhangi bir araĢtırma bulunmamaktadır. Bu araĢtırma açığına veri 

sağlamak ve tropikal theileriosis‟in konak-parazit ilĢkisinin daha iyi anlaĢılmasına 

katkı sağlamak amacıyla yürütülen bu tez çalıĢmasında non-enfekte, akut enfekte ve 

subklinik enfekte sığır gruplarında eksozomların izolasyonu, karakterizasyonu, 

eksozomal miRNA‟ların NGS platformunda araĢtırılması, farklı ifade sergilediği 

belirlenen miRNA‟ların gen ontoloji analizleri ile sinyal yolaklarının ortaya 

çıkarılması ve qPCR analizleri ile validasyonlarının sağlanarak potansiyel 

biyobelirteç oluĢturma potansiyellerinin değerlendirilmesi yapılmıĢtır. 

Tez çalıĢması kapsamında öncelikle akut enfekte, subklinik enfekte ve non-enfekte 

sığır gruplarının oluĢturulması amacıyla klinik tablo ile bir dizi analizi içeren teĢhis 

paneli oluĢturulmuĢtur. Akut theileriosis yüksek ateĢ, kenenin kan emdiği bölgedeki 

yüzeysel lenf nodüllerinde büyüme, parazitemi sırasında eritrosit sayısında azalma 

nedeniyle Ģiddetli anemi, mukozalarda peteĢiyal kanamalar, ruminasyonun durması 

ve seröz burun akıntısı gibi klinik belirtileriyle teĢhis edilebilen bir hastalık olup 

(Baldwin ve ark., 1988) çalıĢma kapsamına dahil edilen akut enfekte sığırlarda bu 

belirtilerin çoğu görülmüĢtür.  Akut enfekte hayvanlarda T. annulata‟nın teĢhisi için 

kan ve lenf yumrusu aspiratlarından hazırlanan frotilerde etkenin geliĢim dönemleri 

belirlenmiĢ ve parazitin sporozoit yüzey proteini genini (TASP) hedef alan qPCR ve 

ilgili genin sekans analizleri ile teĢhisler doğrulanmıĢtır. TASP‟ın yanısıra 18S 

rRNA, merozoit yüzey proteini (tams), ve Sitokrom III (COIII) gibi çeĢitli genler 

konvansiyonel ve/veya qPCR tabanlı olarak T. annulata‟nın özgün teĢhisinde 

kullanılan yaygın gen bölgelerinin baĢında gelmektedir (Santos ve ark., 2013; García 

ve ark., 2014; Mans ve ark., 2015; Ros- Ziam ve ark., 2015). ÇalıĢmamızda akut 

klinik tablo sergileyen sığırların hem kan hem de lenf aspiratlarında T. annulata 

geliĢim dönemleri tespit edilmiĢ olup gerçekleĢtirilen TASP qPCR analizlerinde ilgili 

örneklerin Cq değerlerinin genel olarak 28‟den düĢük olduğu ve örneklerde parazit 

DNA kopya sayısının yüksek olduğu görülmüĢtür. Diğer yandan subklinik enfekte ve 

non-enfekte sığırların belirlenmesinde öncelikle TASP qPCR analizleri 

gerçekleĢtirilmiĢ sonrasında pozitif belirlenen örneklerin perifer kan frotileri 

incelenmiĢtir. Subklinik enfekte sığırlarda TASP qPCR Cq değerleri genel olarak 32-
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35 arasında saptanmıĢ ve parazit DNA‟sının akut enfekte gruba oranla daha düĢük 

olduğu tespit edilmiĢtir. Nitekim ilgili sığırların kan frotilerinde de etkenin 

piroplazmik formlarının düĢük düzeyde olduğu görülmüĢtür.    

ÇalıĢmada eksozomal miRNA‟ların araĢtırılması için yukarıda bahsedilen teĢhis 

paneli ile her grupta 15 sığır olacak Ģekilde çalıĢma grupları oluĢturulmuĢtur. Akut ve 

subklinik enfekte gruplara dahil edilecek sığırların belirlenmesi ve her grup için üç 

tekrarı oluĢturacak (her grup için 5 sığır serumu birleĢtirilerek) hayvan serumlarının 

birleĢtirilmesi noktasında kategorizasyon için enfekte sığırlarda moleküler 

yaklaĢımla gen kopya sayıları (GCN) ve buna bağlı formülizasyon ile parazit yükleri 

(parazitemi) hesaplanmıĢtır. Theileria annulata ile enfekte sığırlarda GCN ve parazit 

yüklerinin belirlenmesi üzerine qPCR yaklaĢımı kullanılarak yapılan araĢtırmalarda 

18SrRNA (Ros Garcia ve ark., 2012) ve TASP (Dandasena ve ark., 2019) genlerinin 

hedeflendiği ve ilgili gen fragmentlerinin plazmid vektörlere klonlandıktan sonra 

elde edilen rekombinant plasmidlerin seri sulandırmalarla standartlarının 

oluĢturularak analizlerde kullanıldığı görülmektedir. ÇalıĢmamızda parazit yüklerinin 

hesaplanmasında TASP geni tercih edilmiĢ olup, ilgili genin 18S rRNA gen 

bölgesine göre daha spesifik olduğu, gen kopya sayısının daha yüksek olduğu ve bu 

nedenle de 18S rRNA, TAMS geni gibi diğer belirleyicilere göre tanı amaçlı 

moleküler yaklaĢımlarda daha çok tercih edildiği görülmektedir (Sibeko ve ark., 

2008; Kundave ve ark., 2014; Ghoneim ve El-Fayomy, 2014; Dandasena ve ark., 

2019). Ayrıca T. annulata'nın tespiti ve parazit yükünün tayini için 18S rRNA bazlı 

qPCR kullanımının, tek genomdaki çoklu kopyaları ve çeĢitli Theileria ve Babesia 

parazitleri arasındaki sekans benzerliği nedeniyle, klinik örneklerin test edilmesinde 

çeĢitli dezavantajlarının ve sınırlamalarının bulunduğu kaydedilmiĢtir (Sibeko ve 

ark., 2008; Gotia ve ark., 2016; Dandasena ve ark., 2019). TASP qPCR analizleri 

sonucu çalıĢmamızda akut enfekte belirlenen ve çalıĢma gruplarına dahil edilen 

sığırlarda parazit yükünün 6,90E+04 ile 3,99E+09 arasında olduğu, subklinik enfekte 

hayvanlarda ise parazit yüklerinin 2,66E+04 ile 7,84E+06 arasında değiĢtiği tespit 

edilmiĢ olup ilgili sonuçlar çeĢitli araĢtırıcıların bulguları ile paralellik göstermiĢtir 

(Ros Garcia ve ark., 2012; Dandasena ve ark., 2019).   
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Tez çalıĢmasında yukarıdaki yaklaĢımlarla gruplara dahil edilen sığırlar 

belirlendikten sonra her üç grup için beĢer hayvanın serumlarının birleĢtirilmesi ile 

oluĢturulan serum örneklerinden (grup baĢına 3 replikasyon) ticari kit kullanılarak 

eksozom izolasyonu gerçekleĢtirilmiĢtir. ÇeĢitli biyolojik örneklerden eksozomların 

karakterizasyonunda TEM, STEM ve SEM gibi görüntüleme teknikleri yaygın olarak 

kullanılmaktadır (Marcilla ve ark., 2012; Shears ve ark., 2018). ÇalıĢmamızda non-

enfekte, akut enfekte ve subklinik enfekte sığır serum replikasyonlarından izole 

edilen eksozomların görüntülemelerinde SEM tercih edilmiĢ ve eksozomlara özgü 

yuvarlak-Ģekilli (round-shape) ve 70-150 nm boyutunda tipik veziküllerin 

belirlenmesiyle izole edilen veziküllerin eksozom oldukları teyit edilmiĢtir. 

ÇalıĢmamızda eksozomların partikül boyutu ve konsantrasyonlarının belirlenmesi 

amacıyla NTA kullanılmıĢ olup, ilgili teknik tek tek parçacıkların ortalama kare yer 

değiĢtirmesini belirlemek için her bir parçacığın Brown hareketini ayrı ayrı izleyen 

ıĢık saçılmasına dayalı bir yöntemdir (Vestad ve ark., 2017). KarmaĢık örneklerin 

partikül boyutunu ve konsantrasyonunu ölçmek için her bir deneysel yaklaĢımın 

uygunluğunu göstermek amacıyla, ölçümlerden önce kalite kontrol olarak biyolojik 

örneklerin karmaĢıklığını taklit eden referans malzemelerin test edilmesi kritik 

öneme sahiptir (Caputo ve ark., 2019). Bu kapsamda çalıĢmamızda ölçümler 

esnasında kullanılan tüm malzemeler ve solüsyonların steril olmasına azami seviyede 

dikkat edilmiĢtir. GerçekleĢtirilen analizler NTA tabanlı çalıĢmalara (Filipe ve ark., 

2010; Jin ve ark., 2019; Bachurski ve ark., 2019) uygun olarak elde edilen 

veziküllerin, ana parçacık boyutundaki en büyük pikin yaklaĢık 79 nm olduğunu ve 

genel boyut dağılımının da 70 ila 200 nm arasında olduğunu göstermiĢ olup sonuçlar 

eksozomların karakterizasyonunu sağlamıĢtır. Eksozomların içerdikleri bazı spesifik 

proteinlerin gösterilmesi biyolojik örneklerde ilgili ekstrasellüler veziküllerin 

karakterizasyonu amacıyla yaygın kullanılan güvenilir bir yöntemdir (Kowaj ve ark., 

2016). Bu proteinlerden tetraspaninler dört transmembran alanı içeren bir grup olup 

belirli karakteristik özelliklere sahiptir. Tetraspaninler‟den CD9, CD63 ve CD81 bu 

veziküllere özgü transmembran proteinleri olup Western Blot ve Flow Sitometrisi 

gibi tekniklerle yaygın olarak eksozomların karakterizasyonunda kullanılmaktadır 

(Li ve ark., 2018; Jeppesen ve ark., 2019). ÇalıĢmamızda da ilgili üç protein markörü 

için SDS-PAGE ve Western Blot analizleri gerçekleĢtirilmiĢ ve izole edilen 
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eksozomal proteinlerde CD9, CD63 ve CD81‟in tüm örneklerde ifade olduğu tespit 

edilmiĢtir. Bu sonuçlarda eksozomların karakterizasyonu sağlanmıĢtır.  

ÇeĢitli biyolojik örnekler ile eksozomlar gibi ekstrasellüler veziküllerde miRNA 

tabanlı karakterizasyon çalıĢmalarında doğruluk oranı yüksek ve uygun maliyetli 

miRNA profilleme teknikleri gereklidir. Yeni nesil dizileme (NGS), önsel bir gen 

açıklamasına dayanmaz ve bu nedenle yeni miRNA türlerinin keĢfedilmesine olanak 

tanır (Friedländer ve ark., 2008). En önemlisi, NGS, örnek zenginleĢtirme için 

yüksek kapasiteye sahip olmasıyla yüksek hassasiyete sahiptir. Buna ek olarak, NGS 

tarafından sağlanan tek nükleotid çözünürlüğü, izomiR'lerin (miRBase'de açıklanan 

türlerden sekans veya uzunluk bakımından farklılık gösteren miRNA varyantları) 

tanımlanmasını sağlar (Neilsen ve ark., 2012). Bunun yanında small RNA dizileme 

kütüphanesi hazırlama ile ilgili, yanlı adaptör ligasyonu, adaptör dimerlerinin 

oluĢumu, küçük RNA türlerinin boyut seçiminin yapılması gerekliliği ve özellikle 

biyolojik sıvılar analiz ediliyorsa çok düĢük girdi protokollerine uyum sağlama 

zorunluluğu gibi önemli zorluklarda gözlenebilir. miRNA sekanslama için 

kütüphaneler hazırlamak üzere giderek daha fazla sayıda aracın kullanıma 

sunulmasıyla birlikte, bu farklı metodolojilerin etkinlik ve hassasiyetleri üzerine 

çeĢitli araĢtırmalar yapılmıĢtır (Linsen ve ark., 2009; Baker, 2010; Hafner ve ark., 

2011; Alon ve ark., 2011). Tüm bu araçların temel iĢleyiĢi small RNA dizileme 

(sRNA-seq) kütüphaneleri oluĢturmak için, adaptörler miRNA'nın her iki ucuna 

bağlanması, ardından ters transkripsiyon, PCR ile Ģablon amplifikasyonu ve küçük 

RNA türlerinin boyut seçimine dayanmaktadır (Coenen-Stass ve ark. 2018). 

ÇalıĢmamızda kütüphane hazırlanmasında Illumina platformu için geliĢtirilen 

NEBNext, Multiplex Small RNA Library Prep Set kullanılmıĢ ve sekanslama 

kütüphaneleri Illumina NextSeq 550 platformunda sekanslanmıĢtır. NGS analizleri 

sonucu her bir örnek baĢına ortalama 15,84 milyon okuma ve örnek baĢına ortalama 

783 milyon bazdan oluĢuna ham veri elde edilirken bu ham verilerin minimum kalite 

skoru 20 (PHRED>20) olacak Ģekilde filtrelenmesi sonrası örnek baĢına ortalama 

10,9 milyon okuma sayısı ve 336,7 milyon baz sayısı elde edilmiĢtir. Elde edilen bu 

sonuçlar aynı platformda gerçekleĢtirilen bazı çalıĢmaların (Podnar ve ark., 2014; Lu 



 

86 

 

ve ark., 2021; Decsi ve ark., 2022) eksozomal miRNA sekanslama sonuçları ile 

yakın değerler sergilediği görülmüĢtür.  

ÇalıĢmada incelenen örneklere ait ilgili prekürsör ve olgun small RNA okumalarının 

sığır miRNA veri tabanı (mirBase) ve T. annulata için yayınlanmıĢ small RNA 

verileri kullanılarak gerçekleĢtirilen analizlerinde her bir gruptaki örnek baĢına 201 

ila 340 arasında değiĢen bilinen miRNA‟lar karakterize edilmiĢtir. Potansiyel yeni 

miRNA tahmini için, Bos taurus (GCA_002263795.2) ve T. annulata 

(GCA_000003225.1) genomları üzerinden ilgili biyoinformatik araçlarla analiz 

edilen okumalarda her bir gruptaki örnek baĢına 25-51 potansiyel yeni miRNA 

sekanslarının varlığı tespit edilmiĢtir. Bilinen ve potansiyel yeni miRNA‟ların 

uzunluk analizleri sonucu 18 ila 25 nt arasında dağılım gösterdikleri tespit edilmiĢtir. 

Toplam bilinen miRNA uzunluğu dağılımında, en yoğun boyut sınıfının 18 nt 

olduğu, bunu sırasıyla 19 nt, 20 nt ve 22 nt takip ettiği, potansiyel yeni miRNA‟lar 

için ise sıralamanın sırasıyla 22 nt, 21 nt, 23 nt ve 20 nt Ģeklinde olduğu 

belirlenmiĢtir. Bu sonuçlar çalıĢma gruplarındaki sığırlarda karakterize edilen 

miRNA‟ların literatürde tanımlanan sınırlar içerisinde olduğu ve uzunluk 

dağılımlarının da çeĢitli çalıĢmalarda (Ioannidis ve ark., 2018; Romao ve ark., 2011; 

Huang ve ark., 2021;) elde edilen verilerle uyumlu olduğunu göstermiĢtir.  

ÇalıĢmamızda sığır grupları arasında ekspresyonel farklılıklar açısında 

değerlendirmeler için bilinen miRNA‟lar üzerinde analizler gerçekleĢtirilmiĢtir. 

Potansiyel yeni miRNA‟lar üzerine karakterizasyon, tanımlama ve validasyon 

temelinde ileri araĢtırmalara ihtiyaç bulunmaktadır. Bu açıdan elde edilen verilerin 

sonraki proje çalıĢmalarında kullanılması planlanmıĢtır. Yapılan ikili ve üçlü 

kıyaslamalar sonucunda Bilinen miRNA‟ların akut, subklinik ve non-enfekte gruplar 

arasında deney grubu bazında kıyaslanması sonucunda non enfekte ve akut enfekte 

gruplar arasında 216, non enfekte ve subklinik enfekte gruplar arasında 193, 

subklinik ve akut enfekte gruplar arasında 204 ve her üç grupta 183 miRNA‟nın 

ortak bulunduğu belirlenmiĢtir. Gruplar arasında anlamlı ifade değiĢimi sergileyen 

miRNA‟ların tespitine yönelik biyoinformatik analizlerde düzeltilmiĢ p değeri %5‟in 

altında olan ve kat değiĢimi iki katın üzerinde olan toplam 15 miRNA karakterize 

edilmiĢtir. Ġlgili miRNA‟ların tüm deney gruplarındaki sığırlarda ifade olduğu 
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görülmüĢtür. Gruplar arası kıyaslama analizlerinde non-enfekte gruba kıyasla 

subklinik ve akut enfekte gruplarda düzeltilmiĢ P değeri <0,001 olan ve kat değiĢimi 

4-10 arasında olmak üzere dört miRNA‟nın (bta-miR-29d, bta-miR-122, bta-miR-

124a ve bta-miR-136) subklinik ve akut enfekte gruplarda artan ifade sergilemesi 

önemli değerlendirilmiĢtir. T. annulata üzerine in-vitro olarak yürütülen sınırlı sayıda 

miRNA karakterizasyon çalıĢmaları sonuçları incelendiğinde (Haidar ve ark 2018; 

Gillan ve ark., 2019; Tajeri ve ark., 2021; Haidar ve ark., 2023) çalıĢmamızda önemli 

değerlendirilen miRNA‟lar için herhangi bir çıkarım yapılmadığı görülmüĢtür. Diğer 

yandan T. annulata ile in-vitro deneysel yaklaĢımların kullanıldığı yukarıdaki 

araĢtırmalarda bazı miRNA‟ların önemi vurgulanmıĢtır. Bu araĢtırmalardan ilkinde 

Marsolier ve ark. (2013) miR-155'in transformasyona uğramıĢ lökositlerin 

virülansındaki rolünün göstermiĢler ve ilgili miRNA‟nın c-Jun aktivasyonu ve AP-1 

güdümlü transkripsiyon yoluyla indüklendiğini gösterilmiĢlerdir. AraĢtırmacılar 

(Marsolier ve ark., 2013) miR-155 aracılı De-Etiolated Homolog 1 ekspresyonunun 

baskılanmasının c-Jun ubikitinasyonunu azalttığını göstermiĢ ve c-Jun'un 

stabilitesinin, miR-155 içeren BIC geninin transkripsiyonunu yönlendirerek, pozitif 

bir geri besleme döngüsü oluĢturarak Theileria ile transforme olmuĢ lökositlerin 

büyümesine ve hayatta kalmasına katkıda bulunduğunu açıklamıĢlardır. Diğer bir 

çalıĢmada (Haidar ve ark., 2018) miR-126-5p‟nin enfekte miyeloid hücrelerinde JIP-

2'yi (JNK-Interacting Protein-2) baskıladığı ve böylece JNK1'i çekirdeğe girmesinde 

ve c-Jun'u fosforile etmesinde önemli rolü olduğu gösterilmiĢ ve böylece tümör 

yayılımını teĢvik etmek için Matris Metallo-Proteinaz 9'u kodlayan genin (mmp9) 

AP-1 güdümlü transkripsiyonunun aktive olduğu belirtilmiĢtir. Ayrıca, miR-125b'nin 

T. annulata ile enfekte edilmiĢ ve transforme olmuĢ miyeloid hücrelerin 

virülansındaki rolü araĢtırılmıĢ (Metheni ve ark., 2015) ve gen ontolojisi fonksiyonel 

zenginleĢtirme analizleri ile miR-125b tarafından ifadesi değiĢtirilen genlerin 

metabolik süreç, hücre döngüsü ve DNA replikasyonunda önemli ölçüde 

zenginleĢtirildiği göstermiĢtir. Son olarak Gillan ve ark. (2019), T. annulata 

enfeksiyonunun patobiyolojisinde ekstraselüler veziküller (EV) ve kargolarının 

karakterizasyonu için yürüttükleri çalıĢmada non-enfekte sığır lenfosarkom (BL20) 

ve T. annulata (TBL20) ile enfekte BL20 hücre hatlarından EV‟ler saflaĢtırılmıĢ ve 

karĢılaĢtırmalı kütle spektrometrisi ve NGS bazlı miRNA profili ile karakterize 
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edilmiĢtir. Ġlgili çalıĢmada çoğu tümör ve/veya enfeksiyon biyolojisinde bilinen 

rollere sahip konak miRNA repertuarında ifade değiĢiklikleri belirlenmiĢ ve bu 

miRNA‟lar arasında tümör baskılayıcı fonksiyonları bilinen miRNA‟lardan, bta-

miR-181a ve bta-miR-181b'nin önemi vurgulanarak bta-miR181a'nın hücre içi 

adezyon molekülü ICAM-1 ile etkileĢimi gösterilmiĢtir (Gillan ve ark., 2019). 

Yukarıdaki çalıĢmalarda in-vitro çalıĢmalarla bazı fonksiyonel rolleri ve önemleri 

vurgulanan miR-155, miR-126-5p, miR-125-5b, bta-miR-181a ve bta-miR-181b 

çalıĢmamızda tüm gruplara ait serum eksozomal miRNA içerisinde de belirlenmiĢtir. 

Ancak gruplar arasındaki ekspresyonel farklılık analizlerinde bu beĢ miRNA‟nın 

non-enfekte ve enfekte gruplar arasında ifade düzeyleri açısından istatistiksel olarak 

belirlenen cut-off değeri temelinde önemli bir farklılık tespit edilememiĢtir. Diğer 

yandan sonuçlarımız non-enfekte ve T. annulata ile doğal enfekte sığırlar arasında 

enfeksiyonun patobiyolojisinde önem arz edebilecek ve ayrıca potansiyel 

biyobelirteç adayı olabilecek bta-miR-29d, bta-miR-122, bta-miR-124a ve bta-miR-

136 olmak üzere bilinen miRNA‟ları ilk kez ortaya koymuĢtur. Nitekim qPCR 

validasyon analizleri sonucunda elde edilen veriler her dört miRNA için NGS 

sonuçlarını valide etmiĢ ve bu miRNA‟ların sığırların dolaĢımında olduğunu teyit 

etmiĢtir.  

ÇalıĢmamızda önemli ifade düzeyi sergilediği belirlenen ve qPCR ile validasyonu ile 

sığırların dolaĢımındaki düzeylerinin önemli olduğu belirlenen bta-miR-29d, bta-

miR-122, bta-miR-124a ve bta-miR-136 ile birlikte NGS sonuçlarına göre toplam 15 

farklı ifade sergileyen miRNA data setinin gen ontoloji ve KEGG analizleri ile 

zenginleĢtirdikleri genlerin yolakları üzerine veriler sağlanmıĢtır. qPCR sonuçları 

gruplar arasında en yüksek değiĢim gösteren miRNA‟nın bta-miR-29d olduğunu, 

ilgili miRNA‟nın akut enfekte grupta non-enfekte ve sub-klinik enfekte gruplara 

kıyasla 1284 ve 881 kat fazla ifade gösterdiğini, ayrıca non-enfekte gruba göre 

subklinik enfekte grupta bta-miR-29d‟nin 146 kat fazla ifade olduğunu göstermiĢtir. 

Ġlgili miRNA‟nın genom veri bankasında zenginleĢtirdiği genlerin KEGG yolakları 

incelendiğinde sığırlarda toplam 352 yolakta fonksiyon aldığı görülmüĢtür 

(https://www.genome.jp/dbget-bin/get_linkdb?-t+pathway+gn:T01008). Bu yolaklar 

arasında özellikle Transforming growth factor-β (TGF-beta) ve Tumor necrosis 

https://www.genome.jp/dbget-bin/get_linkdb?-t+pathway+gn:T01008
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factor (TNF) sinyal yolaklarının varlığı tespit edilmiĢ ve T. annulata enfeksiyonları 

yönünden önemli değerlendirilmiĢtir. Nitekim TGF-β hücre büyümesini, 

farklılaĢmasını ve hareketliliğini düzenlediği bilinen önemli bir sitokin ailesi olarak 

bilinmektedir (Massagué, 1998). Normal hücrelerde ve kanserin erken evrelerinde 

TGF-β hücre büyümesini inhibe ederken, kanserin geç evrelerinde metastaz ve 

invazyonu destekleyen zıt bir rol üstlenir. Bu çeliĢkinin altında yatan mekanizmanın 

hala iyi tanımlanamadığı kaydedilmektedir (Tajeri ve ark., 2021). TGF-β'nın TGF-

β1, 2 ve 3 olmak üzere üç izoformu vardır. Kanserde, TGF-β2 oldukça agresif ve 

malign tümörlerde güçlü bir Ģekilde ifade edilir (Gold ve ark., 2000; Gomes ve 

ark., 2012). TGF-β2 üretiminin hastalığa duyarlı Theileria ile enfekte ve transforme 

Holstein-Friesian (HF) miyeloid hücrelerinde hastalığa dirençli enfekte Sahiwal 

transforme miyeloid hücrelerine kıyasla daha yüksek olduğu gösterilmiĢ bunun da 

transforme duyarlı miyeloid hücrelerdeki daha yüksek seviyedeki Matrigel geçiĢ 

kapasitesi (yayılma kapasitesinin bir göstergesi) ile iliĢkili olduğu belirtilmiĢtir 

(Chaussepied ve ark., 2010).  

Diğer yandan bta-miR-29d‟nin fonksiyonel görev aldığı yolaklardan TNF-α, 

Theileria enfeksiyonunun genel bir klinik belirtisi olan yüksek ateĢi tetikleyen 

önemli bir sitokindir (Glass ve Jensen, 2007). TGF-β2'ye benzer Ģekilde, TNF-α da 

theileriosis'te iyi karakterize edilmiĢ bir sitokindir. Theileria parva ile transforme 

olmuĢ B hücrelerinde, TNF-α‟nın eksprese olduğu ve salgılandıktan sonra enfekte 

lenfositler üzerindeki reseptörlerine bağlandığı bilinmektedir (yani, otokrin sinyal 

modu). TNF-α'nın reseptörlerine (TNFR1 veya TNFR2) bağlanmasının ardından 

TRAF'ın iĢe alınması ve NF-κB ve AP-1 güdümlü transkripsiyonun aktivasyonu söz 

konusudur (Guergnon ve ark., 2003). NF-κB, Theileria'ya bağımlı bir Ģekilde 

kanonik olmayan bir Ģekilde aktive edilir (Heussler ve ark 2002) ve TNF-α ifadesinin 

düzenlenmesinden sorumlu olduğu belirtilmektedir. Nitekim NF-κB'nin farmakolojik 

olarak bloke edilmesinin, T. annulata ile enfekte olmuĢ ve transforme miyeloid 

hücrelerde TNF-α seviyelerinde bir düĢüĢe yol açtığı ispatlanmıĢtır (Ma ve 

Baumgartner, 2014). Enfekte lökositlerin bir TNF-α sentezi inhibitörü ile muamele 

edilmesi veya dominant-negatif TNF reseptör-iliĢkili faktör 2 (TRAF2) 

transfeksiyonu yoluyla TNF-α/TNFR/TRAF sinyalinin inhibisyonu, NF-κB'nin 
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transkripsiyonel aktivitesini önemli ölçüde azaltmıĢtır (Guergnon ve ark., 2003). T. 

annulata ile enfekte ve transforme miyeloid hücrelerde TNF-α indüksiyonunun, 

konak hücre serin/treonin kinaz MAP4K4 ekspresyonunu indükleyerek hücre dıĢı 

matrisin istilasına katkıda bulunduğu bilinmektedir. ÇalıĢmada ifade düzeyi önemli 

bulunan ve validasyonu sağlanan ilgili dört miRNA‟nın aynı zamanda serin/treonin 

kinaz ve MAPK sinyal yolaklarındaki genleri zenginleĢtirdiği dikkati çekmiĢtir. 

MAP4K4 yolağı, Ezrin, Radixin, Moesin ailesi (ERM) proteinlerinin hareketli 

makrofajların lamellipodisinin ön kenarında birikimini artırdığı ve bunların 

fosforilasyonundan da kısmen sorumlu olduğu kaydedilmektedir (Tajeri ve ark., 

2021). Aktive edilmiĢ ERM proteinlerin konak hücre aktin dinamiklerini kontrol 

ettiği ve Theileria ile enfekte olmuĢ ve transforme miyeloid hücrelerin hücre 

mobilizasyonunu ve Matrigel geçiĢini artırdığı gösterilmiĢtir. Ayrıca, MAP4K4‟nın 

JNK fosforilasyonuna katkıda bulunduğu ve JNK aktivasyonunun TNF-α aracılı 

MAP4K4 ekspresyonu için gerekli olduğu bulunmuĢtur (Ma ve Baumgartner, 2014). 

Ġlginç bir Ģekilde, deneysel olarak enfekte edilmiĢ sığırlar üzerinde yapılan eski bir 

çalıĢmada (Forsyth ve ark., 1999), histopatoloji gösteren organlarda TNF-α-pozitif 

hücreler bulunmuĢ ve bu bulgu TNF-α‟nın Theileria ile transforme olmuĢ miyeloid 

hücrelerin yayılmasındaki rolü için in-vivo kanıt sağlanmıĢtır. Tüm bu verilerle TNF-

α‟nın, Theileria kaynaklı lökosit transformasyonunun iki önemli unsuru olan 

proliferasyon ve hücre hareketliliğinde önemli rol üstlendiği kanıtlanmıĢtır. 

ÇalıĢmamzıda qPCR validasyonu yapılarak T. annulata ile enfekte sığır grupları 

arasında artan ifade düzeyi önemli bulunan diğer üç miRNA‟dan bta-miR-122‟nin 

KEGG ve GO yolak analzileri sonucu Ģimdiye kadar yalnızca kanserde miRNA 

yolağı ile iliĢkilendirildiği görülmüĢtür. Diğer iki miRNA bta-miR 124a ve bta-miR-

136‟nın gen data bankasında olmasına karĢın henüz yolak tanımlarının bulunmadığı 

görülmüĢtür. Bu sonuçlarla T. annulata patobiyolojisi ile ilgili olduğu görülen tüm 

bu miRNA‟lar ve fonksiyonları üzerine ileri araĢtırmalara ihtiyaç olduğu 

düĢünülmüĢtür. Diğer yandan T. annulata enfeksiyonu için bu çalıĢma ile önemli 

roller üstlendiği belirlenen ve enfekte gruplarda ifade düzeyi diğer miRNA‟lara 

oranla daha yüksek tespit edilen bta-miR-29d-3p baĢta olmak üzere ilgili 

miRNA‟ların T. annulata enfeksiyonlarının spesifik teĢhisinde ve tedavi sonrası 
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takibinde etkin ve aday potansiyel biyobelirteçler olabileceği kanaatine varılmıĢtır. 

Ancak bu çıkarım biyobelirteç oluĢturma ve validasyon noktasında ileri çalıĢmalarla 

desteklenmelidir.  
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6. SONUÇ ve ÖNERĠLER 

Bu tez çalıĢması ile T. annulata ile doğal enfekte sığırların dolaĢımındaki eksozomlar 

ve miRNA içerikleri ile ilgili ilk özgün sonuçlar sağlanmıĢtır. AraĢtırma gruplarının 

oluĢturulması için enfekte ve non-enfekte sığırların tespit edilmesinde hastalığa özgü 

klinik belirtiler ve konvansiyonel mikroskobik teĢhisin yanı sıra moleküler tanı 

yöntemlerini de içeren teĢhis paneli kullanılmıĢ ve bu yaklaĢımla güvenilir deney 

tasarımı oluĢturulmuĢtur. Akut ve subklinik enfekte gruplara dahil edilen sığırlardaki 

parazit yükleri, TASP geninin klonlanması ve rekombinant plazmit DNA eldesi 

sonrası oluĢturulan standartlarla qPCR analizi sonrası belirlenen gen kopya sayısı 

temelinde ortaya çıkarılmıĢ ve enfeksiyon gruplarının replikasyonlarının 

oluĢturulmasında kriter olarak kullanılmıĢtır. Ayrıca TASP qPCR‟ın pozitif 

örneklerin sekans konfirmasyonları da dikkate alındığında güvenilir ve hassas bir 

yöntem olarak T. annulata ile enfekte hayvanların moleküler teĢhisinde kullanıĢlı bir 

tanı yaklaĢımı olduğu düĢünülmüĢtür.  

ÇalıĢmamızda tüm gruplardaki sığırların serumlarından oluĢturulan replikasyonlarda 

eksozomların izolasyonu baĢarı ile gerçekleĢtirilmiĢ ve karakterizasyonu için 

referans yöntemler olan SEM, NTA ve Western Blot analizleriyle tüm gruplar için 

eksozomların konfirmasyonu yapılmıĢtır. Ekzozomal small RNA izolasyonları 

sonrasında her gruptaki örnekler için oluĢturulan kütüphaneler NGS platformunda 

baĢarı ile iĢlenmiĢ ve örnek baĢına kalite skoru yüksek olan ortalama 10,9 milyon 

okuma sayısı ve 336,7 milyon baz veri elde edilmiĢtir. Verilerin biyoinformatik 

analizleri sonucu tüm çalıĢma gruplarında toplam 288 bilinen miRNA ve 164 

potansiyel yeni miRNA karakterize edilmiĢ olup uzunluklarının miRNA‟ların bilinen 

aralığında (18-25 nt) dağıldığı belirlenmiĢtir.   
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miRNA‟ların NGS okumalarına göre ifade düzeylerinin kıyaslanması sonucunda 

araĢtırma gruplarındaki sığırlarda farklı ifade düzeyi sergileyen toplam 15 miRNA 

belirlenmiĢ olup bunlardan bta-miR-29d baĢta olmak üzere bta-miR-122, bta-miR-

124a ve bta-miR-136‟nın enfekte gruplarda non-enfekte gruba oranla önemli 

düzeyde artan ifade sergilediği tespit edilmiĢtir. Sığırların dolaĢımındaki ilgili 

miRNA‟ların ekspresyonel farklılıkları ayrıca qPCR analizleriyle teyit edilmiĢ ve 

bta-miR-29d‟nin NGS verilerine paralel olarak en yüksek farklılığı sergileyen 

miRNA olduğu belirlenmiĢtir.    

Tez çalıĢmaları ile bta-miR-29d, bta-miR-122, bta-miR-124a ve bta-miR-136 ile 

birlikte NGS sonuçlarına göre toplam 15 farklı ifade sergileyen miRNA veri setinin 

gen ontoloji ve KEGG analizleri ile zenginleĢtirdikleri genlerin yolakları üzerine 

özgün veriler sağlanmıĢtır. Özellikle bta-miR-29d‟nin T. annulata‟nın hücreleri 

enfekte etmesi ve transformasyonunda önemli olduğu bilinen TGF-beta ve TNF 

sinyal yolakları baĢta olmak üzere serin/treonin kinaz ve MAPK yolaklarındaki 

genlerin regülasyonunda görev aldığı belirlenmiĢtir. Bu sonuçlar da T. annulata ile 

doğal enfeksiyonların patobiyolojisindeki moleküler mekanizmalar için özgün veriler 

oluĢturmuĢtur. 

Tez çalıĢmasının çıktıları ayrıca özellikle bta-miR-29d olmak üzere T. annulata ile 

enfekte sığırlarda ifade düzeyi önemli olan miRNA‟ların hastalığın tanısında 

potansiyel yeni biyobelirteçler olabileceğini ortaya çıkarmıĢtır. Ġlgili miRNA 

markörlerinin etkin ve duyarlı biyobelirteç olarak tanımlanması için daha geniĢ 

örneklemler ve kestirim analizleri gibi çeĢitli biyoinformatik yaklaĢımlarla teyit 

edilmesi gerekmektedir. 
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Tablo 1. Non-enfekte sığır gruplarında tespit edilen bilinen miRNA‟lar, mature dizilimleri ve uzunlukları. 

mirna length mature 

bta-let-7a-5p 22 TGAGGTAGTAGGTTGTATAGTT 

bta-let-7c 22,18 TGAGGTAGTAGGTTGTATGGTT,TGAGGTAGTAGGTTGTAT 

bta-let-7d 22 AGAGGTAGTAGGTTGCATAGTT 

bta-let-7e 23,18,22 CTGAGGTAGGAGGTTGTATAGTT,TGAGGTAGGAGGTTGTAT,TGAGGTAGGAGGTTGTATAGTT 

bta-let-7f 22 TGAGGTAGTAGATTGTATAGTT 

bta-let-7g 22 TGAGGTAGTAGTTTGTACAGTT 

bta-let-7i 22 TGAGGTAGTAGTTTGTGCTGTT 

bta-miR-1 20,23 TGGAATGTAAAGAAGTATGT,TGGAATGTAAAGAAGTATGTATT 

bta-miR-100 22 AACCCGTAGATCCGAACTTGTG 

bta-miR-101 22,23,23 TACAGTACTGTGATAACTGAAG,TACAGTACTGTGATAACTGAAGG,TACAGTACTGTGATAACTGAAGA 

bta-miR-10167-
3p 18 CGGGTGGTCGGGGCGGGT 

bta-miR-10172-
3p 22 TTCACTGGGCATCCTCTGCTTT 

bta-miR-10172-

5p 22,2 TTCACTGGGCATCCTCTGCTTT,TCACTGGGCATCCTCTGCTT 

bta-miR-10174-
5p 24 ATCACATTGCCAGGGATTACCACG 

bta-miR-10175-
5p 20 TGGAGAGAACAGGTGGCTTT 

bta-miR-10225a 20 CCGAGCCTGACAGATCACAC 

bta-miR-103 22,23 AGCAGCATTGTACAGGGCTATG,AGCAGCATTGTACAGGGCTATGA 

bta-miR-106a 23 AAAAGTGCTTACAGTGCAGGTAG 

bta-miR-106b 22,19 CCGCACTGTGGGTACTTGCTGC,CCGCACTGTGGGTACTTGC 

bta-miR-107 23,19,21 AGCAGCATTGTACAGGGCTATCA,AGCAGCATTGTACAGGGCT,AGCAGCATTGTACAGGGCTAT 
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bta-miR-10a 22 TACCCTGTAGATCCGAATTTGT 

bta-miR-10b 22 TACCCTGTAGAACCGAATTTGT 

bta-miR-11973 22 CTTGCTGAGTGACCTCCCTGCT 

bta-miR-11982 23 TTCGGCGCCACCACCCTGCGGGT 

bta-miR-12028 19 AAGAGACACCTCTGAGGGG 

bta-miR-12034 18 CCCGGGGAGCCCGGCGGT 

bta-miR-122 21 TGGAGTGTGACAATGGTGTTT 

bta-miR-1249 24 AGGAGGGAGGAGATGGGCCACGTT 

bta-miR-125a 

21,25,23,2

2 

TCCCTGAGACCCTTTAACCTG,GCAAAGCACACGGCCTGCAGAGAGG,TCCCTGAGACCCTTTAACCTGTG,TCCCTGAGACCCTTTAACCT

GT 

bta-miR-125b 
23,23,21,2
2 TCCCTGAGACCCTAACTTGTGAG,TCCCTGAGACCCTAACTTGTGAT,TCCCTGAGACCCTAACTTGTG,TCCCTGAGACCCTAACTTGTGA 

bta-miR-126-5p 22 TCGTACCGTGAGTAATAATGCG 

bta-miR-127 22 TCGGATCCGTCTGAGCTTGGCT 

bta-miR-1271 21,22 CTTGGCACCTAGTAAGTACTC,CTTGGCACCTAGTAAGTACTCA 

bta-miR-128 21 TCACAGTGAACCGGTCTCTTT 

bta-miR-129 21 CTTTTTGCGGTCTGGGCTTGC 

bta-miR-129-5p 21 CTTTTTGCGGTCTGGGCTTGC 

bta-miR-1296 22 TTAGGGCCCTGGCTCCATCTCC 

bta-miR-1306 21,22,21 TGGACGTTGGCTCTGGTGGTG,GACGTTGGCTCTGGTGGTGATG,GACGTTGGCTCTGGTGGTGAT 

bta-miR-1307 23,24 ACTCGGCGTGGCGTCGGTCGTGG,ACTCGGCGTGGCGTCGGTCGTGGT 

bta-miR-130a 20 CAGTGCAATGTTAAAAGGGC 

bta-miR-130b 21,22 ACTCTTTCCCTGTTGCACTAC,ACTCTTTCCCTGTTGCACTACT 

bta-miR-132 22,22 ACCGTGGCTTTCGATTGTTACT,TAACAGTCTACAGCCATGGTCG 

bta-miR-133a 22 TTGGTCCCCTTCAACCAGCTGT 

bta-miR-133b 22 TTGGTCCCCTTCAACCAGCTAC 

bta-miR-135a 23,22 TATGGCTTTTTATTCCTATGTGA,TATGGCTTTTTATTCCTATGTG 
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bta-miR-138 21 AGCTGGTGTTGTGAATCAGGC 

bta-miR-1388-5p 22 AGGACTGTCCAACCTGAGAATG 

bta-miR-139 23 TCTACAGTGCACGTGTCTCCAGT 

bta-miR-140 21,23 ACCACAGGGTAGAACCACGGA,ACCACAGGGTAGAACCACGGACA 

bta-miR-141 21 TAACACTGTCTGGTAAAGATG 

bta-miR-143 21 TGAGATGAAGCACTGTAGCTC 

bta-miR-1434-5p 18,19 AATTTCTTCACTTTGACC,AAATTTCTTCACTTTGACC 

bta-miR-144 20,21 TACAGTATAGATGATGTACT,TGGGATATCATCATATACTGT 

bta-miR-145 20 GATTCCTGGAAATACTGTTC 

bta-miR-1468 21 CTCCGTTTGCCTGTTTTGCTG 

bta-miR-146a 22 TGAGAACTGAATTCCATAGGTT 

bta-miR-146b 24 TGAGAACTGAATTCCATAGGCTGT 

bta-miR-147 19 GTGTGCGGAAATGCTTCTG 

bta-miR-148a 22 TCAGTGCACTACAGAACTTTGT 

bta-miR-148b 22 TCAGTGCATCACAGAACTTTGT 

bta-miR-149-5p 22 TCTGGCTCCGTGTCTTCACTCC 

bta-miR-150 22 TCTCCCAACCCTTGTACCAGTG 

bta-miR-151-5p 21 CTAGACTGAAGCTCCTTGAGG 

bta-miR-152 21,22 TCAGTGCATGACAGAACTTGG,TCAGTGCATGACAGAACTTGGG 

bta-miR-154b 23 AGAGGTCTTCCATGGTGCATTCG 

bta-miR-154c 22 AGATATTGCACGGTTGATCTCT 

bta-miR-155 24,23,21 TTAATGCTAATCGTGATAGGGGTT,TTAATGCTAATCGTGATAGGGGT,GAGAGATCAGAGGCGCAGAGT 

bta-miR-15a 18,19 TAGCAGCACATAATGGTT,TAGCAGCACATAATGGTTT 

bta-miR-15b 23,21 CGAATCATTATTTGCTGCTCTAG,CGAATCATTATTTGCTGCTCT 

bta-miR-16a 22,21,24 TAGCAGCACGTAAATATTGGTG,TAGCAGCACGTAAATATTGGT,TAGCAGCACGTAAATATTGGTGTT 

bta-miR-16b 22,24 TAGCAGCACGTAAATATTGGCG,TAGCAGCACGTAAATATTGGCGTA 
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bta-miR-17-5p 23 CAAAGTGCTTACAGTGCAGGTAG 

bta-miR-181a 21,23 AACATTCAACGCTGTCGGTGA,AACATTCAACGCTGTCGGTGAGT 

bta-miR-181b 20,23,21 AACATTCATTGCTGTCGGTG,AACATTCATTGCTGTCGGTGGGT,TCACTGATCAATGAATGTAAA 

bta-miR-181d 21 AACATTCATTGTTGTCGGTGG 

bta-miR-1839 22 AAGGTAGATAGAACAGGTCTTG 

bta-miR-184 21,2 TGGACGGAGAACTGATAAGGG,TGGACGGAGAACTGATAAGG 

bta-miR-1842 22 TGGCTCTGTGAGGTCGGCTCAA 

bta-miR-185 22 TGGAGAGAAAGGCAGTTCCTGA 

bta-miR-186 22 CAAAGAATTCTCCTTTTGGGCT 

bta-miR-187 23 TCGTGTCTTGTGTTGCAGCCGGA 

bta-miR-191 22 CAACGGAATCCCAAAAGCAGCT 

bta-miR-192 20,21 CTGACCTATGAATTGACAGC,CTGACCTATGAATTGACAGCC 

bta-miR-193a-5p 19,21 TGGGTCTTTGCGGGCGAGA,TGGGTCTTTGCGGGCGAGATG 

bta-miR-193b 21 CGGGGTTTTGAGGGCGAGATG 

bta-miR-194 21,19 TGTAACAGCAACTCCATGTGG,TCCTTCATTCCACCGGAGT 

bta-miR-195 21,21 TAGCAGCACAGAAATATTGGC,CCAATATTGGCTGTGCTGCTC 

bta-miR-196b 23 TAGGTAGTTTCCTGTTGTTGGGA 

bta-miR-199a-5p 21 ACAGTAGTCTGCACATTGGTT 

bta-miR-199b 21 ACAGTAGTCTGCACATTGGTT 

bta-miR-19a 22,23,24 TGTGCAAATCTATGCAAAACTG,TGTGCAAATCTATGCAAAACTGA,TTGTGCAAATCTATGCAAAACTGA 

bta-miR-19b 22,23 TGTGCAAATCCATGCAAAACTG,TGTGCAAATCCATGCAAAACTGA 

bta-miR-200a 19,21 TAACACTGTCTGGTAACGA,TAACACTGTCTGGTAACGATG 

bta-miR-200b 21,21 AATACTGCCTGGTAATGATGA,TAATACTGCCTGGTAATGATG 

bta-miR-200c 21,23 TAATACTGCCGGGTAATGATG,TAATACTGCCGGGTAATGATGGA 

bta-miR-204 22,21 TTCCCTTTGTCATCCTATGCCT,GCTGGGAAGGCAAAGGGACGT 

bta-miR-205 19,21 TCCTTCATTCCACCGGAGT,TCCTTCATTCCACCGGAGTCT 
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bta-miR-206 22,20,19 TGGAATGTAAGGAAGTGTGTGG,TGGAATGTAAGGAAGTGTGT,TGGAATGTAAGGAAGTGTG 

bta-miR-20a 23 TAAAGTGCTTATAGTGCAGGTAG 

bta-miR-21-5p 23 TAGCTTATCAGACTGATGTTGAC 

bta-miR-210 19 CTGTGCGTGTGACAGCGGC 

bta-miR-212 21 TAACAGTCTCCAGTCACGGCC 

bta-miR-214 18 ACAGCAGGCACAGACAGG 

bta-miR-215 20 ATGACCTATGAATTGACAGA 

bta-miR-218 21 TTGTGCTTGATCTAACCATGT 

bta-miR-219 19 AGAGTTGAGTCTGGACGTC 

bta-miR-219-5p 21,22 AGAATTGTGGCTGGACATCTG,AGAATTGTGGCTGGACATCTGT 

bta-miR-22-5p 22 AAGCTGCCAGTTGAAGAACTGT 

bta-miR-221 22 AGCTACATTGTCTGCTGGGTTT 

bta-miR-222 21,25 AGCTACATCTGGCTACTGGGT,AGCTACATCTGGCTACTGGGTCTCT 

bta-miR-223 22,23,22 CCGTGTATTTGACAAGCTGAGT,TGTCAGTTTGTCAAATACCCCAA,TGTCAGTTTGTCAAATACCCCA 

bta-miR-224 20 CAAGTCACTAGTGGTTCCGT 

bta-miR-2284ab 22 TAAAAGTTTGGTTGGGTTTTTC 

bta-miR-2284f 23 TTCGGTTGGTCAGAAAGTTCGTT 

bta-miR-2284w 21,22 AAAACCTCAATGAACTCTTTG,AAAACCTCAATGAACTCTTTGG 

bta-miR-2284x 22 TGAAAAGTTCGTTCGGGTTTTT 

bta-miR-2285aa 22 AAAACTGGAACGAACTTTTGGG 

bta-miR-2285ae 22 AAACTTGAACGGACTTTTTGGC 

bta-miR-2285bc 22,21 AAAAACCTGAATGACCCTTTTG,AAAAACCTGAATGACCCTTTT 

bta-miR-2285e 18 ACGAACTTTTTGGCCAAC 

bta-miR-2285p 20 AAAAACTTGAGTGAACTTTT 

bta-miR-2285q 19,22 AGGACCTGAATGAACTTTC,AAGGACCTGAATGAACTTTCTG 

bta-miR-2285t 18 ATGAACTTTTTGGCCAAC 

 



 

96 

 

bta-miR-2310 20 TGGTTTTGTTTGGGTTTGTT 

bta-miR-2336 22 CTAACCGTAACTTTGAAGTGCT 

bta-miR-2372 21 AGAATGATGAAAGGATTGGGT 

bta-miR-2376 23,23 CCTCTGAGATCTTGCTAGGCGCT,CTCTGAGATCTTGCTAGGCGCTC 

bta-miR-2398 22 ATCTAGGGACGCGTCGGCAACT 

bta-miR-23a 22,18,21 ATCACATTGCCAGGGATTTCCA,ATCACATTGCCAGGGATT,ATCACATTGCCAGGGATTTCC 

bta-miR-24 22,2 TGGCTCAGTTCAGCAGGAACAG,TGGCTCAGTTCAGCAGGAAC 

bta-miR-24-3p 22,2 TGGCTCAGTTCAGCAGGAACAG,TGGCTCAGTTCAGCAGGAAC 

bta-miR-2406 18 AAAGGGAAGAAGGAAGCT 

bta-miR-2415-5p 20 CCAGGCCTGCTGGACCGACG 

bta-miR-2419-5p 21 ATCGCATCAACACTCGTCTGT 

bta-miR-2450a 22 CATGGGCAGTAGAGGTGCATGT 

bta-miR-2454-5p 22 TCTCCTCTGGCCGCTCTCCTCC 

bta-miR-2474 23 TACCGGGCCAGCTGGAAGGAGAC 

bta-miR-2484 22 TCCTCTAAGAAGTTCTGAGCTT 

bta-miR-25 22 CATTGCACTTGTCTCGGTCTGA 

bta-miR-26a 22 TTCAAGTAATCCAGGATAGGCT 

bta-miR-26b 22 TTCAAGTAATTCAGGATAGGTT 

bta-miR-27a-5p 20 TTCACAGTGGCTAAGTTCCG 

bta-miR-27b 19 TTCACAGTGGCTAAGTTCT 

bta-miR-28 24,21,22 AAGGAGCTCACAGTCTATTGAGTT,CACTAGATTGAGAGCTCCTGG,CACTAGATTGAGAGCTCCTGGA 

bta-miR-2881 20 GGCGGGTGGGCAGGCAGGCC 

bta-miR-296-5p 20,21 AGGGTTGGGCGGAGGCTTTC,AGGGTTGGGCGGAGGCTTTCC 

bta-miR-29a 21,22 TAGCACCATCTGAAATCGGTT,CTAGCACCATCTGAAATCGGTT 

bta-miR-29b 22,18 CTAGCACCATTTGAAATCAGTG,TAGCACCATTTGAAATCA 

bta-miR-301a 22 GCTCTGACTTTATTGCACTACT 
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bta-miR-301b 23 CAGTGCAATGATATTGTCAAAGC 

bta-miR-30a-5p 24 TGTAAACATCCTCGACTGGAAGCT 

bta-miR-30b-5p 22,24 TGTAAACATCCTACACTCAGCT,TGTAAACATCCTACACTCAGCTGT 

bta-miR-30d 24 TGTAAACATCCCCGACTGGAAGCT 

bta-miR-30e-5p 24 TGTAAACATCCTTGACTGGAAGCT 

bta-miR-30f 24,23 TGTAAACACCCTACACTCTCAGCT,TGTAAACACCCTACACTCTCAGC 

bta-miR-32 21,22 TATTGCACATGACTAAGTTGC,TATTGCACATGACTAAGTTGCA 

bta-miR-320a 21,22 AAAAGCTGGGTTGAGAGGGCG,AAAAGCTGGGTTGAGAGGGCGA 

bta-miR-326 21 CCTCTGGGCCCTTCCTCCAGC 

bta-miR-328 23,22 CTGGCCCTCTCTGCCCTTCCGTC,CTGGCCCTCTCTGCCCTTCCGT 

bta-miR-329b 21,21 AACACACCTGGTTAACCTCTT,ACACACCTGGTTAACCTCTTT 

bta-miR-330 25 GCAAAGCACACGGCCTGCAGAGAGG 

bta-miR-331-5p 23,22 CTAGGTATGGTCCCAGGGATCCC,GCCCCTGGGCCTATCCTAGAAC 

bta-miR-335 22 TTTTTCATTATTGCTCCTGACC 

bta-miR-338 21,21 TCCAGCATCAGTGATTTTGTT,AACAATATCCTGGTGCTGAGT 

bta-miR-340 22,22 TTATAAAGCAATGAGACTGATT,TCCGTCTCAGTTACTTTATAGC 

bta-miR-342 24,25 TCTCACACAGAAATCGCACCCATC,TCTCACACAGAAATCGCACCCATCT 

bta-miR-3431 21,22,22 ATCTAGAGGACTGACTGAAAT,CCTCAGTCAGCCTTGTGGATGT,CATCTAGAGGACTGACTGAAAT 

bta-miR-3432a 21 TGCGGGATCTTTAGTTGTGGT 

bta-miR-345-5p 21,22 CCTGAACTAGGGGTCTGGAGG,CCCTGAACTAGGGGTCTGGAGG 

bta-miR-34a 23 TGGCAGTGTCTTAGCTGGTTGTT 

bta-miR-34b 24 CAATCACTAGTTCCACTGCCATCA 

bta-miR-34c 23 AGGCAGTGTAGTTAGCTGATTGC 

bta-miR-361 20,25,19 TTATCAGAATCTCCAGGGGT,TCCCCCAGGTGTGATTCTGATTTGC,TTATCAGAATCTCCAGGGG 

bta-miR-363 21 AATTGCACGGTATCCATCTGC 

bta-miR-365-5p 24 AGGGACTTTTGGGGGCAGATGTGT 
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bta-miR-370 22 GCCTGCTGGGGTGGAACCTGGT 

bta-miR-374a 22,22,21 CTTATCAGGTTGTATTGTAATT,TTATAATACAACCTGATAAGTG,TTATAATACAACCTGATAAGT 

bta-miR-374b 20,22 ATATAATACAACCTGCTAAG,ATATAATACAACCTGCTAAGTG 

bta-miR-375 21,22 TTTGTTCGTTCGGCTCGCGTG,TTTGTTCGTTCGGCTCGCGTGA 

bta-miR-378 22 ACTGGACTTGGAGTCAGAAGGC 

bta-miR-379 21,2 TATGTAACATGGTCCACTAAC,TGGTAGACTATGGAACGTAG 

bta-miR-381 22 TATACAAGGGCAAGCTCTCTGT 

bta-miR-382 20,22 GAAGTTGTTCGTGGTGGATT,GAAGTTGTTCGTGGTGGATTCG 

bta-miR-383 23 CAGATCAGAAGGTGATTGTGGCT 

bta-miR-409a 21,22,21 AATGTTGCTCGGTGAACCCCT,GAATGTTGCTCGGTGAACCCCT,GAATGTTGCTCGGTGAACCCC 

bta-miR-410 21 AATATAACACAGATGGCCTGT 

bta-miR-411a 20,22 ATAGTAGACCGTATAGCGTA,ATAGTAGACCGTATAGCGTACG 

bta-miR-411c-5p 22,2 GGTTGATCAGAGAACATACATT,GGTTGATCAGAGAACATACA 

bta-miR-412 20 TGGTCGACCAGTTGGAAAGT 

bta-miR-421 23 ATCAACAGACATTAATTGGGCGC 

bta-miR-423-5p 23 TGAGGGGCAGAGAGCGAGACTTT 

bta-miR-425-5p 25 AATGACACGATCACTCCCGTTGAGT 

bta-miR-429 21 TAATACTGTCTGGTAATGCCG 

bta-miR-432 20,21 TCTTGGAGTAGGTCATTGGG,TCTTGGAGTAGGTCATTGGGT 

bta-miR-449d 18 AGGCTGTGTGCTGTGGAG 

bta-miR-450b 21 TTTTGCAATATGTTCCTGAAT 

bta-miR-455-5p 21,23 TGTGCCTTTGGACTACATCGT,TATGTGCCTTTGGACTACATCGT 

bta-miR-485 20,22 GTCATACACGGCTCTCCTCT,GTCATACACGGCTCTCCTCTCT 

bta-miR-486 23 TCCTGTACTGAGCTGCCCCGAGG 

bta-miR-487a 21 GTGGTTATCCCTGCTGTGTTC 

bta-miR-487b 21,22 AATCGTACAGGGTCATCCACT,AATCGTACAGGGTCATCCACTT 

 



 

99 

 

bta-miR-493 22 TTGTACATGGTAGGCTTTCATT 

bta-miR-494 23 TGAAACATACACGGGAAACCTCT 

bta-miR-495 22,21 AAACAAACATGGTGCACTTCTT,AAACAAACATGGTGCACTTCT 

bta-miR-497 19,22 CAGCAGCACACTGTGGTTT,CAGCAGCACACTGTGGTTTGTA 

bta-miR-499 20,21 TTAAGACTTGCAGTGATGTT,TTAAGACTTGCAGTGATGTTT 

bta-miR-500 19 ATGCACCTGGGCAAGGATT 

bta-miR-502a 19 ATGCACCTGGGCAAGGATT 

bta-miR-505 23,22 GGGAGCCAGGAAGTATTGATGTT,TCAACACTTGCTGGTTTCCTCT 

bta-miR-532 22 CATGCCTTGAGTGTAGGACCGT 

bta-miR-543 22,21 AAACATTCGCGGTGCACTTCTT,AAACATTCGCGGTGCACTTCT 

bta-miR-574 25 TGAGTGTGTGTGTGTGAGTGTGTGT 

bta-miR-6119-5p 23 AGAGGTAAAAAATTGATTTGACT 

bta-miR-6120-5p 22 TATGTTGGACAACGTGGATAGC 

bta-miR-6123 19 TGCCAAGCCCACGTTCAAA 

bta-miR-615 19 TCCGAGCCTGGGTCTCCCT 

bta-miR-628 22,24 TCTAGTAAGAGTGGCAGTCGAA,ATGCTGACATATTTACTAGAGGGT 

bta-miR-6517 23,23 TCTCAGGGTCCGTGAGCTCCTCG,TCAGGGTCCGTGAGCTCCTCGGC 

bta-miR-652 21,22 AATGGCGCCACTAGGGTTGTG,AATGGCGCCACTAGGGTTGTGC 

bta-miR-6520 21,25 TGAGTATTGTCAGAGAGAGCG,TTGAGTATTGTCAGAGAGAGCGATT 

bta-miR-6523a 20,23 TCTGGGGTAACTTTGAGCAG,TCTGGGGTAACTTTGAGCAGGGG 

bta-miR-6524 21 TTACTCTGAGTAACCTAACTG 

bta-miR-6529a 21 GAGAGATCAGAGGCGCAGAGT 

bta-miR-660 22 TACCCATTGCATATCGGAGCTG 

bta-miR-664b 23,21 ACAGGCTAGGAGAAATGATTGGA,TTCATTTATCTCCCAGCCTAC 

bta-miR-671 21 TCCGGTTCTCAGGGCTCCACC 

bta-miR-7 24 TGGAAGACTAGTGATTTTGTTGTT 
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bta-miR-760-5p 22,23 CGGCTCTGGGTCTGTGGGGAGC,TCGGCTCTGGGTCTGTGGGGAGC 

bta-miR-769 22,21 TGAGACCTCCGGGTTCTGAGCT,TGAGACCTCCGGGTTCTGAGC 

bta-miR-7857-5p 21 ATTGTTCTCCAACCTGGCTCT 

bta-miR-7859 23 AAAAACTGGCAGCTTCATGTAAT 

bta-miR-7860 21,22 TGGAGCGGCTGCACAGAGCGT,TGGAGCGGCTGCACAGAGCGTG 

bta-miR-7861 23 CACACTCAGATAAAGTAGGCACT 

bta-miR-874 24 CTGCCCTGGCCCGAGGGACCGACT 

bta-miR-9-5p 22,23 TCTTTGGTTATCTAGCTGTATG,TCTTTGGTTATCTAGCTGTATGA 

bta-miR-92a 22 TATTGCACTTGTCCCGGCCTGT 

bta-miR-92b 21,23 TATTGCACTCGTCCCGGCCTC,TATTGCACTCGTCCCGGCCTCCG 

bta-miR-93 23 CAAAGTGCTGTTCGTGCAGGTAG 

bta-miR-95 22 TTCAACGGGTATTTATTGAGCA 

bta-miR-98 22 TGAGGTAGTAAGTTGTATTGTT 

bta-miR-99a-5p 21 AACCCGTAGATCCGATCTTGT 

bta-miR-99b 22 CACCCGTAGAACCGACCTTGCG 
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Tablo 2. Akut sığır gruplarında tespit edilen bilinen miRNA‟lar, mature dizilimleri ve uzunlukları 

mirna length mature 

bta-let-7a-5p 22 TGAGGTAGTAGGTTGTATAGTT 

bta-let-7c 18 TGAGGTAGTAGGTTGTAT 

bta-let-7d 22 AGAGGTAGTAGGTTGCATAGTT 

bta-let-7e 22,22 CTGAGGTAGGAGGTTGTATAGT,TGAGGTAGGAGGTTGTATAGTT 

bta-let-7f 22 TGAGGTAGTAGATTGTATAGTT 

bta-let-7g 22 TGAGGTAGTAGTTTGTACAGTT 

bta-let-7i 22 TGAGGTAGTAGTTTGTGCTGTT 

bta-miR-1 22,2 TGGAATGTAAAGAAGTATGTAT,TGGAATGTAAAGAAGTATGT 

bta-miR-100 22,21 AACCCGTAGATCCGAACTTGTG,AACCCGTAGATCCGAACTTGT 

bta-miR-101 
22,20,21,23,
23 

TACAGTACTGTGATAACTGAAG,TACAGTACTGTGATAACTGA,GTACAGTACTGTGATAACTGA,TACAGTACTGTGATAACTGAAGG,TAC
AGTACTGTGATAACTGAAGA 

bta-miR-
10162-5p 22 TGGACAGGCCAAGCCGCTGTGC 

bta-miR-
10164-3p 18 AACTGTTAGGAGGCTTGG 

bta-miR-
10167-3p 18 CGGGTGGTCGGGGCGGGT 

bta-miR-
10172-5p 20 TCACTGGGCATCCTCTGCTT 

bta-miR-
10174-5p 24 ATCACATTGCCAGGGATTACCACG 

bta-miR-
10175-5p 20 TGGAGAGAACAGGTGGCTTT 

bta-miR-
10179-5p 21 TGCAGGGTGGTAGGCTGTGGG 

bta-miR-
10225a 18,21,20,19 GAGCCTGACAGATCACAC, CCGAGCCTGACAGATCACACA, CCGAGCCTGACAGATCACAC, CCGAGCCTGACAGATCACA 

bta-miR-103 23 AGCAGCATTGTACAGGGCTATGA 
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bta-miR-
106a 23 AAAAGTGCTTACAGTGCAGGTAG 

bta-miR-
106b 22 CCGCACTGTGGGTACTTGCTGC 

bta-miR-107 18 AGCAGCATTGTACAGGGC 

bta-miR-10a 22 TACCCTGTAGATCCGAATTTGT 

bta-miR-10b 22 TACCCTGTAGAACCGAATTTGT 

bta-miR-
1185 22 AGAGGATACCCTTTGTATGTTC 

bta-miR-
1197 21 TAGGACACATGGTCTACTTCT 

bta-miR-
11971 20 TGAGGGGCAGAGAGTGAGAA 

bta-miR-
11977 20 TGTCTCAGTTCAGCAGGAAG 

bta-miR-
11979 23 TGCACCACCCGTGGTCACTCCTG 

bta-miR-
11984 23 ACACGCGTCCTTGGATCCTGACT 

bta-miR-
11993 22 TGAGTGTGCATCCACGGGGACC 

bta-miR-
11994 21 TCCAAAACGGGACCTTTCTGG 

bta-miR-
11999 22 TCAGACCCATATTCTCATAGGC 

bta-miR-
12004 18 TGGCTCTGGCTCTCTGCC 

bta-miR-

12028 20 TGTCTGGGACCCCGATTCTC 

bta-miR-
12034 18,18 CCCGGGGAGCCCGGCGGT,CCCCGGGGAGCCCGGCGG 

bta-miR-
12042 24 TGTGTCTTTCCTTCTGTGTGTGCT 

bta-miR-

12057 22 ACTGGGAGTGGAAGGAGAGCCC 

bta-miR-122 21 TGGAGTGTGACAATGGTGTTT 
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bta-miR-
1246 20 AATGGATTTTTGGAGCAGGG 

bta-miR-
1247-3p 22 CCGGGAACGTCGGGACTGGAGC 

bta-miR-

1247-5p 22 CCGGGAACGTCGGGACTGGAGC 

bta-miR-
124a 20 TAAGGCACGCGGTGAATGCC 

bta-miR-
124b 20 TAAGGCACGCGGTGAATGCC 

bta-miR-

125a 22,23 TCCCTGAGACCCTTTAACCTGT,TCCCTGAGACCCTTTAACCTGTG 

bta-miR-
125b 21,22 TCCCTGAGACCCTAACTTGTG,TCCCTGAGACCCTAACTTGTGA 

bta-miR-
126-5p 22 TCGTACCGTGAGTAATAATGCG 

bta-miR-

1260b 18 ATCCCACCACTGCCACCA 

bta-miR-127 22,18 TCGGATCCGTCTGAGCTTGGCT,TCGGATCCGTCTGAGCTT 

bta-miR-
1271 22 CTTGGCACCTAGTAAGTACTCA 

bta-miR-128 21 TCACAGTGAACCGGTCTCTTT 

bta-miR-129 21 CTTTTTGCGGTCTGGGCTTGC 

bta-miR-
129-5p 22,21 AAGCCCTTACCCCAAAAAGCAT,CTTTTTGCGGTCTGGGCTTGC 

bta-miR-
1296 22 TTAGGGCCCTGGCTCCATCTCC 

bta-miR-

1306 21,2 GACGTTGGCTCTGGTGGTGAT,GACGTTGGCTCTGGTGGTGA 

bta-miR-
1307 23 ACTCGGCGTGGCGTCGGTCGTGG 

bta-miR-
130a 20 CAGTGCAATGTTAAAAGGGC 

bta-miR-

130b 21 ACTCTTTCCCTGTTGCACTAC 

bta-miR-132 22 TAACAGTCTACAGCCATGGTCG 
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bta-miR-
133a 22 TTGGTCCCCTTCAACCAGCTGT 

bta-miR-
133b 20 TTGGTCCCCTTCAACCAGCT 

bta-miR-

135a 23 TATGGCTTTTTATTCCTATGTGA 

bta-miR-136 21,22 ATCATCGTCTCAAATGAGTCT,ACTCCATTTGTTTTGATGATGG 

bta-miR-137 23 TTATTGCTTAAGAATACGCGTAG 

bta-miR-138 24,23,21 AGCTGGTGTTGTGAATCAGGCCGT,AGCTGGTGTTGTGAATCAGGCCG,AGCTGGTGTTGTGAATCAGGC 

bta-miR-
1388-5p 22,21 AGGACTGTCCAACCTGAGAATG,AGGACTGTCCAACCTGAGAAT 

bta-miR-139 23 TCTACAGTGCACGTGTCTCCAGT 

bta-miR-140 22 TACCACAGGGTAGAACCACGGA 

bta-miR-141 21 TAACACTGTCTGGTAAAGATG 

bta-miR-143 22,21 TGGCTCAGTTCAGCAGGAACAG,TGAGATGAAGCACTGTAGCTC 

bta-miR-
1434-5p 18,19,18 AATTTCTTCACTTTGACC,AAATTTCTTCACTTTGACC,AAATTTCTTCACTTTGAC 

bta-miR-144 20,23 TACAGTATAGATGATGTACT,GGATATCATCATATACTGTAAGT 

bta-miR-145 20,19,23 GATTCCTGGAAATACTGTTC,ATTCCTGGAAATACTGTTC,GTCCAGTTTTCCCAGGAATCCCT 

bta-miR-
1468 22 CTCCGTTTGCCTGTTTTGCTGA 

bta-miR-
146a 21,22 TGAGAACTGAATTCCATAGGT,TGAGAACTGAATTCCATAGGTT 

bta-miR-
146b 23,22 TGAGAACTGAATTCCATAGGCTG,TGAGAACTGAATTCCATAGGCT 

bta-miR-147 18,19 GTGTGCGGAAATGCTTCT,GTGTGCGGAAATGCTTCTG 

bta-miR-
148a 22 TCAGTGCACTACAGAACTTTGT 

bta-miR-
148b 22 TCAGTGCATCACAGAACTTTGT 

bta-miR-
149-5p 22 TCTGGCTCCGTGTCTTCACTCC 

bta-miR-150 22 TCTCCCAACCCTTGTACCAGTG 
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bta-miR-
151-5p 21 CTAGACTGAAGCTCCTTGAGG 

bta-miR-152 21,18 TCAGTGCATGACAGAACTTGG,TCAGTGCATGACAGAACT 

bta-miR-153 22 TTGCATAGTCACAAAAGTGATC 

bta-miR-
154b 21 AGAGGTCTTCCATGGTGCATT 

bta-miR-
154c 22 AGATATTGCACGGTTGATCTCT 

bta-miR-155 23 TTAATGCTAATCGTGATAGGGGT 

bta-miR-15a 18,21 TAGCAGCACATAATGGTT,TAGCAGCACATAATGGTTTGT 

bta-miR-16a 22,21 TAGCAGCACGTAAATATTGGTG,TAGCAGCACGTAAATATTGGT 

bta-miR-16b 23 TAGCAGCACGTAAATATTGGCGT 

bta-miR-17-
5p 23 CAAAGTGCTTACAGTGCAGGTAG 

bta-miR-
181a 21,23 AACATTCAACGCTGTCGGTGA,AACATTCAACGCTGTCGGTGAGT 

bta-miR-
181b 22,20,23 CTCACTGATCAATGAATGTAAA,AACATTCATTGCTGTCGGTG,AACATTCATTGCTGTCGGTGGGT 

bta-miR-
181c 22 ACCATCGACCGTTGAGTGGACC 

bta-miR-
181d 24 AACATTCATTGTTGTCGGTGGGTT 

bta-miR-183 21 ATGGCACTGGTAGAATTCACT 

bta-miR-
1839 20 AAGGTAGATAGAACAGGTCT 

bta-miR-184 20,21 TGGACGGAGAACTGATAAGG,TGGACGGAGAACTGATAAGGG 

bta-miR-

1842 20 TTGGCTCTGTGAGGTCGGCT 

bta-miR-185 21,22 TGGAGAGAAAGGCAGTTCCTG,TGGAGAGAAAGGCAGTTCCTGA 

bta-miR-186 22 CAAAGAATTCTCCTTTTGGGCT 

bta-miR-187 21 TCGTGTCTTGTGTTGCAGCCG 

bta-miR-188 21 CATCCCTTGCATGGTGGAGGG 
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bta-miR-
190a 24 TGATATGTTTGATATATTAGGTTG 

bta-miR-191 23,22 CAACGGAATCCCAAAAGCAGCTG,CAACGGAATCCCAAAAGCAGCT 

bta-miR-192 20 CTGACCTATGAATTGACAGC 

bta-miR-
193a-5p 19,21 TGGGTCTTTGCGGGCGAGA,TGGGTCTTTGCGGGCGAGATG 

bta-miR-
193b 22 AACTGGCCCACAAAGTCCCGCT 

bta-miR-194 21 TGTAACAGCAACTCCATGTGG 

bta-miR-195 22,22,21 CCAATATTGGCTGTGCTGCTCC,TAGCAGCACAGAAATATTGGCA,TAGCAGCACAGAAATATTGGC 

bta-miR-197 22 TTCACCACCTTCTCCACCCAGC 

bta-miR-
199a-5p 21,22 ACAGTAGTCTGCACATTGGTT,TGAGAACTGAATTCCATAGGTT 

bta-miR-
199b 21 ACAGTAGTCTGCACATTGGTT 

bta-miR-19a 23 TGTGCAAATCTATGCAAAACTGA 

bta-miR-19b 23,22 TGTGCAAATCCATGCAAAACTGA,TGTGCAAATCCATGCAAAACTG 

bta-miR-
200a 21 TAACACTGTCTGGTAACGATG 

bta-miR-
200b 21 TAATACTGCCTGGTAATGATG 

bta-miR-
200c 21,23 TAATACTGCCGGGTAATGATG,TAATACTGCCGGGTAATGATGGA 

bta-miR-204 22 TTCCCTTTGTCATCCTATGCCT 

bta-miR-205 22,19,23 TCCTTCATTCCACCGGAGTCTG,TCCTTCATTCCACCGGAGT,TCCTTCATTCCACCGGAGTCTGT 

bta-miR-206 20,22 TGGAATGTAAGGAAGTGTGT,TGGAATGTAAGGAAGTGTGTGG 

bta-miR-
208b 18 ATAAGACGAACAAAAGGT 

bta-miR-20a 23 TAAAGTGCTTATAGTGCAGGTAG 

bta-miR-20b 23 CAAAGTGCTCACAGTGCAGGTAG 

bta-miR-21-
5p 23,21 TAGCTTATCAGACTGATGTTGAC,TAGCTTATCAGACTGATGTTG 
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bta-miR-210 23,2 CTGTGCGTGTGACAGCGGCTGAT,CTGTGCGTGTGACAGCGGCT 

bta-miR-212 23 TAACAGTCTCCAGTCACGGCCAC 

bta-miR-214 20,20,18 TACAGCAGGCACAGACAGGC,TGCCTGTCTACACTTGCTGT,ACAGCAGGCACAGACAGG 

bta-miR-215 20 ATGACCTATGAATTGACAGA 

bta-miR-218 21 TTGTGCTTGATCTAACCATGT 

bta-miR-219 22 AGAGTTGAGTCTGGACGTCCCG 

bta-miR-
219-5p 22 AGAATTGTGGCTGGACATCTGT 

bta-miR-22-
5p 22,19 AAGCTGCCAGTTGAAGAACTGT,AAGCTGCCAGTTGAAGAAC 

bta-miR-221 22 AGCTACATTGTCTGCTGGGTTT 

bta-miR-222 25,24,21 AGCTACATCTGGCTACTGGGTCTCT,AGCTACATCTGGCTACTGGGTCTC,AGCTACATCTGGCTACTGGGT 

bta-miR-223 22,21,23 TGTCAGTTTGTCAAATACCCCA,CGTGTATTTGACAAGCTGAGT,TGTCAGTTTGTCAAATACCCCAA 

bta-miR-224 21 CAAGTCACTAGTGGTTCCGTT 

bta-miR-
2284ab 21,2 TAAAAGTTTGGTTGGGTTTTT,TAAAAGTTTGGTTGGGTTTT 

bta-miR-
2284w 21 AAAACCTCAATGAACTCTTTG 

bta-miR-
2284x 22,21 TGAAAAGTTCGTTCGGGTTTTT,GAAAAGTTCGTTCGGGTTTTT 

bta-miR-
2285aa 22,23 AAAACTGGAACGAACTTTTGGG,AAAACTGGAACGAACTTTTGGGC 

bta-miR-
2285ac 22 CAGAAAGTTTGTTTGGGTTTTT 

bta-miR-
2285b 19,22 AAATCTGAGTGAACTTTTT,AAAATCTGAGTGAACTTTTTGG 

bta-miR-
2285bc 21,22 AAAAACCTGAATGACCCTTTT,AAAAACCTGAATGACCCTTTTG 

bta-miR-
2285bd 22 AAAACCCTGATGAACTTTTTGA 

bta-miR-
2285by 22 AAAAGTTTGGTTGGGTTTTTCT 

bta-miR- 23 GAAAACCGAAACGAACTTTATGG 
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2285h 

bta-miR-

2285p 22,22 AATTGTTCATTTGGGTTTTTCC,AAAAACTTGAGTGAACTTTTGG 

bta-miR-
2285q 22 AAGGACCTGAATGAACTTTCTG 

bta-miR-
2285t 19 AGAATCTGGATGAACTTTT 

bta-miR-

2299-3p 22 GTCCGGGGAATGGATCCAGCGT 

bta-miR-
2299-5p 22 GTCCGGGGAATGGATCCAGCGT 

bta-miR-
2310 19 GGTTTTGTTTGGGTTTGTT 

bta-miR-
2319a 20 CTCTGTATTAGGCACTTAGC 

bta-miR-
2319b 20 CTCTGTATTAGGCACTTAGC 

bta-miR-
2329-5p 18 CTGATCTGTGATGTGAGC 

bta-miR-
2336 22 CTAACCGTAACTTTGAAGTGCT 

bta-miR-
2350 18 AGGCTGGGCAGAGGGGCA 

bta-miR-
2372 21 AGAATGATGAAAGGATTGGGT 

bta-miR-
2376 24 CCTCTGAGATCTTGCTAGGCGCTC 

bta-miR-
2387 21 TGGAAGGCCTGGCTTTGCAGC 

bta-miR-23a 22,19,18 ATCACATTGCCAGGGATTTCCA,ATCACATTGCCAGGGATTT,ATCACATTGCCAGGGATT 

bta-miR-24 22,2 TGGCTCAGTTCAGCAGGAACAG,TGGCTCAGTTCAGCAGGAAC 

bta-miR-24-
3p 22,2 TGGCTCAGTTCAGCAGGAACAG,TGGCTCAGTTCAGCAGGAAC 

bta-miR-

2402 20 AGAAAGGCAGAGAGGCAGGC 

bta-miR- 19 TGGAGTGACTGTCAGATGC 
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2411-5p 

bta-miR-

2415-5p 20,23 CCAGGCCTGCTGGACCGACG,CCAGGCCTGCTGGACCGACGCCC 

bta-miR-
2419-5p 22 ATCGCATCAACACTCGTCTGTT 

bta-miR-
2425-5p 23 ACCAGGGCACGGATCCATGAACT 

bta-miR-

2427 25 AGCCCTTAACGCTGTGACCAAAGAC 

bta-miR-
2431-5p 20,21 AGGTCATATAAGTGTGGAGT,CAGGTCATATAAGTGTGGAGT 

bta-miR-
2448-3p 22 GTGGTTGATTGGATCCGTGGGT 

bta-miR-
2448-5p 22,19 GTGGTTGATTGGATCCGTGGGT,CCCTCTGTGGTTTCTGCAC 

bta-miR-
2453 24 TCCTCAGGGCAGGAAGTGCGCAGA 

bta-miR-
2457 22 TTGCCAACTGCAGAGCCGCGCT 

bta-miR-
2483-5p 23 AAACATCTGGTTGGTTGAGAGAA 

bta-miR-
2484 22,21 TCCTCTAAGAAGTTCTGAGCTT,CCTCTAAGAAGTTCTGAGCTT 

bta-miR-25 22 CATTGCACTTGTCTCGGTCTGA 

bta-miR-26a 22 TTCAAGTAATCCAGGATAGGCT 

bta-miR-26b 22 TTCAAGTAATTCAGGATAGGTT 

bta-miR-
27a-5p 20 TTCACAGTGGCTAAGTTCCG 

bta-miR-27b 19 TTCACAGTGGCTAAGTTCT 

bta-miR-28 22,21,21,23 CACTAGATTGAGAGCTCCTGGA,TCCCTGAGACCCTAACTTGTG,CACTAGATTGAGAGCTCCTGG,AAGGAGCTCACAGTCTATTGAGT 

bta-miR-
296-5p 18 AGGGTTGGGCGGAGGCTT 

bta-miR-299 22 TATGTGGGACGGTAAACCGCTT 

bta-miR-29a 19,23,21 TAGCACCATCTGAAATCGG,TCAAGAGCAATAACGAAAAATGT,TAGCACCATCTGAAATCGGTT 
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bta-miR-29b 23,22,19 TAGCACCATTTGAAATCAGTGTT,CTAGCACCATTTGAAATCAGTG,TAGCACCATTTGAAATCAG 

bta-miR-

29d-5p 24,20,19 TGACCGATTTCTCCTGGTGTTCAG,TAGCACCATTTGAAATCGGT,TAGCACCATTTGAAATCGA 

bta-miR-
301b 23 CAGTGCAATGATATTGTCAAAGC 

bta-miR-
30a-5p 20,22,24 TGTAAACATCCTCGACTGGA,TGTAAACATCCTCGACTGGAAG,TGTAAACATCCTCGACTGGAAGCT 

bta-miR-

30b-5p 22 TGTAAACATCCTACACTCAGCT 

bta-miR-30d 24,22 TGTAAACATCCCCGACTGGAAGCT,TGTAAACATCCCCGACTGGAAG 

bta-miR-
30e-5p 24 TGTAAACATCCTTGACTGGAAGCT 

bta-miR-30f 20 TGTAAACACCCTACACTCTC 

bta-miR-31 23 AGGCAAGATGCTGGCATAGCTGT 

bta-miR-32 22,21 TATTGCACATGACTAAGTTGCA,TATTGCACATGACTAAGTTGC 

bta-miR-
320a 20,22 AAAAGCTGGGTTGAGAGGGC,AAAAGCTGGGTTGAGAGGGCGA 

bta-miR-323 21,22 CACATTACACGGTCGACCTCT,GCACATTACACGGTCGACCTCT 

bta-miR-324 23 CGCATCCCCTAGGGCATTGGTGT 

bta-miR-326 21 CCTCTGGGCCCTTCCTCCAGC 

bta-miR-328 22 CTGGCCCTCTCTGCCCTTCCGT 

bta-miR-
329b 22 AACACACCTGGTTAACCTCTTT 

bta-miR-330 25,23 GCAAAGCACACGGCCTGCAGAGAGG,GCAAAGCACACGGCCTGCAGAGA 

bta-miR-
331-5p 21,22 CTAGGTATGGTCCCAGGGATC,TCTAGGTATGGTCCCAGGGATC 

bta-miR-335 22 TTTTTCATTATTGCTCCTGACC 

bta-miR-338 21,21 AACAATATCCTGGTGCTGAGT,TCCAGCATCAGTGATTTTGTT 

bta-miR-

339b 21 TCCCTGTCCTCCAGGAGCTCA 

bta-miR-33a 20 GTGCATTGTAGTTGCATTGC 
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bta-miR-340 22,20,22 TCCGTCTCAGTTACTTTATAGC,TTATAAAGCAATGAGACTGA,TTATAAAGCAATGAGACTGATT 

bta-miR-342 23,24 TCTCACACAGAAATCGCACCCAT,TCTCACACAGAAATCGCACCCATC 

bta-miR-
3431 20,22 CTCAGTCAGCCTTGTGGATG,CCTCAGTCAGCCTTGTGGATGT 

bta-miR-
3432a 22,23 TGCGGGATCTTTAGTTGTGGTG,TGCGGGATCTTTAGTTGTGGTGT 

bta-miR-
345-5p 21 CCTGAACTAGGGGTCTGGAGG 

bta-miR-34a 19 TGGCAGTGTCTTAGCTGGT 

bta-miR-34c 22,23 AGGCAGTGTAGTTAGCTGATTG,AGGCAGTGTAGTTAGCTGATTGC 

bta-miR-
3533 19 AGTGTGACGTGGACATCCG 

bta-miR-361 19 TTATCAGAATCTCCAGGGG 

bta-miR-
362-5p 24 AATCCTTGGAACCTAGGTGTGAGT 

bta-miR-363 20 AATTGCACGGTATCCATCTG 

bta-miR-
365-3p 19 TAATGCCCCTAAAAATCCT 

bta-miR-
369-5p 21 AATAATACATGGTTGATCTTT 

bta-miR-370 19,22 GCCTGCTGGGGTGGAACCT,GCCTGCTGGGGTGGAACCTGGT 

bta-miR-
374a 21,22 TTATAATACAACCTGATAAGT,TTATAATACAACCTGATAAGTG 

bta-miR-
374b 22,18,21 ATATAATACAACCTGCTAAGTG,ATATAATACAACCTGCTA,ATATAATACAACCTGCTAAGT 

bta-miR-375 19 TTTGTTCGTTCGGCTCGCG 

bta-miR-

376a 21 GTAGATTCTCCTTCTATGAGT 

bta-miR-377 22 ATCACACAAAGGCAACTTTTGT 

bta-miR-378 22 ACTGGACTTGGAGTCAGAAGGC 

bta-miR-379 21 TGGTAGACTATGGAACGTAGG 

bta-miR-
380-5p 21 TATGTAATGTGGTCCACGTCT 
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bta-miR-381 22 TATACAAGGGCAAGCTCTCTGT 

bta-miR-382 22 GAAGTTGTTCGTGGTGGATTCG 

bta-miR-
3957 20 CTCGGAGAGTGCAGCTGTGG 

bta-miR-
409a 22,21 GAATGTTGCTCGGTGAACCCCT,AATGTTGCTCGGTGAACCCCT 

bta-miR-410 21 AATATAACACAGATGGCCTGT 

bta-miR-
411a 22,23 ATAGTAGACCGTATAGCGTACG,ATAGTAGACCGTATAGCGTACGC 

bta-miR-
411c-5p 22 GGTTGATCAGAGAACATACATT 

bta-miR-421 20 ATCAACAGACATTAATTGGG 

bta-miR-

423-5p 23,21 TGAGGGGCAGAGAGCGAGACTTT,TGAGGGGCAGAGAGCGAGACT 

bta-miR-
424-5p 20 CAGCAGCAATTCATGTTTTG 

bta-miR-
425-5p 25 AATGACACGATCACTCCCGTTGAGT 

bta-miR-429 21 TAATACTGTCTGGTAATGCCG 

bta-miR-432 23,21,22 TCTTGGAGTAGGTCATTGGGTGG,TCTTGGAGTAGGTCATTGGGT,TCTTGGAGTAGGTCATTGGGTG 

bta-miR-
449d 18 AGGCTGTGTGCTGTGGAG 

bta-miR-
450a 20,19,21 TTTTGCGATGTGTTCCTAAT,TTTGCGATGTGTTCCTAAT,TTTTGCGATGTGTTCCTAATA 

bta-miR-
455-5p 23,21 TATGTGCCTTTGGACTACATCGT,TGTGCCTTTGGACTACATCGT 

bta-miR-485 21 AGAGGCTGGCCGTGATGAATT 

bta-miR-486 23 TCCTGTACTGAGCTGCCCCGAGG 

bta-miR-
487a 22 AATCATACAGGGACATCCAGTT 

bta-miR-
487b 22 AATCGTACAGGGTCATCCACTT 

bta-miR-488 23 CCCAGATAATGGCACTCTCAAAC 
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bta-miR-490 23 CAACCTGGAGGACTCCATGCTGT 

bta-miR-493 22,22 TTGTACATGGTAGGCTTTCATT,TGAAGGTCTACTGTGTGCCAGG 

bta-miR-494 23 TGAAACATACACGGGAAACCTCT 

bta-miR-495 22,21 AAACAAACATGGTGCACTTCTT,AAACAAACATGGTGCACTTCT 

bta-miR-499 21 TTAAGACTTGCAGTGATGTTT 

bta-miR-500 20,22 ATGCACCTGGGCAAGGATTC,AATGCACCTGGGCAAGGATTCT 

bta-miR-
502a 20,2 ATGCACCTGGGCAAGGATTC,AATGCACCTGGGCAAGGATT 

bta-miR-504 21 AGACCCTGGTCTGCACTCTGT 

bta-miR-505 20,22,23,23 TCAACACTTGCTGGTTTCCT,TCAACACTTGCTGGTTTCCTCT,GGGAGCCAGGAAGTATTGATGTT,GTCAACACTTGCTGGTTTCCTCT 

bta-miR-532 22 CATGCCTTGAGTGTAGGACCGT 

bta-miR-539 23 GGAGAAATTATCCTTGGTGTGTT 

bta-miR-541 18 AAAGGATTCTGCTGTCGG 

bta-miR-
542-5p 19 TTGTGACAGATTGATAACT 

bta-miR-543 20,22 AAACATTCGCGGTGCACTTC,AAACATTCGCGGTGCACTTCTT 

bta-miR-574 22 CACGCTCATGCACACACCCACA 

bta-miR-582 20,23 TTACAGTTGTTCAACCAGTT,TTACAGTTGTTCAACCAGTTACT 

bta-miR-592 22 TTGTGTCAATATGCGATGATGT 

bta-miR-
6119-5p 23 AGAGGTAAAAAATTGATTTGACT 

bta-miR-
6120-5p 22 TATGTTGGACAACGTGGATAGC 

bta-miR-
6123 20 TGCCAAGCCCACGTTCAAAG 

bta-miR-615 20 TCCGAGCCTGGGTCTCCCTC 

bta-miR-628 23 TTCTAGTAAGAGTGGCAGTCGAA 

bta-miR-
6517 23 TCTCAGGGTCCGTGAGCTCCTCG 

 



 

114 

 

bta-miR-652 21,22 AATGGCGCCACTAGGGTTGTG,AATGGCGCCACTAGGGTTGTGC 

bta-miR-

6523a 22,21 TCTGGGGTAACTTTGAGCAGGG,TCTGGGGTAACTTTGAGCAGG 

bta-miR-
6524 21 TTACTCTGAGTAACCTAACTG 

bta-miR-
6525 21 CTGGGGAAAGCAGGAGTGAGG 

bta-miR-

6529a 21,22 GAGAGATCAGAGGCGCAGAGT,TGAAAAGTTCGTTCGGGTTTTT 

bta-miR-654 21 TATGTCTGCTGACCATCACCT 

bta-miR-655 22 ATAATACATGGTTAACCTCTCT 

bta-miR-660 23,22 TACCCATTGCATATCGGAGCTGT,TACCCATTGCATATCGGAGCTG 

bta-miR-

664b 19,22 ACAGGCTAGGAGAAATGAT,CAGGCTAGGAGAAATGATTGGA 

bta-miR-7 24 TGGAAGACTAGTGATTTTGTTGTT 

bta-miR-
7180 20 TGTGGCCTCTGGGTGTGTAC 

bta-miR-758 22 TTTGTGACCTGGTCCACTAACC 

bta-miR-
760-5p 18,22 CGGCTCTGGGTCTGTGGG,CGGCTCTGGGTCTGTGGGGAGC 

bta-miR-769 21,22 TGAGACCTCCGGGTTCTGAGC,TGAGACCTCCGGGTTCTGAGCT 

bta-miR-
7857-5p 

21,22,20,21,
20,21 

ATTGTTCTCCAACCTGGCTCT,ATTGTTCTCCAACCTGGCTCTT,ATAGCCAGTTGGGGAAGAAT,ATAGCCAGTTGGGGAAGAATG,TAGCCA
GTTGGGGAAGAATG,TAGCCAGTTGGGGAAGAATGC 

bta-miR-
7858 20 TAGGATTTGGAAAGATTGCT 

bta-miR-
7859 21,19 AAAAACTGGCAGCTTCATGTA,AAAAACTGGCAGCTTCATG 

bta-miR-
7860 23 TGGAGCGGCTGCACAGAGCGTGA 

bta-miR-874 22,2 CTGCCCTGGCCCGAGGGACCGA,CTGCCCTGGCCCGAGGGACC 

bta-miR-877 23 GTAGAGGAGATGGCGCAGGGGAC 

bta-miR-885 22 TCCATTACACTACCCTGCCTCT 

bta-miR-9- 22,23 TCTTTGGTTATCTAGCTGTATG,TCTTTGGTTATCTAGCTGTATGA 
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5p 

bta-miR-92a 22 TATTGCACTTGTCCCGGCCTGT 

bta-miR-92b 18,22,21 AGGGACGGGACGCGGTGC,TATTGCACTCGTCCCGGCCTCC,TATTGCACTCGTCCCGGCCTC 

bta-miR-93 23 CAAAGTGCTGTTCGTGCAGGTAG 

bta-miR-935 22 CAGTTACCGCTTCCGCTACCGC 

bta-miR-95 21 TTCAACGGGTATTTATTGAGC 

bta-miR-98 22 TGAGGTAGTAAGTTGTATTGTT 

bta-miR-
99a-5p 21 AACCCGTAGATCCGATCTTGT 
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Tablo 3. Sub-klinik sığır gruplarında tespit edilen bilinen miRNA‟lar, mature dizilimleri ve uzunlukları 

mirna length mature 

bta-let-7a-5p 22 TGAGGTAGTAGGTTGTATAGTT 

bta-let-7c 20,18,22 AAGGAGCTCACAGTCTATTG,TGAGGTAGTAGGTTGTAT,TGAGGTAGTAGGTTGTATGGTT 

bta-let-7d 22 AGAGGTAGTAGGTTGCATAGTT 

bta-let-7e 23,21 TGAGGTAGGAGGTTGTATAGTTG,TGAGGTAGGAGGTTGTATAGT 

bta-let-7f 22 TGAGGTAGTAGATTGTATAGTT 

bta-let-7g 22 TGAGGTAGTAGTTTGTACAGTT 

bta-let-7i 22 TGAGGTAGTAGTTTGTGCTGTT 

bta-miR-1 22,2 TGGAATGTAAAGAAGTATGTAT,TGGAATGTAAAGAAGTATGT 

bta-miR-100 22,21 AACCCGTAGATCCGAACTTGTG,AACCCGTAGATCCGAACTTGT 

bta-miR-101 22,23,23 TACAGTACTGTGATAACTGAAG,TACAGTACTGTGATAACTGAAGG,TACAGTACTGTGATAACTGAAGA 

bta-miR-10162-5p 22 TGGACAGGCCAAGCCGCTGTGC 

bta-miR-10167-3p 18,19 CGGGTGGTCGGGGCGGGT,CGGGTGGTCGGGGCGGGTC 

bta-miR-10172-5p 20 TCACTGGGCATCCTCTGCTT 

bta-miR-10174-5p 24 ATCACATTGCCAGGGATTACCACG 

bta-miR-10175-5p 20 TGGAGAGAACAGGTGGCTTT 

bta-miR-10180-3p 24 GAGGAGGGGCGCGCTGTGCTCTTG 

bta-miR-10225a 
23,20,21,2
2 CCGAGCCTGACAGATCACACACG,CCGAGCCTGACAGATCACAC,CCGAGCCTGACAGATCACACA,CCGAGCCTGACAGATCACACAC 

bta-miR-103 23 AGCAGCATTGTACAGGGCTATGA 

bta-miR-106b 22,21 CCGCACTGTGGGTACTTGCTGC,CCGCACTGTGGGTACTTGCTG 

bta-miR-107 19,22,21 AGCAGCATTGTACAGGGCT,AGCAGCATTGTACAGGGCTATC,AGCAGCATTGTACAGGGCTAT 

bta-miR-10a 22 TACCCTGTAGATCCGAATTTGT 

bta-miR-10b 22 TACCCTGTAGAACCGAATTTGT 
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bta-miR-11973 22,21 CTTGCTGAGTGACCTCCCTGCT,CTTGCTGAGTGACCTCCCTGC 

bta-miR-11987 21,18 GAGGAATCTCTGGTGGAGGTA,GAGGAATCTCTGGTGGAG 

bta-miR-11997 21 AACCAAGGGTGTGGGCCGAGA 

bta-miR-11998 22 TTCTCTAGTGTGTTTTCCCAAC 

bta-miR-12002b 21 CCTCATGTGGAATCTTTAGCT 

bta-miR-12008 20 AAAAGGATGAAGAGTTAAAG 

bta-miR-12034 18,18 CCCCGGGGAGCCCGGCGG,CCCGGGGAGCCCGGCGGT 

bta-miR-12060 21 TTGGGAGACCAGGGGAAGACT 

bta-miR-122 21 TGGAGTGTGACAATGGTGTTT 

bta-miR-124a 21,19 TAAGGCACGCGGTGAATGCCA,TAAGGCACGCGGTGAATGC 

bta-miR-124b 21,19 TAAGGCACGCGGTGAATGCCA,TAAGGCACGCGGTGAATGC 

bta-miR-125a 23,22 TCCCTGAGACCCTTTAACCTGTG,TCCCTGAGACCCTTTAACCTGT 

bta-miR-125b 21 TCCCTGAGACCCTAACTTGTG 

bta-miR-126-5p 22 TCGTACCGTGAGTAATAATGCG 

bta-miR-127 22 TCGGATCCGTCTGAGCTTGGCT 

bta-miR-1271 22 CTTGGCACCTAGTAAGTACTCA 

bta-miR-128 21 TCACAGTGAACCGGTCTCTTT 

bta-miR-129 21 CTTTTTGCGGTCTGGGCTTGC 

bta-miR-129-5p 21 CTTTTTGCGGTCTGGGCTTGC 

bta-miR-1306 22 TGGACGTTGGCTCTGGTGGTGA 

bta-miR-1307 23 ACTCGGCGTGGCGTCGGTCGTGG 

bta-miR-130b 21 ACTCTTTCCCTGTTGCACTAC 

bta-miR-132 23 TAACAGTCTACAGCCATGGTCGC 

bta-miR-133a 23,22,20 TTTGGTCCCCTTCAACCAGCTGT,TTGGTCCCCTTCAACCAGCTGT,TTGGTCCCCTTCAACCAGCT 

bta-miR-133b 21,2 TTTGGTCCCCTTCAACCAGCT,TTGGTCCCCTTCAACCAGCT 

bta-miR-134 19,24 TGTGTGACTGGTTGACCAG,TGTGTGACTGGTTGACCAGAGTGG 
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bta-miR-136 22,21 ACTCCATTTGTTTTGATGATGG,CATCATCGTCTCAAATGAGTC 

bta-miR-1388-5p 22 AGGACTGTCCAACCTGAGAATG 

bta-miR-139 23 TCTACAGTGCACGTGTCTCCAGT 

bta-miR-140 22 TACCACAGGGTAGAACCACGGA 

bta-miR-141 19,21 TAACACTGTCTGGTAAAGA,TAACACTGTCTGGTAAAGATG 

bta-miR-143 21,22 TGAGATGAAGCACTGTAGCTC,GGATTCCTGGAAATACTGTTCT 

bta-miR-1434-5p 19 AAATTTCTTCACTTTGACC 

bta-miR-144 23 GGATATCATCATATACTGTAAGT 

bta-miR-145 21 GTCCAGTTTTCCCAGGAATCC 

bta-miR-1468 20,21 CTCCGTTTGCCTGTTTTGCT,CTCCGTTTGCCTGTTTTGCTG 

bta-miR-146a 22 TGAGAACTGAATTCCATAGGTT 

bta-miR-146b 23,22 TGAGAACTGAATTCCATAGGCTG,TGAGAACTGAATTCCATAGGCT 

bta-miR-147 19 GTGTGCGGAAATGCTTCTG 

bta-miR-148a 22 TCAGTGCACTACAGAACTTTGT 

bta-miR-148b 22 TCAGTGCATCACAGAACTTTGT 

bta-miR-149-5p 21,22 TCTGGCTCCGTGTCTTCACTC,TCTGGCTCCGTGTCTTCACTCC 

bta-miR-150 22 TCTCCCAACCCTTGTACCAGTG 

bta-miR-151-5p 21 CTAGACTGAAGCTCCTTGAGG 

bta-miR-152 21,18 TCAGTGCATGACAGAACTTGG,TCAGTGCATGACAGAACT 

bta-miR-154a 22 ATCATACACGGTTCACCTATTT 

bta-miR-154c 22 AGATATTGCACGGTTGATCTCT 

bta-miR-155 
24,23,22,2
1 

TTAATGCTAATCGTGATAGGGGTT,TTAATGCTAATCGTGATAGGGGT,TGAAAAGTTCGTTCGGGTTTTT,TCCCTGAGACCCTAACTTGT
G 

bta-miR-15a 21,18 TAGCAGCACATAATGGTTTGT,TAGCAGCACATAATGGTT 

bta-miR-15b 22 TAGCAGCACATCATGGTTTACA 

bta-miR-16a 21,22 TAGCAGCACGTAAATATTGGT,TAGCAGCACGTAAATATTGGTG 
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bta-miR-16b 23,22 TAGCAGCACGTAAATATTGGCGT,TAGCAGCACGTAAATATTGGCG 

bta-miR-17-5p 24 CAAAGTGCTTACAGTGCAGGTAGT 

bta-miR-181a 23 AACATTCAACGCTGTCGGTGAGT 

bta-miR-181b 20,23 AACATTCATTGCTGTCGGTG,AACATTCATTGCTGTCGGTGGGT 

bta-miR-181c 21 ACCATCGACCGTTGAGTGGAC 

bta-miR-181d 21 AACATTCATTGTTGTCGGTGG 

bta-miR-1839 22 AAGGTAGATAGAACAGGTCTTG 

bta-miR-184 21,22,20 TGGACGGAGAACTGATAAGGG,TGGACGGAGAACTGATAAGGGT,TGGACGGAGAACTGATAAGG 

bta-miR-1842 19,21 TGGCTCTGTGAGGTCGGCT,TGGCTCTGTGAGGTCGGCTCA 

bta-miR-185 21,22 TGGAGAGAAAGGCAGTTCCTG,TGGAGAGAAAGGCAGTTCCTGA 

bta-miR-186 22 CAAAGAATTCTCCTTTTGGGCT 

bta-miR-191 22 CAACGGAATCCCAAAAGCAGCT 

bta-miR-192 21,2 CTGACCTATGAATTGACAGCC,CTGACCTATGAATTGACAGC 

bta-miR-193a-5p 19 TGGGTCTTTGCGGGCGAGA 

bta-miR-194 21 TGTAACAGCAACTCCATGTGG 

bta-miR-195 21 TAGCAGCACAGAAATATTGGC 

bta-miR-196a 22 TAGGTAGTTTCATGTTGTTGGG 

bta-miR-196b 22,23 TAGGTAGTTTCCTGTTGTTGGG,TAGGTAGTTTCCTGTTGTTGGGA 

bta-miR-197 22 TTCACCACCTTCTCCACCCAGC 

bta-miR-199a-5p 23,21 CCCAGTGTTCAGACTACCTGTTC,ACAGTAGTCTGCACATTGGTT 

bta-miR-199b 24,21 CCCAGTGTTTAGACTATCTGTTCA,ACAGTAGTCTGCACATTGGTT 

bta-miR-19a 23 TGTGCAAATCTATGCAAAACTGA 

bta-miR-19b 22 TGTGCAAATCCATGCAAAACTG 

bta-miR-200a 21 TAACACTGTCTGGTAACGATG 

bta-miR-200b 21 TAATACTGCCTGGTAATGATG 

bta-miR-200c 21,23,19 TAATACTGCCGGGTAATGATG,TAATACTGCCGGGTAATGATGGA,TAATACTGCCGGGTAATGA 
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bta-miR-204 22 TTCCCTTTGTCATCCTATGCCT 

bta-miR-205 18,21 TCCTTCATTCCACCGGAG,TCCTTCATTCCACCGGAGTCT 

bta-miR-206 22,2 TGGAATGTAAGGAAGTGTGTGG,TGGAATGTAAGGAAGTGTGT 

bta-miR-20a 23 TAAAGTGCTTATAGTGCAGGTAG 

bta-miR-21-5p 23 TAGCTTATCAGACTGATGTTGAC 

bta-miR-210 24,19 CTGTGCGTGTGACAGCGGCTGATC,CTGTGCGTGTGACAGCGGC 

bta-miR-214 22 TACAGCAGGCACAGACAGGCAG 

bta-miR-215 20 ATGACCTATGAATTGACAGA 

bta-miR-218 21 TTGTGCTTGATCTAACCATGT 

bta-miR-219-5p 22 AGAATTGTGGCTGGACATCTGT 

bta-miR-22-5p 22 AAGCTGCCAGTTGAAGAACTGT 

bta-miR-221 22 AGCTACATTGTCTGCTGGGTTT 

bta-miR-222 24,23,25 AGCTACATCTGGCTACTGGGTCTC,AGCTACATCTGGCTACTGGGTCT,AGCTACATCTGGCTACTGGGTCTCT 

bta-miR-223 23,22 TGTCAGTTTGTCAAATACCCCAA,TGTCAGTTTGTCAAATACCCCA 

bta-miR-224 22 CAAGTCACTAGTGGTTCCGTTT 

bta-miR-2284ab 21 TAAAAGTTTGGTTGGGTTTTT 

bta-miR-2284p 19 TGAAAGTTTGTTCGGGATT 

bta-miR-2284q 23 TGCAAACGAACTTTTTGGCCAAC 

bta-miR-2284w 21,23 AAAACCTCAATGAACTCTTTG,AAAAACCTCAATGAACTCTTTGG 

bta-miR-2284x 22,21 TGAAAAGTTCGTTCGGGTTTTT,AACCCGTAGATCCGATCTTGT 

bta-miR-2285aa 22 AAAACTGGAACGAACTTTTGGG 

bta-miR-2285ai-
5p 19 AAAACCTGAGTGAACTTTT 

bta-miR-2285b 20,22,21 TGAACTTTTTGGCCAACCCA,AAATCTGAGTGAACTTTTTGGT,AAATCTGAGTGAACTTTTTGG 

bta-miR-2285bc 22 AAAAACCTGAATGACCCTTTTG 

bta-miR-2285e 21 ACGAACTTTTTGGCCAACCCA 
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bta-miR-2285h 23 GAAAACCGAAACGAACTTTATGG 

bta-miR-2285n 20 ATGAACTTTTGGGCCAATCC 

bta-miR-2285o 19 GAAACCCGAACGAACTTTT 

bta-miR-2285p 22 AAAAACTTGAGTGAACTTTTGG 

bta-miR-2299-3p 21 TCCGGGGAATGGATCCAGCGT 

bta-miR-2299-5p 21 TCCGGGGAATGGATCCAGCGT 

bta-miR-2349 24 TGGCACTTCTGGTCTCAGACTCAA 

bta-miR-23a 19,22,21 ATCACATTGCCAGGGATTT,ATCACATTGCCAGGGATTTCCA,ATCACATTGCCAGGGATTTCC 

bta-miR-24 20,22 TGGCTCAGTTCAGCAGGAAC,TGGCTCAGTTCAGCAGGAACAG 

bta-miR-24-3p 20,22 TGGCTCAGTTCAGCAGGAAC,TGGCTCAGTTCAGCAGGAACAG 

bta-miR-2411-5p 19 GTGGAGTGACTGTCAGATG 

bta-miR-2419-5p 22 ATCGCATCAACACTCGTCTGTT 

bta-miR-2441 18 ACAGGACAGGACAGTGGG 

bta-miR-2448-3p 22 GTGGTTGATTGGATCCGTGGGT 

bta-miR-2448-5p 22 GTGGTTGATTGGATCCGTGGGT 

bta-miR-2454-5p 22 TCTCCTCTGGCCGCTCTCCTCC 

bta-miR-2484 22 TCCTCTAAGAAGTTCTGAGCTT 

bta-miR-25 22 CATTGCACTTGTCTCGGTCTGA 

bta-miR-26a 22 TTCAAGTAATCCAGGATAGGCT 

bta-miR-26b 22 TTCAAGTAATTCAGGATAGGTT 

bta-miR-27a-5p 20 TTCACAGTGGCTAAGTTCCG 

bta-miR-27b 19,21 TTCACAGTGGCTAAGTTCT,TTCACAGTGGCTAAGTTCTGC 

bta-miR-28 20,22 AAGGAGCTCACAGTCTATTG,AAGGAGCTCACAGTCTATTGAG 

bta-miR-296-5p 21,2 AGGGTTGGGCGGAGGCTTTCC,AGGGTTGGGCGGAGGCTTTC 

bta-miR-29a 20,21,19 TAGCACCATCTGAAATCGGT,TAGCACCATCTGAAATCGGTT,TAGCACCATCTGAAATCGG 

bta-miR-29b 23 TAGCACCATTTGAAATCAGTGTT 
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bta-miR-29d-3p 19 TAGCACCATTTGAAATCGA 

bta-miR-29d-5p 19 TAGCACCATTTGAAATCGA 

bta-miR-30a-5p 22,23 TGTAAACATCCTCGACTGGAAG,TGTAAACATCCTCGACTGGAAGC 

bta-miR-30b-5p 22 TGTAAACATCCTACACTCAGCT 

bta-miR-30d 24 TGTAAACATCCCCGACTGGAAGCT 

bta-miR-30e-5p 24 TGTAAACATCCTTGACTGGAAGCT 

bta-miR-30f 21,23 CTGGGAGAAGGCTGTTTACTC,TGTAAACACCCTACACTCTCAGC 

bta-miR-32 22,21 TATTGCACATGACTAAGTTGCA,TATTGCACATGACTAAGTTGC 

bta-miR-320a 22 AAAAGCTGGGTTGAGAGGGCGA 

bta-miR-323 22 GCACATTACACGGTCGACCTCT 

bta-miR-324 22 CGCATCCCCTAGGGCATTGGTG 

bta-miR-326 21,23 CCTCTGGGCCCTTCCTCCAGC,AGGCAGTGTAGTTAGCTGATTGC 

bta-miR-328 22,23 CTGGCCCTCTCTGCCCTTCCGT,CTGGCCCTCTCTGCCCTTCCGTC 

bta-miR-330 25 GCAAAGCACACGGCCTGCAGAGAGG 

bta-miR-331-5p 23,21,21 TTCTAGGTATGGTCCCAGGGATC,TCTAGGTATGGTCCCAGGGAT,CTAGGTATGGTCCCAGGGATC 

bta-miR-335 22,22 TCAAGAGCAATAACGAAAAATG,TTTTTCATTATTGCTCCTGACC 

bta-miR-338 21 AACAATATCCTGGTGCTGAGT 

bta-miR-340 22 TTATAAAGCAATGAGACTGATT 

bta-miR-342 24,23 TCTCACACAGAAATCGCACCCATC,TCTCACACAGAAATCGCACCCAT 

bta-miR-3431 22,2 ATCTAGAGGACTGACTGAAATT,CTCAGTCAGCCTTGTGGATG 

bta-miR-345-5p 22,21 CCCTGAACTAGGGGTCTGGAGG,CCTGAACTAGGGGTCTGGAGG 

bta-miR-34a 22 TGGCAGTGTCTTAGCTGGTTGT 

bta-miR-361 19,24 TTATCAGAATCTCCAGGGG,CCCCCAGGTGTGATTCTGATTTGC 

bta-miR-362-5p 24 AATCCTTGGAACCTAGGTGTGAGT 

bta-miR-363 23,21 AATTGCACGGTATCCATCTGCGA,AATTGCACGGTATCCATCTGC 

bta-miR-365-3p 21 TAATGCCCCTAAAAATCCTTA 
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bta-miR-369-5p 21 AGATCGACCGTGTTATATTCG 

bta-miR-370 18 GCCTGCTGGGGTGGAACC 

bta-miR-374a 22 TTATAATACAACCTGATAAGTG 

bta-miR-374b 22,21 CTTATCAGGTTGTATTATCATT,ATATAATACAACCTGCTAAGT 

bta-miR-375 19,22 TTTGTTCGTTCGGCTCGCG,TTTGTTCGTTCGGCTCGCGTGA 

bta-miR-378 23,22 ACTGGACTTGGAGTCAGAAGGCC,ACTGGACTTGGAGTCAGAAGGC 

bta-miR-379 21 TGGTAGACTATGGAACGTAGG 

bta-miR-381 22 TATACAAGGGCAAGCTCTCTGT 

bta-miR-382 22 GAAGTTGTTCGTGGTGGATTCG 

bta-miR-383 22 AGATCAGAAGGTGATTGTGGCT 

bta-miR-409a 23,23 CGAATGTTGCTCGGTGAACCCCT,GAATGTTGCTCGGTGAACCCCTT 

bta-miR-410 21 AATATAACACAGATGGCCTGT 

bta-miR-411a 22,21,21 ATAGTAGACCGTATAGCGTACG,ATAGTAGACCGTATAGCGTAC,TAGTAGACCGTATAGCGTACG 

bta-miR-421 23,22 ATCAACAGACATTAATTGGGCGC,TCAACAGACATTAATTGGGCGC 

bta-miR-423-5p 23 TGAGGGGCAGAGAGCGAGACTTT 

bta-miR-425-5p 25 AATGACACGATCACTCCCGTTGAGT 

bta-miR-432 21 TCTTGGAGTAGGTCATTGGGT 

bta-miR-450a 22,21 TTTGCGATGTGTTCCTAATATG,TTTTGCGATGTGTTCCTAATA 

bta-miR-450b 23 TTTTGCAATATGTTCCTGAATAT 

bta-miR-452 21 TCAGTCTCATCTGCAAAGAAG 

bta-miR-455-5p 23,21 TATGTGCCTTTGGACTACATCGT,TGTGCCTTTGGACTACATCGT 

bta-miR-486 23 TCCTGTACTGAGCTGCCCCGAGG 

bta-miR-494 23 TGAAACATACACGGGAAACCTCT 

bta-miR-495 22,21 AAACAAACATGGTGCACTTCTT,AAACAAACATGGTGCACTTCT 

bta-miR-497 21 CAGCAGCACACTGTGGTTTGT 

bta-miR-499 21,22 TTAAGACTTGCAGTGATGTTT,TTAAGACTTGCAGTGATGTTTA 
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bta-miR-500 23 ATGCACCTGGGCAAGGATTCTGA 

bta-miR-505 22 TCAACACTTGCTGGTTTCCTCT 

bta-miR-532 22 CATGCCTTGAGTGTAGGACCGT 

bta-miR-539 23 ATACAAGGACAATTTCTTTCTGA 

bta-miR-543 22 AAACATTCGCGGTGCACTTCTT 

bta-miR-574 22 CACGCTCATGCACACACCCACA 

bta-miR-6119-5p 18,23,21 AGAGGTAAAAAATTGATT,AGAGGTAAAAAATTGATTTGACT,AGAGGTAAAAAATTGATTTGA 

bta-miR-6120-5p 22 TATGTTGGACAACGTGGATAGC 

bta-miR-6123 23,23 TGCCAAGCCCACGTTCAAAGGCT,AGCAGCATTGTACAGGGCTATGA 

bta-miR-615 19 TCCGAGCCTGGGTCTCCCT 

bta-miR-628 24 TTCTAGTAAGAGTGGCAGTCGAAG 

bta-miR-652 21 AATGGCGCCACTAGGGTTGTG 

bta-miR-6524 22 TTACTCTGAGTAACCTAACTGG 

bta-miR-6529a 21 GAGAGATCAGAGGCGCAGAGT 

bta-miR-6532 22 AGTGCGGACAGGAAAGACGGTT 

bta-miR-6533 21,23 AAGTTCTCTGATGCTCTACCG,AAGTTCTCTGATGCTCTACCGCA 

bta-miR-660 22,23 TACCCATTGCATATCGGAGCTG,TACCCATTGCATATCGGAGCTGT 

bta-miR-664b 22 CAGGCTAGGAGAAATGATTGGA 

bta-miR-665 20 ACCAGTAGGCCGAGGCCCCT 

bta-miR-671 21 TCCGGTTCTCAGGGCTCCACC 

bta-miR-7 24 TGGAAGACTAGTGATTTTGTTGTT 

bta-miR-708 24 AAGGAGCTTACAATCTAGCTGGGG 

bta-miR-760-5p 21,23 CGGCTCTGGGTCTGTGGGGAG,TCGGCTCTGGGTCTGTGGGGAGC 

bta-miR-769 23,24 GAGACCTCCGGGTTCTGAGCTGT,TGAGACCTCCGGGTTCTGAGCTGT 

bta-miR-7857-5p 21 ATTGTTCTCCAACCTGGCTCT 

bta-miR-7860 21,22,22 GGAGCGGCTGCACAGAGCGTG,CTGGAGCGGCTGCACAGAGCGT,TGGAGCGGCTGCACAGAGCGTG 
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bta-miR-7861 23 CACACTCAGATAAAGTAGGCACT 

bta-miR-874 22,24 CTGCCCTGGCCCGAGGGACCGA,CTGCCCTGGCCCGAGGGACCGACT 

bta-miR-9-5p 22,21 TCTTTGGTTATCTAGCTGTATG,TCTTTGGTTATCTAGCTGTAT 

bta-miR-92a 22 TATTGCACTTGTCCCGGCCTGT 

bta-miR-92b 20,23 TATTGCACTCGTCCCGGCCT,AGGGACGGGACGCGGTGCAGTGT 

bta-miR-93 23 CAAAGTGCTGTTCGTGCAGGTAG 

bta-miR-95 18,21 TTCAACGGGTATTTATTG,TTCAACGGGTATTTATTGAGC 

bta-miR-98 22 TGAGGTAGTAAGTTGTATTGTT 

bta-miR-99a-5p 21 AACCCGTAGATCCGATCTTGT 
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Tablo 4. Non-enfekte sığır gruplarında tespit edilen potansiyel yeni miRNA‟ların 

dizilimleri ve uzunlukları. 

No miRNA Dizilimi Uzunluk 

1 AGAAGGAAATGGCAACCCAC 20 

2 AGGGACTGTTGCTGAAGC 18 

3 AAAGAATACTGGAGTGGGT 19 

4 GCGGGGGAGAGGCGTGGC 18 

5 AAGAGCTTTTTGGCCAAC 18 

6 AAGGAAGGGGCTTCTGAGCTTC 22 

7 AGAGACTGAGCATGTACA 18 

8 GGGGTGTAGCTCAGAGGTAGAGT 23 

9 AAAACCTCAACGAACTCTTTGG 22 

10 AGGAACTTTTTGGCCAAC 18 

11 GTTTCCTTAGTGTAGTGG 18 

12 AGGAGAAGCTCTGCTACG 18 

13 GGAAGATCTGCTGGAGAAGG 20 

14 AAGGTGCTGTCTGGTCTATTCACA 24 

15 CCTGACACTGAGAGACGA 18 

16 AGAAGCAGGCGGGAGCCT 18 

17 ATGGACATGAGTTTGAGC 18 

18 GGCTGGTCCGAAGGTGGTA 19 

19 AAGGACTTCCCTGGTGGC 18 

20 AGGAGAGAAAGGAGATTC 18 

21 AAAACCTCAACGAACTCTTTGG 22 

22 AAGAACTTTTTGGCCAAG 18 

23 AGAGAACTCTGGAGAAGG 18 

24 ATGAACTTTTTGGCCAAC 18 

25 AGCCTCGGGGTGGCAGGCG 19 

26 AGAAGACGGTTGAACTTT 18 

27 ACATTGGTGGTTCAGTGGTAGAATT 25 

28 AGAATTGATGTTTTTGAACTGTG 23 

29 AGGGCGCTGTGCTCCCCG 18 

30 CCTGGTTAGTACTTGGATGG 20 

31 AAGGACTGATGCTGAAGC 18 

32 AGAAAGAACTGCTCTGGC 18 

33 TGAAAGGCTAAACAAACTG 19 

34 GGCCAGGGGCGTGTCGGGCT 20 

35 AGAGGAGGAAGAGGCTGTGC 20 

36 CATGGGTGGTGGTGCATG 18 

37 GGGGTGTAGCTCAGTGGT 18 

38 AGAGGGCTGTCACCGCCG 18 

39 CGGATCTGGCTTCTGAGGTG 20 
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40 AGAAGGAAACCTCTGGAGG 19 

41 AGAAAAGAGGGATAAGAGA 19 

42 ACACGGACAGGATTGACAGA 20 

43 ATGTAGGTAAGGGAAGTCGGCA 22 

44 AAAGGTTCATTTGTGTTTTTCT 22 

45 GGGCGCCGCCGCCCCCCCG 19 

46 GTGAAATGTTTAGGACCACT 20 

47 CCGGGTACTGTAGGCTTT 18 

48 AGCCTCTAAGAAGTTGACTGAAG 23 

49 CAGGCAAGAATACTGGAGTG 20 

50 GTTTCCTTAGTGTAGTGG 18 

51 AGGAGTCTGCACCTGGGCAG 20 

52 TTCCTGGTCTAGTGGTTAGGATT 23 

53 ACAAGATCCACTGGAGAAGGG 21 

54 TAGGCAAGAATACTGGAGTG 20 

55 GAAGATCCCCTGGAGAAGG 19 

56 CCTGACACTGAGAGACGA 18 

57 CCGGCTGCTGTAGGCTTT 18 

58 AGAAGCAGGCGGGAGCCT 18 

59 GGCTGGTCCGAAGGTGGTA 19 

60 AGAGAACTCTGGAGAAGG 18 

61 TGGATGTGGATGTGAAGTG 19 

62 GAGGCGTGCCTGTTCCCCT 19 

63 AGAGTCTTCTCCAACACCA 19 

64 AGACTGACTGATTTTGAC 18 

65 GGTGGAGTATGTGGTTTAAT 20 

66 GTGAAAGGCTAAACAAACTG 20 

67 AGGGGTGTAGCTCAGTGG 18 

68 AGGGACAGTGCCTGGTGG 18 

69 AAGGTGCTGTCTGGTCTATTCACA 24 

70 ATCCTGTAGCTGATGCCA 18 

71 AGATGGAGAGTGACTTTGCCC 21 

72 ACACGGACAGGATTGACAGA 20 

73 AGAGAACTCTGGAGAAGG 18 

74 AAAACCTCAACGAACTCTTTGG 22 

75 CCCTCGCCTGACTTTTCCCCCC 22 

76 GCGGGGGAGAGGCGTGGC 18 

77 TGAAATGTTTAGGACCACTAGA 22 

78 AAAACCTCAACGAACTCTTTGG 22 

79 GTTTCCTTAGTGTAGTGG 18 

80 CCTGGTCTAGTGGTTAGGATTTGGC 25 

81 GTTCGACTCCTGGTGTGA 18 

82 CCTGACACTGAGAGACGA 18 
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83 AAGTTGCTCAGTCGTGTC 18 

84 AGAAGCAGGCGGGAGCCT 18 

85 CGGTGGAACCTGTGTGGC 18 

86 AGAGAACTCTGGAGAAGG 18 

87 GAAGCTGACTTGATTTTG 18 

88 AAGGAGGAGAAGGGGGGT 18 

89 GAGTGGAACTCAGATCAG 18 

90 AGGTGCTGTCTGGTCTATTCAC 22 

91 AGGAGGTGGAGCTGCAGCTGC 21 

92 GTGAAAGGCTAAACAAACTG 20 

93 AGAAGGAAATGGCAACCCAC 20 

94 CCAACTCTGTGCGACCCT 18 

95 GGGCGCCGCCGCCCCCCCG 19 

96 CGGATCTGGCTTCTGAGGTG 20 

97 AAACTGGTAGGCAACGAGACC 21 

98 GGTGAGAGGTGTCAGAAA 18 

 

Tablo 5. Akut enfekte sığır gruplarında tespit edilen potansiyel yeni miRNA‟ların 

dizilimleri ve uzunlukları. 

No miRNA Dizilimi Uzunluk 

1 CGCGGCGGCGGGCGCGTC 18 

2 GTCGCCGGTGAAATACCACTAC 22 

3 GTTCATGGGGTTGCAAAGAGTCAGA 25 

4 GCGGGGGAGAGGCGTGGC 18 

5 AGGGCTCTGTTGAATATGGC 20 

6 GGGCTCTGTTGAATATGGC 19 

7 AGCAGGACGTGGTGGCCG 18 

8 AGGAAGGGGCTTCTGAGCTTC 21 

9 AAAAATGCGGATTCCATGGC 20 

10 CCGGGTACTGTAGGCTTT 18 

11 CCTGGGCTGGGAAGATCCC 19 

12 GTTTCCTTAGTGTAGTGG 18 

13 AGGAGCCGGCGGGAGCTC 18 

14 CGCCTGTCTGAGCGTCGCT 19 

15 AGGTCTGGGGGTTCTCTC 18 

16 CCTGGTCTAGTGGTTAGGATTTGGC 25 

17 GCTCGGGCTCCCGGATCTCC 20 

18 CTGACACTGAGAGACGAG 18 

19 GGAGTTGGTGATGGACAGG 19 

20 GCAAGAATACTGGAGTGGG 19 

21 TCTGTCCATGGGATTCTCCAGGC 23 
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22 CCGGCTGCTGTAGGCTTT 18 

23 AGGAGTCTAACAAGTGCA 18 

24 AGAAGCAGGCGGGAGCCT 18 

25 GCATGGATGGTTCAGTGG 18 

26 CCCATGGATCCCCCCAGC 18 

27 AGAGAACTCTGGAGAAGG 18 

28 TGAAATGTTTAGGACCACTAG 21 

29 AGACTGACTGATTTTGAC 18 

30 AGGAAGCAGGAGGACTGG 18 

31 GGGCGCCGCCGCCCCCCCG 19 

32 GTGAAAGGCTAAACAAACTG 20 

33 AGGAGGAACTTGCTGGCC 18 

34 AAGACTGAAGTGGAGGAA 18 

35 AGGGGTGTAGCTCAGTGG 18 

36 CGGATCTGGCTTCTGAGGTG 20 

37 AAACTGGTAGGCAACGAGACC 21 

38 ACGCGCCGCCGCCCACCC 18 

39 GCTGGGACTGAGGGGCGGGC 20 

40 ACACGGACAGGATTGACAGA 20 

41 AGAAGGAAATGGCAACCCAC 20 

42 TCTTGCCTGGAGAATCCC 18 

43 AGAGCTGGACACGACTGAGTGAC 23 

44 AGGAAATGGCAACCCACTC 19 

45 CGGCGTGGCGGGCGGCGGCTCC 22 

46 CCTCGCCTGACTTTTCCCCCC 21 

47 GCAAGATCGCCTGGAGAAGG 20 

48 AAAAACTCAAACGAACTTTTG 21 

49 GGAGGATCTCCTGGAGAGGG 20 

50 TTCTCCAGGGGATCTTCC 18 

51 GCGGGGGAGAGGCGTGGC 18 

52 AAGGAAGGGGCTTCTGAGCTT 21 

53 GCGGGGGAGAGGCGTGGC 18 

54 AGGATGTCTGGCTCTAGG 18 

55 AAGGTGCTGTCTGGTCTATTCAC 23 

56 AGGCTCCTCTGTCCATGG 18 

57 AGGAGGTGGAGCTGCAGC 18 

58 ATGAACTTTTTGGCCAAC 18 

59 CAATTCTTTGGGGCTCAGC 19 

60 TGGGCAGTGCTGAGAAGG 18 

61 CGCGTCCTCAGACCAGAC 18 

62 AGGTCTGGGGGTTCTCTC 18 

63 GTTTCCTTAGTGTAGTGG 18 

64 AGGAGAAGCTCTGCTACG 18 
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65 CCTGGTCTAGTGGTTAGGATTTGGC 25 

66 AGAAGCAGGCGGGAGCCT 18 

67 GGCCAGGGGCGTGTCGGGCT 20 

68 AGGACTTCCCTGGTGGCT 18 

69 AAGGACTGATGTTGAAGC 18 

70 AGAGAACTCGGGAGACGG 18 

71 AGAGAACTCTGGAGAAGG 18 

72 GGAGATCAAACCAGTCAATCC 21 

73 GTGAAAGGCTAAACAAACTG 20 

74 AGGGGTGTAGCTCAGTGG 18 

75 CCCTGCCTCAGATCAGAC 18 

76 AGGGAAGAAAGGGGACCTGAGGCC 24 

77 AGGCCTCTGGGAACGAGC 18 

78 CGGATCTGGCTTCTGAGGTG 20 

79 ACACGGACAGGATTGACAGA 20 

80 AGAAGGAAATGGCAACCCAC 20 

81 TCCTCTGTCCATGGGATT 18 

82 AAGAGACTCTGATGCCGGG 19 

83 GCGGGGGAGAGGCGTGGC 18 

84 TGAGAGACGTGACCTTGTTTTG 22 

85 GCGGGGGAGAGGCGTGGC 18 

86 AAAAGTTCGTTTGAGTTTTTCC 22 

87 GCGGGGGAGAGGCGTGGC 18 

88 AGGGGCTCTGATGCTGGG 18 

89 GGGACTCTGCGCTCTCAC 18 

90 AAGGTGCTGTCTGGTCTATTCAC 23 

91 GTGAAATGTTTAGGACCACT 20 

92 TGAGATACGACTGAAGTGACT 21 

93 GGGATCTTCCTGACTCTGGG 20 

94 AAAAACTCAAACGAACTTTTG 21 

95 AGAAGGAAATGGCAACCCAC 20 

96 AGGCTCCTCTGTCCATGG 18 

97 TGGGCAGTGCTGAGAAGG 18 

98 AGGATCTTTCTGACACAGG 19 

99 CCCGGATAGCTCAGTGGG 18 

100 CCATGTGGTCTAGTGGTTAGGATTC 25 

101 AGAATCCCATGGACAGAGG 19 

102 AGGAGAAGCTCTGCTACG 18 

103 AAGATTCTCTGGAGAAGG 18 

104 CTGCAGTGATGATGGATC 18 

105 AGGCTCCTCTGTCCATGG 18 

106 CTGACACTGAGAGACGAG 18 

107 AGAAGGAAATGGCAACCCAC 20 
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108 GGCTGGTCCGAAGGTGGTA 19 

109 TTCTCAGGTTGGACAGTCCTG 21 

110 AGGTCTGGGGGTTCTCTC 18 

111 AAGGAGAGGGAGAGGAAGAAGG 22 

112 AGGAGAAAAACCATGCAGG 19 

113 AGAGAACTCTGGAGAAGG 18 

114 AGAAAAAGCACGTGTACGA 19 

115 CGGTAGAGCATCAGAGAACT 20 

116 GAGAAGGCAATGGCACCCCACT 22 

117 AGGAGAAAAACCATGCAGG 19 

118 AGGCTCCTCTGTCCATGG 18 

119 ATGGATTTTTGGAGCAGGG 19 

120 AGGAGGGGAAGGGGGGAGG 19 

121 GAAGACTGAAGTGGAGCA 18 

122 AAAACCTCAACGAACTCTTTGG 22 

123 CTAGCGGTTAGGATTCCA 18 

124 GTGAAAGGCTAAACAAACTG 20 

125 AGGGGTGTAGCTCAGTGG 18 

126 AGGGATTTGATTTGGGTT 18 

 

Tablo 6. Subklinik enfekte sığır gruplarında tespit edilen potansiyel yeni miRNA‟ların 
dizilimleri ve uzunlukları.  

No miRNA Dizilimi Uzunluk 

1 GCGGGGGAGAGGCGTGGC 18 

2 CTCTGCTGGGCCGACACAG 19 

3 AAAATCCCGTGGACTGCG 18 

4 AGGAAGGGGCTTCTGAGCTTCT 22 

5 AAGGGTTGGACATGACTGAGCG 22 

6 GTTTCCTTAGTGTAGTGG 18 

7 CTGGGGAACCTCATGGAC 18 

8 AAGACTGAAGAGGAGAAA 18 

9 TGAAATGTTTAGGACCACTAG 21 

10 AGAAGCAGGCGGGAGCCT 18 

11 AGAAGAACCTCTGGAGAAG 19 

12 GGCTGGTCCGAAGGTGGTA 19 

13 AGAGAACTCTGGAGAAGG 18 

14 AGGAGAGACTTAGCAGCAGC 20 

15 TCCTCAGTAGCTCAGTGG 18 

16 GTGAAAGGCTAAACAAACTG 20 

17 CCTGGTGGTCTAGAGGTTAGGATT 24 

18 AGAGGAGGAAGAGGCTGTGC 20 
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19 ACAGGTGCTGCATGGCTG 18 

20 CTGACACTGAGAGACGAG 18 

21 AAGACTGAAGTGGAGGAA 18 

22 AGGCTGGGTGTGGAGGCG 18 

23 ACACGGACAGGATTGACAGA 20 

24 AGAGAACTCTGGAGAAGG 18 

25 CCTGGTGCTGTAGGCTTT 18 

26 GGAGTTGGTGATGGACAGG 19 

27 AGTTTTACCCTACTGATG 18 

28 GCGGGGGAGAGGCGTGGC 18 

29 GAGGCGATTCTGATCTGA 18 

30 GTGAAATGTTTAGGACCAC 19 

31 AAGAGTTGGACACGACTGAG 20 

32 TGGTGACGGGTGACGGAG 18 

33 GAAGATCCCCTGGAGAAGG 19 

34 GGTTCGACTCCTGGTGTGA 19 

35 AGCCTCTAAGAAGTTGACTGAAG 23 

36 CATGGACAGGATGACAGA 18 

37 AGGAGAAGCTCTGCTACG 18 

38 AGAGGATCCTCTGGGGAAG 19 

39 CTGTGGTCTAGCGGTTAGGATT 22 

40 AGAGAACTCTGGAGAAGG 18 

41 AGAGAACTCGGGAGACGG 18 

42 AGAGAACTGGGGAGAAGG 18 

43 CCTCTGGATCACCTCCTT 18 

44 AAAGAACTTTTTGGCGAA 18 

45 AGAGAAAAAGGTCTGAGGTTC 21 

46 AGGTCTGGGGGTTCTCTC 18 

47 GTGAAAGGCTAAACAAACTG 20 

48 AGAAGACTGGCTTGTGTGT 19 

49 CCCTGCCTCAGATCAGAC 18 

50 AAGACTTGTCTGTGAAGA 18 

51 CTAGCGGTTAGGATTCCA 18 

52 GGCGCCGCCGCCCCCCCG 18 

53 CGGATCTGGCTTCTGAGGTG 20 

54 AGGATCTTCCGGACTCAGG 19 

55 AGGGGTGTAGCTCAGTGG 18 

56 AGAGAACTCTGGAGAAGG 18 

57 CCCTCGCCTGACTTTTCCCCCC 22 

58 GCGGGGGAGAGGCGTGGC 18 

59 AAGGTGCTGTCTGGTCTATTCACA 24 

60 GGAGCCGGCGGGAGCCCT 18 

61 AGCAGGACGTGGTGGCCG 18 
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62 CCGGGTACTGTAGGCTTT 18 

63 AGCCTCTAAGAAGTTGACTGAAG 23 

64 GGAAGATCTTCTGGAGAAG 19 

65 CCTGGTCTAGTGGTTAGGATTTGGC 25 

66 GGGCTCTGTTGAATATGG 18 

67 AGAAGCAGGCGGGAGCCT 18 

68 AGGGCTCTGTTGAATATGG 19 

69 AGGACTTCCCTGGTGGCT 18 

70 AGAGAACTCTGGAGAAGG 18 

71 GGAGTTGGTGATGGACAGG 19 

72 AGGAGGTGGAGCTGCAGC 18 

73 GTGGGCAGTTTGTTTGGG 18 

74 GTGAAAGGCTAAACAAACTG 20 

75 AAGGAAGGGGCTTCTGAGCTTCT 23 

76 AGAAGATACTCTGGAGGAGG 20 

77 AGGAGAGAAAGGAGATTC 18 

78 CCCTGCCTCAGATCAGAC 18 

79 CTGACACTGAGAGACGAG 18 

80 CGGATCTGGCTTCTGAGGTG 20 
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