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OZET

Theileria annulata’nin (T. annulata) neden oldugu tropikal theileriosis, vektor
kenelerle bulasan ve tiim diinyada sigirlarda yiiksek morbidite ve mortalite ile
seyreden ekonomik Gneme sahip bir protozoon hastaligidir. T. annulata, sigir B
lenfositleri ve miyeloid hiicrelerde immortalizasyon, hiper proliferasyon ve yayilma
ile karakterize kanser benzeri l6komlara transformasyona yol agma yetenegi ile 6ne
¢ikan yegane bir protozoon parazittir. T. annulata’nin bu yetenegini ag¢iklamak tizere
once yapilmis ¢alismalarin ¢ogu parazit ile ¢esitli transkripsiyon faktorlerinin yapisal
aktivasyonu arasindaki iliskiye odaklanmistir. Diger yandan eksozomlar ve
icerdikleri microRNA’larin (miIRNA) T. annulata’nin hiicresel ve biyopatolojik
gelisimi tizerindeki regiilator fonksiyonlariyla ilgili olarak hiicre kiiltiiri temelinde
smirlt aragtirmalar yapilmis ve bazi miRNA’larin 6nemli fonksiyona sahip oldugu
gosterilmistir. Diger yandan T. annulata ile dogal enfekte sigirlarin dolagimindaki
eksozomal miRNA’lar iizerine giliniimiize kadar herhangi bir ¢alisma bulunmadig:
dikkati cekmistir. Bu arastirma agigma veri saglamak amaciyla ¢aligmada T.
annulata ile dogal akut ve subklinik enfekte sigirlarin dolasimindaki eksozomal
miRNA’larin  aragtirilmast  hedeflenmis olup enfekte sigirlarda T. annulata
enfeksiyonu 1ile ilgili olarak farkli ifade diizeyi sergileyen miRNA’larin

bulunabilecegi ve bunlarin da parazitin hiicreleri invaze etmesi ve
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biyopatogenezindeki stireclerle ilgili yolaklarda gorev alan genlerin

regiilasyonunda 6nemli fonksiyonlara sahip olabilecegi hipotez edilmistir.

Bu kapsamda Kayseri’'nin Develi ilgesine bagli tropikal theileriosis’in endemik
seyrettigi bolgelerden non-enfekte, akut ve subklinik enfekte gruplarinin tesekkiilii
icin sigirlardan 6rneklem gergeklestirilmis ve T. annulata yoniinden teshis paneli
kullanilarak degerlendirmeleri yapilmistir. Akut ve subklinik enfekte gruplara dahil
edilen Orneklerde T. annulata sporozoit yiizey proteini (TASP) genini igeren
rekombinant plazmitler kullanilarak standartlar olusturulmus ve qPCR analizi ile
orneklerdeki gen kopya sayisi belirlenerek parazit yiikleri hesaplanmistir. Akut,
subklinik ve non-enfekte gruplar i¢in belirlenen 15 sigira ait serum Orneklerinin
beserli olarak birlestirilmesiyle (parazit yiikleri temelinde) her grup icin {i¢
replikasyon olusturulmus ve serum Orneklerinden eksozom izolasyonu
gerceklestirilmistir. izole edilen eksozomlarin taramali elektron mikroskobu (SEM),
nanopartikiil izleme analizi (NTA) ve Western blot analizleriyle karakterizasyonlari
saglanmistir. Eksozomal miRNA'larin karakterizasyonu amaciyla yapilan yeni nesil
dizileme (NGS) analizleri sonucunda ¢alisma gruplarinda toplam 288 bilinen 164°te
potansiyel yeni miRNA tespit edilmistir. Biyoinformatik analizlerle non-enfekte ve
enfekte gruplar arasinda farkli ifade sergileyen toplam 15 miRNA belirlenmistir.
NGS analizlerinde artan ifade diizeyi 6nemli bulunan dért miRNA’nin (bta-miR-29d,
bta-miR-122, bta-miR-124a ve bta-miR-136) sigirlarin dolasimindaki ekspresyonel
farkliliklar1 ayrica qPCR analizleriyle teyit edilmistir. Gen ontoloji ve Kyoto Genler
ve Genomlar Ansiklopedisi (KEGG) analiz sonuglar1 ilgili miRNA’larin T.
annulata’nin hiicreleri enfekte etmesi ve transformasyonunda 6nemli oldugu bilinen
timor biliyiime faktorii-beta (TGF-beta) ve tiimor nekroz faktér (TNF) sinyal
yolaklar1 basta olmak tiizere serin/treonin kinaz ve mitojen aktivasyon protein kinaz
(MAPK) yolaklarmdaki genlerin regiilasyonunda énemli gorev aldigini gostermistir.
Caligma ile ayrica Ozellikle bta-miR-29d olmak tizere T. annulata ile enfekte
sigirlarda ifade diizeyi 6nemli olan miRNA’larm hastaligin tanisinda potansiyel yeni

biyobelirtecler olabilecegi de gdsterilmistir.

Anahtar kelimeler: Theileria annulata, Eksozom, miRNA, Biyobelirteg,
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 mIiRNAs 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 gPCR 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. GIRIS VE AMAC

Theileria annulata’nm (T. annulata) neden oldugu tropikal theileriosis, tiim diinyada
sigirlarda yiiksek morbidite ve mortalite ile seyreden biiylik ekonomik 6neme sahip,
vektor kenelerle bulasan bir protozoon hastaliktir. Etken sigirlarda fatal
I6koproliferatif bir hastalik tablosu sekillendirmektedir. T. annulata apicompleksan
parazitler icerisinde myeloid, dentritik ve B hiicreleri gibi konak hiicrelerini
transforme yeteneklerinden dolay1 yeganedir. Parazitin sporozoitleri tarafindan istila
edildikten ve makrosizont evresi gelistikten sonra, enfekte konak hiicre, kanser
hiicrelerine benzer 6zellikler gésteren kontrolsiiz cogalma ve metastaz evresine girer.
T. annulata, konak savunma mekanizmalarimi nétralize etmek ve enfektif olma,
cogalma ve yayilma kapasitelerini artirmak i¢in sinyal kaskadlarmma miidahale ederek
konak hiicrelerinin global gen ekspresyon modellerini degistirebilmektedir. Parazit
ayrica konak hiicrelerinin miRNomlarimni kendi ¢ikarlar1 dogrultusunda da manipiile
edebilme yeteneginde oldugu bazi in-vitro galigmalarda gosterilmistir. Diger yandan
parazit-konak iligskisinin daha iyi anlasilmasi ve T. annulata’nin konak hiicrelerinin
manuplasyonundaki molekiiler mekanizmalarin daha iyi anlasilmasi noktasinda son
yillarda RNA tabanli transkriptom c¢alismalarmin artis gosterdigi dikkati
cekmektedir. Konak patojen interkasiyonundun ana bir bileseni olan gen
ekspresyonlarinin miRNA’lar ile posttranskripsiyonel kontrolii ¢esitli bakteriyel ve
viral patojenlerin yanisira T. annulata’yr da igeren gesitli parazitik protozoon ve
helmintlerde onemi artan bir arastirma konusu olmustur. Ekstraselliiler vezikiillerin
en Onemlisi olan eksozomlar hiicre-hiicre iletisiminde Onemli rollere sahiptir ve
tiimoOr hiicrelerinin viicudun baska yerlerine transferine olanak taniyan metastatik bir
nis olusturma kapasiteleri de dahil olmak {izere onkogeneze yol agan cesitli
stireclerdeki rolleri nedeniyle Ozellikle cesitli kanser tiplerindeki fonksiyonlar1 iyi

karakterize edilmistir. Eksozomlar, miRNA veya mesajct RNA (mRNA) gibi protein



ve niikleik asitleri icerebilir. Tiretildikleri hiicre tipine bagli olarak, hiicresel
iletisimdeki rolleri, kargolarmin karmasik ve dinamik dogasma bagli olarak
degisebilir. Eksozomlar, infeksiydz hastaliklarin biyolojisinde dnem kazanmaktadir
ve son zamanlarda yapilan bazi ¢alismalar, eksozomlarin hem patogenezde hem de
konak bagisiklik tepkilerinin modiilasyonunda Onemlerini vurgulamaktadir.
Eksozomlar ayrica bagisiklik tepkilerinin baglatilmasi ve/veya diizenlenmesinde de
rol oynar. Enfekte hiicrelerden antijenik peptitlerin antijen sunan hiicrelere
aktarilmasma aracilik edebilir ve bagisiklik yanitlarnin  indiikksiyonunu ve
farklilasmasmi diizenlemek i¢in uyarici veya baskilayici sinyaller iletebilirler.
Eksozomlarin tasidiklari, enfeksiyonla iligkili biyoaktif molekiillerin ileri teknolojik
metotlarla identifiye edilmeleri 6nem arz etmektedir. Dolasimdaki eksozomal
miRNA’lar, patofizyolojik duruma bagh olarak spesifik ekspresyon yapisi
karakteristiklerinden dolay: basta kanser olmak iizere ¢esitli hastaliklarin erken
donem teshisinde invaziv olmayan etkin biyobelirtecler olarak kullanilmaktadirlar.
Theileriosis’in mevcut kontrolii problem teskil etmekte olup 6zellikle konak-parazit
iliskisindeki mekanizmalarin daha iyi anlagilmasinin hastalikla miicadele noktasinda

yeni yollar sunabilecegi literatiirde vurgulanmaktadir.

Giliniimiize kadar T. annulata ile ilgili eksozomlar ve miRNA bazli in-vitro zeminde
smirli sayida arastirma yapilmis olmakla birlikte parazitin dogal konagi olan
sigirlarda eksozomal miRNA’larin karakterizasyonu ile enfekte sigirlarda farkl: ifade
sergileyen miRNA’larm tespiti ve regiile ettikleri genlerin yolaklar1 hakkinda bir
aragtirma yapilmamustir. Bu tez ¢alismasinda T. annulata ile dogal akut ve subklinik
enfekte sigirlarin dolasimindaki enfeksiyonla ilgili eksozomal miRNA’larin non-
enfekte sigirlara gore farkli ifade sergileyerek tespit edilebilecegi ve bunlardan ifade
diizeyi 6nemli bulunan miRNA’larin potansiyel yeni biyobelirtecler olabilecegi
hipotez edilmistir. Caligmada ayrica T. annulata enfeksiyonuna bagli olarak eksprese
olan 6nemli miRNA’larin gen anotasyonlar1 ile biyolojik proses ve yolaklarda

zenginlestirdikleri genler ve fonksiyonlari lizerine 6zgiin ¢iktilar saglanmistir.



2. GENEL BILGILER

2.1 Theileria annulata

Apicompleksa subesi, omurgalilar ve omurgasizlarin zorunlu parazitleri olarak
bilinen karmasik Okaryotik organizmalarin biiylikk bir grubunu igerir. Bu
organizmalar, omurgali veya omurgasiz konakta parazitin istilas1 ve/veya
yerlesmesinde rol oynadigi diisiiniilen sekretuar organel igeren apikal bir komplekse
sahiptirler (Bishop ve ark., 2004). Sube, dort ana gruba ayrilmistir; Coccidia,
Gregarinasina (gregarins), Haemospororidia (haemosporidianlar) ve
Piroplasmoridia (piroplasmlar) (Adl ve ark., 2012). Piroplasmorida, evcil ve vahsi
hayvanlarmm ekonomik olarak 6nemli hastaliklarindan sorumlu olan Babesia ve
Theileria olmak tizere iki ana cinsi igerir. Alman mikrobiyoloji uzmani Robert Koch,
Theileria soyuna dair ilk goézlemlerin tanikhigin1 yapmustir. 1897 yilinda Dogu
Afrika'nin Tanzanya sehri Darusselam bolgesinde redwater (kizil su) hastaligini
arastirirken, Giemsa boyama ydntemiyle sigir eritrositlerini inceledi. Ilk basta bu
hiicrelerde Babesia bigemina'nin gen¢ formlarini diisiindii, ancak daha kiigiik, oval
ve yuvarlak yapidaki formlarla karsilasti. 1901'de Giiney Afrika'da patlak veren
Dogu Sahil Hummasi (East Coast Fever-ECF) salginiyla birlikte daha kapsamli bir
calisma alan1 buldu ve lenfosit i¢indeki sizont asamalarini Koch cisimcikleri olarak
tamimladi. Koch, bu tiiriin etkeninin Rhipicephalus (Boophilus) decoloratus adli
keneler oldugunu diisiindii, ancak 1904'te Lounsbury, patojenin R. appendiculatus
tarafindan transtadial sekilde aktarildigini ortaya koydu. 1904'te Theileria, etkeni
Piroplasma parvum olarak adlandirdi; ancak bu isim, 1907'de Bettencourt, Franca ve
Borges tarafindan Theileria parva olarak degistirildi. Gonder tarafindan 1911'de T.
parva'nin sizontlar1 lenfositler iginde dogrulandi (Neitz, 1957; Norval ve ark., 1992).

Ayn1 sekilde, 1904 yilinda Kafkasya cografyasinda sigir eritrositleri {izerine



arastrma yapan Dschunkowsky ve Luhs, yuvarlak olmalarindan dolay1 etkenleri
Piroplasma annulatum olarak adlandirdilar. Piroplasma annulatum'da sizontlar tespit
edilirken, Piroplasma bigeminium'da ise i¢ organlarda sizontlara rastlanmadigi
belirlendi ve Bettencourt, Franca ve Borges tarafindan Theileria soyuna ait T.
annulata olarak adlandirilmasi kabul edildi (Norval ve ark., 1992). T. annulata,
sigirlarda Tropikal Theileriosis'in paraziter etkenidir. Bu hastalik, sigirlarda verim
kaybina, dliimlere ve buna bagl olarak biiylik ekonomik zararlara yol agar. Yerli
sigirlarda hastalik genellikle cok patojenik olmasa da ozellikle kiiltiir k1 sigirlar icin
patojen Ozellikler gostermektedir. Theileria soyundaki tiirlerin sistematik konumu
heniliz tam olarak ¢oziimlenmemistir. Son yillarda genetik diizeydeki ilerlemeler,
Apikomplexa kokenli birgok tiirliin genom dizilimlerinin belirlenmesini igerir ve bu,
bunlarin sistematik konusunda yeni bilgiler sunmaktadir. T. annulata'nin sistematik

konumu, Levine (1988)'e gore asagidaki gibi agiklanmistir:
Alem: Animale
Alem alt1: Protozoa
Anag: Apicomplexa
Smif: Sporozoea
Simnif alt1: Piroplasmia
Dizi: Piroplasmida
Aile: Theileriidae
Soy: Theileria

Tir: T. annulata (Dschunkowsky ve Luhs,
1904)

Theileria annulata, ilk olarak 1904 yilinda Transkafkasya'daki sigirlarda kesfedildi
(Dschunkowsky 1904). Parazitin omurgali konaktaki sizont doneminin

tanimlanmasiyla birlikte T. annulata admi aldi (Bettencourt, 1907). T. annulata,

4



tropikal theileriosis, Akdeniz sahil hummas1 veya tropikal piroplasmosis gibi ¢esitli
isimlerle bilinen hastaligin etkenidir. Bu parazit, sigir, manda, zebu ve bizonlarin kan
hiicrelerini enfekte etmektedir (Mimoglu ve ark., 1969). T. annulata, Kuzey Afrika,
Gliney Avrupa, Hindistan ve Tiirkiye dahil olmak iizere Orta Dogu ve Asya'da genis
bir yayilim gostermektedir (Inci ve ark., 2002) (Sekil 2.1). Hastaligm bu kadar genis
bir cografyada goriilmesi, cevresel kosullarin T. annulata'min vektérii olan
Hyalomma soyuna ait Ixodid keneler i¢in uygun olmasindan kaynaklanmaktadir
(Purnell, 1978). Keneler tarafindan taginan hastaliklar, tropikal ve iliman bolgelerde
biiyilk ekonomik kayiplara neden olmaktadir (de Castro, 1997). T. annulata,
transstadial olarak tasinan iki veya ili¢ konakli 6zellik gosteren keneler tarafindan
nakledilir (Inci ve ark., 2016). Hastaligin nakledilmesinde rol oynayan 15 adet

Hyalomma soyuna ait tiir belirlenmistir (Robinson, 1982).

Sekil 2.1 Theileria annulata’nin cografi dagilimu (http://www.cfsph.iastate.edu)

2.2 Theileria annulata’min Morfolojisi

Theileria tiirlerinin eritrosit iginde bulunan piroplazm formlari, morfolojik olarak
yuvarlak, comak, oval, hag, anaplasmoid ve virgiil sekillerinde olabilmektedir
(Mimoglu ve ark., 1969, Uilenberg, 1981). T. annulata'nin sizont (Sekil 2.2) ve
piroplazm (Sekil 2.3) (eritrositik) formlar1 arasinda morfolojik farkliliklar
bulunmaktadir. Lenf yumrusu ve dalaktaki lenfositlerde bulunan sizontlar ortalama 8
um capmdadir. Makrosizontlardaki kromatin taneleri (¢ekirdekler) 0.4-1.9 um,
mikrogizontlarin ise 0.3-0.8 um boyutundadir. Piroplazm formlarinin ¢ogu (%70-80)



oval, yuvarlak veya yiiziik seklindedir. T. annulata piroplazmlar1 genellikle orta
boylu, yuvarlak ve oval formlarda goriiliir. Geri kalan etkenlerin ¢ogu toplu igne
veya virgiil seklindedir. Oval olanlar 2x0.6 pm boyutundadir. Bir eritrositte birden

fazla piroplazm goriilebilir.

Sekil 2.2 Theileria annulata'nin lenf aspiratindan hazirlanan giemsa boyamasindaki sizont
formu (orjinal).



Sekil 2.3 Theileria annulata'min perifer kandan hazirlanan giemsa boyamasindaki pirolasmik
formu (orjinal).

2.3 Theileria annulata’nin Yasam Dongiisii

Theileria annulata’nin  kene ve ruminantlarda farkli morfolojik gelisme
basamaklarma sahip karmasik bir yasam dongiisii bulunmaktadir (Sekil 2.4). Farkli
Theileria tiirlerinin biyolojisindeki ¢esitlilik, gelisme basamaklarinin zamanlamasi ve
replikasyon seviyelerinde ortaya ¢ikmaktadir (Shaw, 2002). Theileria cinsine ait
tiirlerin vektorleri Ixodidae (sert kene) keneleridir. T. annulata'nin yasam dongiisii,
omurgali konakta sizogoni ve merogoni, ardindan vektor olan kenelerde gametogoni
ve sporogoni donemlerini iceren dort temel evreden olusmaktadir (Saym ve ark.,
2000; Saymn ve ark., 2003; Sayn ve ark., 2004).



Genislemesi

Girer

Kene
Tiikiriiginde
Sporozoitler

_\ Bagrsak Epitel
Hiicrelerinde )\ Hiicrelerinde
Gelisen Kinetler Kinetler

Sekil 2.4 Theileria annulata 'nin vektoér kene ve omurgali konaktaki yasam dongiisti (Mans

ve ark., 2015’ten modifiye edilmistir)

2.4 Vektor Kenedeki Gelisme

Transstadial nakil, bazi kene kaynakli patojenlerin (TBP) vektor kenenin bir gelisme
basamaginda alinmalarmni, takip eden gelisme basamagina ge¢melerini ve bu
basamakta TBP’nin omurgali konak i¢in enfektif formlarmin olusmasmi kapsar.
Diger bir ifadeyle a¢ larva veya a¢ nimf doneminde alman TBP, gelecek gelisme
déneminde duyarli konaga nakledilir. Ornegin; Theileria parva’nin piroplasmik
formlar1 li¢ konutlu R. Appendiculatus kenesinin larva veya nimf gelisme

donemlerinde aliir, vektor kenede seksiiel bir gelismeden sonra sadece sigirlar i¢in



enfektif form sporozoitler olusur ve sporozoitler takip eden kene gelisme

basamaginda bir baska duyarli sigira transstadial nakledilirler (Inci ve ark., 2016).

Vektor kene, enfekte bir hayvandan kan emerken eritrositlerle birlikte etkeni de alir.
T. annulata'nin, ilk kez Cezayir'de yapilan bir ¢alismada, ixodid bir kene olan
Hyalomma detritum tarafindan nakledildigi gosterilmistir (Sergent, 1928). Tropikal
theileriosis'i nakleden keneler arasinda en oOnemlileri Hyalomma anatolicum
anatolicum ve Hyalomma detritum keneleridir (Uilenberg, 1981; inci ve ark., 2016).
T. annulata, keneler tarafindan transtadial olarak nakledilir. Keneler, larva veya nimf
donemlerinde enfekte hayvanlardan kan emerken aldiklar1 etkenleri, gomlek
degistirip bir sonraki gelisme donemine gegtiklerinde omurgali konaklara
nakledebilirler (Inci ve ark., 2016). Hyalomma excavatum keneleri deneysel sartlarda
T. annulata'yt nakledebilir, ancak dogal ortamda bu kenenin larva ve nimfleri
kemirgenlerden kan emdikleri i¢in olgunlar1 hastalig1 nakledecek yetenekte degildir
(Barnett, 1977). Keneler tarafindan alinan eritrositler, bagirsakta lize olarak
icerdikleri etkenleri ortaya c¢ikarir. Burada gametositler olusur ve her bir
mikrogamonttan boliinmeyle dort adet mikrogamet meydana gelir. Makrogamont,
bolinmeden geliserek makrogameti olusturur. Kene barsaginda mikrogamet,
makrogameti dolleyerek zigotu meydana getirir. Zigotun goriilmesinden sonraki 12-
15 giin i¢inde, parazitin hareketli formu olan kinetler, kenenin hemolenfine gecerek
tikiiriik bezlerine dogru go¢ eder (Schein ve Friedhoff, 1978). Parazitin yasam
cemberinde tek diploid donem zigot ve kinet donemleridir. Barsak zarini1 delen kinet,
hemolenf yoluyla tiikiiriik bezi asini hiicrelerine girerek sporont formunu alir ve
sporonttan sporoblast olusur. Theileria parva'da g¢ekirdek boliinmesi kinet daha
tikiiriik bezine gitmeden 6nce baslarken, T. annulata'da g¢ekirdek boliinmesi kinet
tiikkiirtik bezine gittiginde baslamaktadir. Bu sirada kene gomlek degistirmesini
tamamlar. Sporoblastin gelismesini siirdiirebilmesi i¢in bir sonraki sathaya gegen ag
kenenin kan emmesi gereckmektedir. Bu esnada kene duyarli bir konaktan kan
emerse, eseysiz boliinme olan sporogoni ile binlerce sporozoit meydana gelir.
Sporozoitler, kenenin tiikiiriik kanallarma gelerek kan emdigi duyarli konaga ikinci
veya liglincii giinlerde nakledilir. Kenede sporogoni dénemi basladiktan sonra olusan

sporozoitler, kenenin asini hiicrelerini parc¢alayarak kenenin tiikiiriiglinde serbest hale



gegerler. Her bir enfekte asini hiicresinde yaklasik 40 bin sporozoit olusabilmektedir
(Young ve ark., 1992). Memeli konaga aktarilan sporozoitler, lenfoid hiicrelere
girerek burada ¢ok ¢ekirdekli sinsityal sizont formunu alir. Bu asama, ayn1 zamanda

hiicre transformasyonu ve proliferasyonun indiiklendigi sathadir (Shaw, 2002).

2.5 Omurgah Konakta Gelisme

Vektor keneler, enfektif form olan sporozoitleri sigirdan kan emerken
nakletmektedirler. Bazen, konjenital yolla anneden buzagiya etkenin nakledilmesi
miimkiindiir (Levine, 1988). Sporozoitler, kenenin kan emmesi sirasinda en yakin
lenfoid hiicrelere girmektedir. Bu olay, kene kan emmeye basladiktan sonraki
donemde yavasca 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 hiicresine girisi temel olarak {i¢ asamada gergeklesir.
Bu asamalar (Sekil 2.5); baglanma, membranla kaplanip hiicre i¢ine alinma ve
membranin lize edilerek konak hiicre sitoplazmasina serbestge yerlesme agamalarini
icermektedir (Shaw, 2002). Sporozoit ve konak hiicre arasindaki etkilesimde rol
oynayan bir¢ok sporozoit ylizey proteini bulunmaktadir. Baglanma gergeklestikten
sonra, lenfosit hiicresi ylizey membrani ile sporozoitin etrafi kismen kaplanir ve bu
sekilde sporozoit hiicre i¢cine alinmaya baglar. Daha sonra hiicre igine giren
sporozoitin yiizeyi, lenfosit hiicresinin membraniyla tamamen kaplanir. Parazit, bu
membrani lize ederek kurtulur ve lenfosit hiicresi sitoplazmasina serbestce yerlesir.
Parazitin etrafin1 saran lenfosit hiicre membranindan kurtulmasi ve salgi
organellerinin (rhoptry ve mikrosfer) salgilama yapmasi, es zamanli olarak
gerceklesir. Bu esnada lenfosit hiicresinden kdken alan mikrotiibiillerle parazitin
etrafi sarilir (Shaw, 2002). Lenfosit hiicresi sitoplazmasina serbest olarak yerlesen
parazit, iki veya ii¢ giin icerisinde ¢ok cekirdekli makrosizont formuna farklilasir.
Makrosizont formlarmin goriilmesi ve lenfosit transformasyonunun baglamasi
birbiriyle kesisen olaylardir (Shiels ve ark., 2006). Theileria’nin parazitin konak
hiicrede meydana getirdigi transformasyon; apoptozis, bolinme ve gen ifadesini
diizenleyen sinyal transdiiksiyon yollarina etki eder. T. annulata ve T. parva,
transformasyona ugramig lenfosit hiicresinde programli hiicre O6liimiiniin inhibe
edilmesini ya da tam tersine aktive edilmesini uyararak kendisinin hiicre dismna
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salmmmin1 saglar ve boylece yasam dongilisine devam edebilir. Konak hiicre
apoptozisinin inhibe edilmesi ya da kontrolsiiz konak hiicre boliinmesinden sorumlu
olan parazit kaynakli faktorler hala bilinmemektedir (Shiels ve ark., 2006).
Heussler’e (2002) gore, enfekte olan hiicrelerin tamamen transforme olmus hale
gelmesi i¢in dort ana olay gerceklesmelidir. Bunlar; hiicre digindan gelen biiyiime
uyarict sinyallere karsi bagimsiz olmak, tiimor baskilayici protein aktivitesine karsi
direngli hale gelmek, programli hiicre Sliimiine kars1 direng gelistirmek ve sinirsiz

cogalma kapasitesi elde etmektir.

Sporozoit

Sekil 2.5 Theileria annulata sporozoitinin lenfosit ve monosit hiicresine girisi (Shaw,
2002’den modifiye edilmistir)

2.6 Tropikal Theileriosis’de Tani ve Tedavi

Hastaligin teshisi genellikle klinik ve makroskobik bulgulara dayanarak, yaz
aylarinda hayvan tizerinde goriilen kene varligina odaklanilarak yapilir. Laboratuvar
kosullarinda en sik kullanilan yontem, kan frotisinin giemsa ile boyanmasit ve lenf

veya karaciger biyopsisinde sizontlarin veya kanda piroplazmik formlarin
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mikroskobik inceleme ile tanmnmn konmasidir (Sergent, 1945; Pipano, 1994).
Hastaligin erken evrelerinde hazirlanan kan frotilerinde, piroplazmlarla enfekte
eritrositler bazen hi¢ goriilmeyebilir; bu durum, tasiyict konumundaki hayvanlarla
kolayca karisabilir. T. annulata enfeksiyonlariyla iligkilendirilen, periferik kandan
hazirlanan frotilerde sizontlara nadiren rastlanir. Piroplazmlarla enfekte eritrosit
sayis1 hastaligin ilerleyen agsamalarinda artar ve %90 seviyelerine ulasabilir. Hastalig1
atlatan hayvanlarda piroplazmlar uzun siire kan dolagiminda kalabilir; ancak bu
kalict piroplazmlarin dogrudan mikroskop altinda teshisi her zaman miimkiin

olmayabilir (Pipano ve ark., 1974).

Theileria annulata'ya karsi olusturulan antikorlarin belirlenmesinde yaygin olarak
kullanilan serolojik yontem, indirekt floresan antikor (IFAT) testidir. IFAT testinde,
piroplazm veya hiicre kiiltiirlerindeki sizontlardan elde edilen 6rnekler antijen olarak
Kullanilir. IFA testi, prevalans c¢alismalar1 ve asilanmis hayvanlardaki antikor
yanitinin  belirlenmesinde sik¢a kullanilan bir testtir (Pipano ve ark., 1974).
Mikroskobik olarak kan frotilerinde piroplazmlarin belirlenmesine gore, IFA testinin
daha etkili bir yontem oldugu gosterilmistir (Darghouth ve ark., 1996). Ancak, bazi
diger Theileria, Babesia ve Anaplasma cinslerine ait piroplazmlarla belirli oranlarda
capraz reaksiyon goriilmesi, testin 6zgiilliigiinli olumsuz etkilemektedir (Burridge ve

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

Enzim baglantili immunosorbent test (ELISA), hastaliklarin tanis1 ve epidemiyolojik
calismalarda kullanilan ve IFA testine gore daha duyarli ve 0Ozgilin olan bir
yontemdir. ELISA, daha fazla 6rnegin incelenebilmesi, maliyet agisindan daha
avantajli olmasi gibi nedenlerle tercih edilmektedir (Kemeny ve Chantler, 1988).
Tropikal theileriosis'in goriildiigii hayvanlarda, etkene karsi olusan antikorlarin
belirlenmesi amaciyla bu yontemle yapilmis ¢aligmalar bulunmaktadir (Prasanth ve
ark., 1995; Beniwal ve ark., 1997). Son yillarda parazitin omurgali konaktaki farkli
yasam donemlerine ait antijenler belirlenmis ve bunlar ELISA testlerinde

kullanilmistir (Schneider ve ark., 2007).

Rekombinant DNA ¢aligmalari, parazite 6zgli DNA bdlgelerinin plazmid vektorlere

klonlanmasi sayesinde, enfekte hayvanlarda Theileria DNA'sinin varhigmi belirleme

12



imkan1 saglamaktadir (Allsopp ve ark., 1993). Parazite ait piroplazm ve sizont
donemlerinin morfolojik farkliliklarma dayanarak tiir ayrimlar1 yapilamayan
durumlarda, yine bu yontemler araciligiyla parazit tiirleri ve bu tiirlere ait farkli
suslarm ayrimi miimkiin hale gelmistir (Norval ve ark., 1992). Vektor kenelerde ve
omurgali konaklarda parazitin teshisi i¢in birden fazla polimeraz zincir reaksiyonu

(PZR) yontemi kullanilmistir (de Kok ve ark., 1993; llhan ve ark., 1998).

Tropikal theileriosis tedavisinde en etkili ilag olarak kabul edilen buparvaquone,
cesitli ¢aligmalarda kanitlanmistir (McHardy ve ark., 1985; Singh ve ark., 1993).
Deneysel olarak enfekte edilmis sigirlarda yapilan galismalarda, 5 mg/kg veya 2.5
mg/kg dozlarda intramuskiiler tek dozluk enjeksiyonun, hastaliga sebep olan sizont
ve piroplazmlara karsi etkili oldugu gosterilmistir (Singh ve ark., 1993). Ancak,
buparvaquone ve parvaquone'un sirasiyla %90 ve %80 iyilestirme oranlarina sahip

oldugu belirlenmistir (Muraguri ve ark., 1999).

2.7 Klinik Bulgular ve Patogenez

Tropikal theileriosis'in inkiibasyon periyodu genellikle 9-25 giin arasinda degiskenlik
gostermektedir. Enfeksiyonun siddeti, hastanin irkina ve parazit susunun virulansina
bagli olarak farklilik gostermektedir (Sergent, 1945; Rayfi ve ark., 1965). Bagisiklik
gelistiren hayvanlarda klinik bulgular genellikle hafif seyreder veya hi¢ goriilmez; bu
durumda hayvan, kendiliginden iyilesebilir (Pipano, 2006). Ozellikle hastaligin
patogenezinde metastazik 6zellik ¢ok Onemlidir. Daha ¢ok kanser hiicreleri igin
kullanilan bu terim, son zamanlarda kanser hiicreleri gibi davrandigi sanilan
Theileriosis i¢in de kullanilmaktadir. Tipki kanser hiicrelerinin metastaz ve
invazyonunda rol oynayan Matrix Metalloproteinazlarin (MMPs) Theileria sizontlar1
ile enfekte lenfoid hiicrelerde de bulundugunun ve ayni sekilde rol oynadiginin
saptanmastyla  theileriosis’in de  metastazik davraniglar  sergileyebilecegi
diistiniilmektedir. Theileria enfeksiyonlarinda 7 adet konak matriks metalloprotein
aktivitesi bulunmus olup bunlarin arasinda MMP9 6nemli bir yere sahiptir. Bu
durum, sigir theileriosisinde patolojik 6zelliklerin agiklanmasinda 6nemli bir etkiye
sahiptir (inci ve ark., 2012). Bunun yaninda hastaligin patagonezinin olusmasmda

hiicreler arasi iletisimde Toll-like reseptérlerinde (TLR) 6nemi vurgulanmustir (inci
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ve Bigkin, 2007). Yine hastaligmn patogenezinde apoptozis mekanizmasmin inhibe
edilmesi Onemli bir yer tutmaktadir. Theileria tiirleri tarafindan apoptozisin
inhibisyon mekanizmasi; NF-KB, JNK ve protein kinaz A (PKA)’nin aktivasyonuyla
iliskilidir. Theileria tiirlerinin konak hiicre proliferasyonunu indiiklenmesi ve
apoptozisi inhibe edebilme kabiliyeti, T ve B hiicreleri ile makrofajlarin parazitler
tarafindan enfekte edilmesini takiben reverzible bir transformasyon ile iligkili oldugu

bildirilmistir (Inci ve ark., 2009).

Hastalik, klinik belirtilere gore hafif, perakut, akut, subakut ve kronik olarak
smiflandirilmaktadir (Sergent, 1945). Genel belirtiler arasinda yiiksek ates, kenenin
kan emdigi bolgedeki yiizeysel lenf nodiillerinde biiyiime, parazitemi sirasinda
eritrosit sayisinda azalma nedeniyle siddetli anemi, mukozalarda petesiyal
kanamalar, ruminasyonun durmasi ve serdz burun akintist bulunmaktadmr. T.
annulata, B lenfosit hiicrelerini ve monositleri enfekte etmektedir (Baldwin ve ark.,
1988). Transforme olmus enfekte hiicreler, lenf nodiillerinin morfolojisini ve
fonksiyonunu bozmaktadir (Campbell ve ark., 1995). Ayrica, bu enfekte hiicreler
lenfoid dokular yoluyla yayilarak kalp, akciger ve beyin gibi lenfoid olmayan
organlarda hemorajik lezyonlara neden olmaktadir (Forsyth ve ark., 1997). En
belirgin makroskobik lezyonlar arasinda subkutan doku ve serozalarda petesiler, lenf
nodiillerinde hiperplazi, splenomegali, karacigerde genisleme ve sar1 renk olusumu,
idrar kesesinde biliyiime, epiendokardiyal petesi ve ekimozlar, bobrek korteksinde
gri-beyaz odaklar yer almaktadir. Hastaliin en belirgin bulgularindan biri,
abomasumda goriilen sigara yamigi seklindeki iilserlerdir. Bu ve benzeri iilserlere
ince ve kalin barsak boyunca rastlanabilir. Akcigerler genellikle 6demlidir. Duyarh
sigirlarda  Oliim orani, parazitin virulansina bagli olarak %40-60 arasinda
degismektedir ve genellikle klinik belirtilerin gézlemlenmesinden sonraki 7-14 giin
icinde gergeklesmektedir (Uilenberg, 1981). Hastalig1 atlatan hayvanlar, paraziti

uzun siire tastyici olarak kalabilirler (Sergent, 1945).

2.8 Ekonomik Etki

Dogu sahili hummasi1 (ECF), Ruanda, Giliney Sudan, Kenya, Zimbabve, Tanzanya,

Uganda, Burundi, Kongo Demokratik Cumhuriyeti, Mozambik, Zambiya ve Malavi

14



gibi iilkelerde hala akut ve genellikle Olimciil bir hastalik olarak varligini
stirdiirmektedir (Malak ve ark., 2012). ECF ile iliskilendirilen yillik ekonomik
kayiplar yaklasik olarak 300 milyon Amerikan dolar1 civarindadir ve oOliim
anlaminda si1g1r kaybi yilda yaklasik bir milyon sigira ulasmaktadir (McLeod ve ark.,
1999). Diinya genelinde yaklasik 250 milyon sigir, Tropikal theileriosis riski
altindadir (Erdemir ve ark., 2012). Tropikal theileriosis, hastalikla iliskilendirilen
oliim, azalmis siit verimi, kilo kaybi, diisiikler ve hastalikla iliskili kontrol maliyetleri
g6z Oniine alndiginda ciddi ekonomik etkisi vardir (Gharbi ve ark., 2015). Inci ve
ark. (2007) Kapadokya yoresinde tropikal theileriosis’e bagli ekonomik kayiplarin
590.000 dolarmn iizerinde oldugu (Inci ve ark., 2007), bu miktarin Hindistan’da 800
milyon dolarin iizerine ulastigi rapor edilmistir (Brown ve ark., 1997). Bu nedenle
etkili ve siirdiiriilebilir kontrol igin en iyi yol hastaligin dnlenmesidir (Gharbi ve ark.,
2015).

2.9 Ekstraseliler Vezikiiller

Ekstraseliiler vezikiiller (EVs), eksozomlar da dahil olmak {izere hiicreler arasi
dogrudan temas olmadan bilgi aligverigini miimkiin kilan hiicresel iletisimin temel
araclarindan biri olarak bilinmektedirler (inci, 2018). Uzun siire hiicresel artiklardan
baska bir sey olarak kabul edilen ve hiicrelerin "¢op kutular1" olarak islev gordiigiine
inanilan ektraseliiler vezikiiller (EV'ler) giinlimiizde yogun bir arastirmanin konusu
olmusur. EV'ler, bir fosfolipid ¢ift tabaka ile ¢evrili kiiglik vezikiillerdir ve bakteriler
ve arkea dahil olmak tizere tiim hiicresel organizmalar tarafindan salinir, tiim yasam
alanlarin1 kapsarlar (Toyofuku ve ark., 2019). Erken 2000'li yillarin baslarindan bu
yana, birkag EV alt tiiri tanimlanmigs olup bu EV’lerin ozellikleri ve islev
cesitlilikleri gosterilmistir (Théry ve ark., 2018; Verweij ve ark., 2021; van Niel ve
ark., 2022). EV'lerin iki ana sinift vardir ve bunlar biyojenez yoluna gore ayirt edilir

(Sekil 2.6).
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Sekil 2.6. Biyojenez yoluna gore EV’lerin iki ana smifi (Buzas, 2022’den diizenlenmistir).

Ekzosomlar, coklu vezikiiler cisimlerin (MVB'ler) veya amfizomlarin i¢ce dogru
tomurcuklanmasiyla intraluminal vezikiiller (ILV'ler) olarak olusur ve endozomal
membranin plazma membran ile birlesmesini takiben salinmaktadirlar (Mathieu ve
ark., 2019; Jeppesen ve ark., 2019; van Niel ve ark., 2022). Bu siire¢, memelilerde
endozomal tagima i¢in gereken endozomal ayirma kompleksleri (ESCRT) tarafindan
yonetilen iyi tanimlanmis bir mekanizmay1 igerir (Jadli ve ark., 2020). ESCRT,
ekzosom saliniminda merkezi bir rol oynarken, ESCRT bagimsiz yollar da rapor
edilmistir. Bu yollar arasinda ceramide mikrodan bagimmli ekzosom biyogenez
ornekleri (Trajkovic ve ark., 2008) ve tetraspanin protein ailesi liyelerini (6rnegin,
CD63) igeren bir yol bulunmaktadir (Andreu ve Yafiez-Mo, 2014). Ayrica gesitli
biyogenez sistemlerinin bir arada g¢alistigi hibrit mekanizmalar da olabilir (de la
Torre-Escudero ve ark., 2016). Son kanitlar, endoplazmik retikulum (Barman ve ark.,
2022) ve niikleer zar (Arya ve ark., 2022) katilimmi gostermektedir, bu da

ekzosomlarm cesitli hiicresel kdkenleri i¢in potansiyel gostermektedir. Diger bir EV
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tiirli, genellikle ektosomlar olarak bilinen, plazma membranin dogrudan disa dogru
tomurcuklanmasindan kaynaklanan vezikiilleri icermektedir.

Farkli biyogenetik yollar i¢in 6zel molekiiler belirtegler eksik oldugundan, EV'lerin
biyogenezine dayali olarak tanimlanmasi zordur. Bunun yerine, EV'leri biyokimyasal
ve biyofiziksel ozelliklerine gore aymt etmek i¢in islevsel terimler Onerilmistir
(Théry ve ark., 2018). EV'lerin dikkate deger heterojenligi, farkli biyogenez
yollarinin yani sira hiicre kdkenlerinin, hiicrelerin aktivasyon durumunun ve islevsel
durumunun asir1 gesitliliginden kaynaklanmaktadir. Onemli olan sudur ki, bunlar
aynt zamanda nekroptoz, apoptoz ve piroptoz gibi farkli hiicre 6lim
mekanizmalarmim bir sonucu olarak salinan vezikiilleri de icermektedirler (Tablo
1.1). EV'ler, tiikiiriik, kan, asit, anne siitii, beyin omurilik sivist ve idrar gibi viicut
stvilarinda bulunmaktadir (Pisitkun ve ark., 2004; Caby ve ark., 2005; Keller ve ark.,
2006; Vella ve ark., 2008) ve burada ¢esitli fizyolojik ve patolojik siireglere katkida
bulunurlar.  Ayrica, EV'ler, doku kiiltiirii  siipernatantlarinda  yiiksek
konsantrasyonlarda bulunmaktadirlar. (Yuana ve ark., 2010; Dragovic ve ark., 2011,
Van der Polve ark., 2012). EV alt tiirlerinin smiflandirilmasi, evrensel alt tiir 6zgii
belirteglerin eksikligi ve ¢ogu izolasyon prosediiriiniin bu belirteglere dayanmasi
nedeniyle kismen zorlayic1 ve tutarsizdir (Raposo ve Stahl 2019). En yaygm EV
tipleri, kiicik EV'ler (endozomal veya plazma membran kokenli) ve

mikrovezikillerdir.

Tablo 2.1. Ekstraseliiler vezikiillerin boyut temelli kategorileri (Buzas, 2022).

Ozellik Small EVs Medium EVs Large EVs
Cap ~50—-150 nm ~ 200 - 800 nm >1,000 nm
Endozomal Plazma zarmdan | Plazma zarmdan

(eksozomlar) ancak bazi | tiiretilen ektozomlar | tiiretilen  ektozomlar

o . kicik EV'ler plazma (bazilar1  endozomal
Biyojenezi
zarindan  (ektozomlar) kiigiik EV'ler
tiiretilebilir. tastyabilir)
Ornekler Eksozomlar, kiiciik | Mikropartikiiller, Apoptotik cisimcikler,
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ektozomlar (Mathieu ve | FDC'den tiiretilen | biiyiik onkozomlar (Di
ark.,,  2021), siliyer | ikozomlar, T hiicresi | Vizio ve ark., 2012),
ektozomlar (Cao ve ark., | mikrovillus boncuklu apoptopodia
2015), mikrovezikiiller | parcaciklar1 (Kim ve | (Atkin-Smith ve ark.,
(Wang ve Lu, 2018) ark., 2018), wuzun | 2019), migrasomlar
notrofilden tiiretilen | (Ma ve ark., 2015),
yapilar (Marki ve | ekshoferler

ark., 2021), | (Melentijevic ve ark.,
salgilanan orta viicut | 2015), blok halinde
kalintilar1  (Rai ve | salinan virtis kiimeleri
ark., 2021) (Kerviel ve ark.,
2021), blok halinde
salinan MVB benzeri
EV kiimeleri (Valcz ve
ark., 2019), salg
otofagozomlar1  (van
Niel ve ark., 2022),
sitoplastlar (Yipp ve
ark., 2012)

2.10 Ekstraseliiler Vezikiillerin Genel Bilesimi ve Icerigi

2.10.1 Protein Bilesimi

Cesitli hiicrelerden, in vivo ve in vitro olarak elde edilen ve ¢esitli organizmalardan
elde edilen EV'lerin proteomik ¢aligmalari, farkli EV alt kiimeleme yogunlugunda
bulunan genis proteomik protein listelerini ortaya koymustur. EV 6rneklerinde sik¢a
bulunan bazi proteinler genel EV belirtecleri olarak kabul edilir. Bunlar arasinda
tetraspaninler (CD9, CD63, CD81, CD89), 14-3-3 proteinleri, endozomal tagima i¢in
gerekli olan ESCRT-3 baglayici proteinler Alix ve Tsgl101 ve 1s1 sok proteinleri, ayni
zamanda sitoskeleton proteinleri olan B-aktin, kofilin, myozin ve tubulin
bulunmaktadir (Witwer ve ark., 2013). Ayrica, metabolik proteinler olan gliser
aldehit 3-fosfat dehidrogenaz (GAPDH) ve enolaz 1 (ENOI) ortak EV belirtecleridir
(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). Bir¢ok EV ayrica MHC sinif I ve II proteinlerini tasir, bu da
onlarin naif lenfositlere antijen sunumuna katkida bulunabilecegi fikrini destekler
(Utsugi-Kobukai ve ark., 2003; Qazi ve ark., 2009; Urbanelli ve ark., 2013).

Onemli bir sekilde, EV'lerin gesitli sitokinleri ve kemokinleri ya i¢ yiik olarak
(Fitzgerald ve ark., 2018) ya da yiizeye baglh olarak (Lima ve ark., 2021) tasidig1
gosterilmistir. Sasirtict olmayan bir sekilde, sitokin i¢ceren EV'lerde bulunan ¢oziiniir
mediatorlerin se¢imi, ana hiicrenin hiicresel kokeni ve aktivasyon durumuna son
derece baghdir. Sitokinlerin vezikiiller i¢inde kapsiillenmesi, enzimatik bozunmadan
koruma saglar ve potansiyel olarak bunlarin uzak hiicrelere iletilmesine izin verebilir
(Buzas, 2022).

Ancak, kullanilan izolasyon yontemlerinin ¢esitliligi, kurtarilan EV'lerin alt tiplerini
ve homojenligini biiyiik dl¢iide etkiler ve bu da sonugta elde edilen protein profili
iizerindeki etkiyi simirlayarak calismalar arasinda karsilastirma yapmay1 zorlastirir.
Protein profilleri, EV'lerin hiicresel kokenini ve biyogenez yolunu temsil edebilir ve
bu nedenle farkli EV alt tiplerine 6zgii olabilir, ancak EV'lere 6zgii tek bir protein

belirteci bulunmamaktadir (Yanez-Mo ve ark., 2015).

2.10.2 RNA Icerigi

Hiicre dis1 ortamda, RNA serbest RNA olarak dolagirken, protein komplekslerine
bagl veya EV'ler icinde kapsiillenmis olarak bulunmustur. Cesitli RNA tiirlerinin
EV'ler i¢inde lokalize oldugu bildirilmistir, bunlar arasinda haberci RNA (mRNA),
mRNA fragmentleri ve uzun kodlamayan RNA (IncRNA)’dir. Bunlarin yanisira,
mikroRNA (miRNA), piwi ile etkilesen RNA (piRNA), ribozomal RNA (rRNA) ve
transfer RNA (tRNA) fragmanlari, Y RNA ve vault RNA (vtRNA) gibi ¢esitli kiigiik
kodlamayan RNA'lar1 (snRNA'lar) da i¢cermektedirler. EV'lerde bulunan mRNA'lar
tipik olarak 700 niikleotidden (nt) daha uzun degildir (Chen ve ark., 2010, Batagov
ve Kurochkin 2013) ve hedef hiicrede bir kez ¢evrilebilir ve fonksiyonel kalabilirler
(Ratajczak ve ark., 2006, Valadi ve ark., 2007). EV'ler, miRNA baglama sitelerini
iceren 3'UTR mRNA fragmentleri agisindan zengindir. Bu nedenle, alict hiicre

RNA's1 ile regiilator miRNA'larin baglanmas: i¢in rekabet edebilecekleri One
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stirtilmiistiir ki, bu da RNA stabilitesine ve ¢evirime katkida bulunabilir (Batagov ve
Kurochkin 2013).

miRNA'lar genellikle EV'lerin ayrilmaz bilesenleri olarak tanimlanir. Yaklasik olarak
22 nt uzunlugunda olan miRNA'lar, gen ifadesinin diizenleyicileri olarak iglev goriir.
Ozellikle, miRNA'lar argonaut proteinleri (Ago) tarafindan baglanir, RNA nedenli
susturma kompleksi (RISC) tarafindan ¢ekilir ve onlarin seed dizisi (genellikle
miRNA'nin 5’-ucundan niikleotid 2-7'ye kadar olan bolge) mRNA'nin komplementer
dizileri ile baz ciftleri yaparak ribozomal baglanmayr engelleyerek mRNA'nin
bozulmasini veya g¢eviriminin bastirilmasini tetikler (O'Brien ve ark., 2018). Tipik
olarak, baz eslesmesi mRNAlarin 3'UTR bolgesinde meydana gelir; ancak kodlama
dizilerinin, 5'UTR ve gen promotdrleri gibi diger bolgelerle etkilesimleri de
gbzlemlenmistir (Broughton ve ark., 2016; O'Brien ve ark., 2018). RISC kompleksi
proteinlerinin EV'lerde bulunma durumu farkli gruplar tarafindan tutarsiz bir sekilde
bildirilmistir (Li ve ark., 2012; Jeppesen ve ark., 2014; Weaver ve ark., 2020) ve bu
durum EV ile iligkilendirilmis miRNA'larin islevleri ve gereksinimleri hakkinda
bir¢ok soru ortaya ¢ikarir.

EV'lerin RNA yiikii, koken aldig1 hiicre RNA populasyonunu yansitmaz; bunun
yerine, belirli RNA populasyonlar1 EV'lerde zenginlestirilir. Bu se¢im yalnizca boyut
dislama temeline dayanmaz, ¢iinkii belirli miRNA alt kiimeleri genellikle EV'lerde
tercihen bulunur (Mittelbrunn ve ark., 2011; Nolte-’t Hoen ve ark., 2012), bu da
miRNA'larin aktif bir sekilde EV vyiikii olarak dahil edilmek {izere siralandigini
diistindiirmektedir (Yanez-Mo6 ve ark., 2015). Bu baglamda, kiigiik Ekstrasiiler
vezikiil (sEV) disa aktarma dizilerinin (EXOmotif) ve hiicresel retansiyon dizilerinin
(CELLmotif) yakm zamandaki kesfi, altinda yatan siralama mekanizmalarini
aydinlatmada 6nemli bir ilerleme olarak kabul edilmektedir, ancak tam siire¢ hala
belirsizdir (Garcia-Martin ve ark., 2022). EXOmotifler, yiiksek G+C igerigine sahip
4-7 nt uzunlugundadir ve varliklary, hiicresel igerige kiyasla sEV'lerde miRNA
zenginlestirmesi ile giiclii bir sekilde iligkilidir. Bunun aksine, miRNA'larin hiicresel
retansiyonu, diisiik G+C igeren CELL motiflerinin varlidiyla gii¢lii bir iligki gosterir.
Bu lokalizasyon dizilerinin hiicreye 6zgli oldugu ve regiilator seed dizisinin uzak
oldugu miRNA'nin 3' ucunda tercihen bulundugu goriinmektedir (Garcia-Martin ve
ark., 2022).
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2.10.3 DNA icerigi

EV'ler icindeki DNA (EV-DNA) ile ilgili erken raporlara ragmen (Holmgren ve ark.,
1999), bu konuya nispeten az dikkat gosterilmistir. Bununla birlikte, ¢esitli hiicre
tiplerinden tiiretilen EV'lerde tek iplikli ve ¢ift iplikli DNA tespit edilmis
(Waldenstrom ve ark., 2012; Thakur ve ark., 2014; Lee ve ark., 2014; Vagner ve
ark., 2018) ve DNA transferi, EV-DNA'nin hedef hiicrenin sitozol ve ¢ekirdeklerinde
lokalize oldugu sekilde gosterilmis (Waldenstrom ve ark., 2012) ve ayrica raporlara
gore alic1 hiicrenin genomuna entegre olabilecegi 6ne siiriilmistiir (Mittra ve ark.,
2015). Ayrica ilging olan, Guescini ve ark (2010), astroglialardan, glioblastoma
hiicrelerinden ve miyoblastlardan tiiretilen EV'lerin mitokondriyal DNA (mtDNA)
icerdigini rapor etmislerdir (Guescini ve ark., 2010). EV'lerin ne kadarinin DNA
icerdigini ve EV-DNA'nin yiikiiniin anlamini belirlemek zordur, ancak hala
belirsizdir, ancak hiicresel homeostaz (Wang ve ark., 2017; Takahashi ve ark., 2017;
Torralba ve ark., 2018,) ve inflamatuar yanitlarin diizenlenmesinde rol oynama
olasiliklar1 6ne strtilmiistiir (Marsman ve ark., 2016; Kitai ve ark., 2017; Anel ve
ark., 2019).

2.10.4 Lipid Igerigi

Ekstraseliiler vezikiillerin lipidomikleri hakkinda smirli bilgi bulunmaktadir. Lipidler
EV'lerin esansiyel bir bileseni olmalarina ragmen lipid kompozisyonu kaynaklara ve
EV alt tiplerine baglh olarak degisebilmekte ve EV'lerin lipid kompozisyonunun
analizleri genellikle EV'ler arasinda zenginlesmis belirli lipitleri tanimlamistir.
Ozellikle, EV'ler genellikle kolesterol, sfingolipidler, seramid, glikosfingolipidler ve
fosfatidilserin (PS) bakimmdan ana hiicrelerine kiyasla zenginlesmistir (Subra ve
ark., 2007; Trajkovic ve ark., 2018). Osteikoetxea ve ark., (2015), cesitli hiicre
hatlarindan elde edilen ekzosomlarda mikrovezikiillerden ve ayni hiicrelerden
kaynaklanan apoptotik cisimlerden daha yiiksek kolesterol ve sfingomiyelin i¢erigini
tutarli bir sekilde gozlemlemistir. Bu durum ekzosomlarin diger EV alt tiplerine
kiyasla deterjanlara daha az duyarl oldugu raporlartyla uyumludur (Osteikoetxea ve
ark., 2015). Kolesterol ve uzun doymus yag asitleri lipid membranlara yapisal rijitlik

saglar, komsu fosfolipid kuyruklar1 arasindaki molekiiler etkilesimleri artirarak sikica
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paketlenmis bir lipid diizenlemesi olusturur. Bu aynmi zamanda fizikokimyasal
degisikliklere kars1 direng saglar. EV'lerin belirgin lipid kompozisyonu, farkli
ozelliklere sahip olmalarin1 ve farkli hiicre dis1 ortamlarda stabil olmalarina katkida

bulunmalarmi saglamaktadir (Yafez-Mo ve ark., 2015).

2.10.5 Ekstraseliiler Vezikiillerin Alimi ve Biyolojik Fonksiyonlari

Ekstraseliiller vezikiiller, sadece bir hastallk durumunda canli viicudunda
bulunmamaktadirlar. Ozellikle gereksiz molekiillerin uzaklastirilmasi, hiicre
olgunlagmasi ve g¢evresel degiskenlere uyum gibi homeostatik siirecler, gebelik ve
dogum regiilasyonu (Taylor ve ark., 2006), tiimér biiylimesi igin uygun kosullarin
olusturulmas: gibi durumlarda salgilanabilmektedirler (Park ve ark., 2010,
Higginbotham ve ark., 2011). Bu fonksiyonlar alic1 hiicrelerle etkilesim yoluyla
gerceklesir. EV'ler, hiicreler arasi haberciler olarak hareket eder ve bir hiicreden
digerine sinyaller ileterek c¢esitli mekanizmalar araciligiyla hiicresel fonksiyonu
etkileyebilir. Belirgin karakteristiklere sahip bircok EV alt tiiriinlin, hiicresel
etkilesimlerini ve ardindan gelen etki mekanizmalarin1 ve spesifik EV alim
mekanizmalar1 hakkindaki bilgiler simirlidir (Mathieu ve ark., 2019). Genel EV
etkilesim ve alim mekanizmalar1 Sekil 2.7'de gosterilmistir. EV'ler, bir EV ile bir
hiicre arasindaki dogrudan temas sonucunda baglatilan ligand-reseptor etkilesimi
yoluyla hedef hiicre intraselliiler sinyal kaskadlarmni etkileyebilirler. Bir hedef
hiicrenin plazma membrani ile dogrudan fiizyon yaparak, bu sekilde igerisindeki
mesaji hiicrenin sitoplazmasma salabilir veya hedef hiicreler EV'yi endositoz
aracilifiyla igsellestirebilir. EV'ler, hiicre sinyallemenin 6nemli bilesenlerini temsil
eder ve fonksiyonlar1 biiylik 06lgiide bilesenlerine ve kapsiilenmis kargo
molekiillerine baghdwr. Bu molekiillerin ¢esitlilii ve potansiyel etkilesim
mekanizmalari, EV'lere atfedilen etkileyici bir dizi fonksiyonun sorumlusudur (Sekil

2.7) (Van Niel ve ark., 2018).
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Sekil 2.7 EV’lerin genel etkilesim ve alim mekanizmalar1 (Van Niel ve ark., 2018’den
diizenlenmistir).

Ekstraseliiler vezikiiller, bir organizma icinde ¢esitli fonksiyonlar: siirdiiriirler ancak
aynt zamanda organizma arasi Ve tiirler arasi iletisime katildigi bildirilmistir.
Ozellikle, bunlarm enfeksiyonlar sirasinda konak-parazit etkilesimlerine katkida
bulunduguna dair birikmekte olan kanitlar bulunmaktadir (Schorey ve Bhatnagar,
2008; Barteneva ve ark., 2013; Twu ve Johnson, 2014). Ornegin, sitma kaynakl
EV'ler sitma ile enfekte olmus insan ve fare konaklardan tespit edilmistir. Bu
durumlarda dolagan EV'lerin diizeyi hastaligi klinik belirtileri ile iligkilendirilmis,
bu da EV'lerin bir konakta patolojinin gelisimine katkida bulunabilecegini
diistindiirmektedir (Combes ve ark., 2004; Pankoui Mfonkeu ve ark., 2010; Campos
ve ark., 2010; Nantakomol ve ark., 2011). Bu fikri destekleyen bir baska 6rnek
olarak, sitmadan enfekte olmus farelerin plazmasindan izole edilen EV'ler,

makrofajlarm TLR bagimli aktivasyonu araciligiyla siddetli bir sekilde inflamasyon
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olusturmus ve inflamatuar sitokinlerin artan iiretimine neden olmustur (Couper ve
ark., 2010; Mantel ve ark., 2013). Dahasi, EV olusumunun inhibisyonu fareleri
serebral sitma modelinde korumustur (Combes ve ark., 2005). Ayrica, Plasmodium
berghei, T-hiicre yanitlarin1 inhibe edebilen EV'ler salgiladigi bildirilmistir
(Demarta- Gatsi ve ark., 2019). Benzer sekilde, Toxoplasma gondii enfekte olmus
makrofajlardan izole edilen EV'ler, hem in vitro hem de in vivo proinflamatuar
yanitlar1 tetikledigi bildirilmistir (Bhatnagar ve ark., 2007). Apikompleksa, EV'lerin
onemli oldugu protozoan parazitler arasinda tek drnekler degildir. Trypanosoma ve
Leishmania tiirlerini igeren kinetoplastidler, parazitin hayatta kalmasi i¢in uygun bir
ortamin gelisimini indiikleyebilecekleri 6ne siiriilen EV'ler {iretir ve salgilarlar
(Gongalves 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 tiiretilmis dendritik hiicrelerde anti-inflamatuar bir fenotipin
gelisimini tesvik ederek Th2 polarizasyonunu tercih eder ve hastaligi siddetlendirir
(Silverman ve ark., 2010).

EV'ler ayrica konak i¢indeki bireysel parazitler arasmdaki iletisimi de saglar. in vitro
ortamda, Plasmodium falciparum enfekte olan eritrositler hem konak hem de parazit
kaynakli proteinleri igeren vezikiiller salgilar. Bu vezikiiller daha sonra diger enfekte
eritrositler tarafindan alinir ve bu da gametositogenezin baglatilmasina katkida

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

Theileria annulata kaynakli EV'ler hakkinda oldukga az sey bilinmektedir, ¢iinkii bu
alan daha yakin zamanda bir arastirma konusu olmustur. Gillan ve ark. (2019) T.
annulata ile enfekte sigir lenfosit hiicre hatt1 20 (TBL20) ve sigir lenfosit hiicre hatti
20 (BL20) da yaptiklar1 ¢alismada T. annulata ile iliskin EV ve miRNA profilini
incelemisler ve major tiimor baskilayan miRNA’nin azaldigini, pro-onkogenik
miRNA'nin yiikseldigini tespit etmislerdir (Gillian ve ark., (2019). T. annulata ile
enfekte olmus sigir 16kositlerinde konake1 hiicre protein kinaz A (PKA) aktivitesinin
cAMP'den bagimsiz diizenlenmesinde miR-34c-3p'nin diizenleyici bir roli
aragtirtlmig ve yeni bir miR-34c-3p hedef geni olarak prkar2b'yi (cAMP'ye bagimli
protein kinaz A tip ll-beta diizenleyici alt birim) tanimlanmistir. miR-34c-3p'nin

enfeksiyonun neden oldugu yukar: regiilasyonunun PKA aktivitesini arttirmak i¢in
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PRKAR2B ekspresyonunu nasil bastirdigini gosterilmistir. Bu da T. annulata ile
doniistiiriilmiis makrofajlarin yayilan timdor benzeri fenotipini gliglendirdigini ortaya

cikarmustir (Haidar ve ark., 2023).

Ancak, son yillarda bir¢cok parazit tiiriinde yapilan EV caligmalar1 6zellikle bu
vezikiillerin karakterizasyonu ve bunlarin intra ve ekstraselliiler sinyallesmeyi nasil
saglayabilecegi veya degistirebilecegi, yeni teshis araclarinin gelistirilmesi yan1 sira
olas1 ilagc ve/veya as1 hedeflerinin belirlenmesinde faydali olabilecegini

diistiniilmektedir.

25



3. GEREC VE YONTEM

Tez caligmasi kapsaminda kan Orneklemesi yapilan sigirlar icin gerekli Etik Kurul
Karari, Erciyes Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu (Erciyes
Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu (EUHADYEK) ’nun 02.02.2022
tarihli, 22/025 Karar nolu onay1 alinmustir (Toplanti sayisi: 02).

3.1 Cahsma Gruplarimin Olusturulmasi

3.1.1 Sigirlarin Orneklenmesi ve Materyal Toplanmasi

Calisma kapsaminda, Kayseri ilinin T. annulata yoniinden endemik oldugu bilinen
(Inci ve ark., 2002; Inci ve ark., 2007) Kayseri’nin Develi ilgesindeki meraya bagl
sigir yetistiricigi yapilan halk elindeki isletmelerden materyal temin edilmistir. Bu
kapsamda oncelikle 1) T. annulata ile akut enfekte, 2) T. annulata ile subklinik
enfekte ve 3) Non-enfekte sigirlar olmak tizere ¢alisma gruplarinin olusturulmasi
hedeflenmis ve her grup i¢in 15’er sigirin eksozomal miRNA karakterizasyon
calismasina dahil edilmistir. Akut hasta grubuna dahil edilecek sigirlarin tespiti igin
bolgedeki 6zel kliniklerdeki veteriner hekimlerle iletisim kurulmustur. Bolgede
ozellikle kenelerin aktif oldugu Mayis-Eyliil 2022 tarihleri arasinda akut hastalik
belirtisi gosteren hayvanlarin tedavisi igin hayvan sahipleri veteriner hekimlere
miiracaat etmektedir. Bolgedeki veteriner veterinere gelen bildirimler dogrultusunda,
potansiyel hasta sigirlarin muayenesi sonrasi tani konulan hayvanlardan tedavi dncesi
kan ve lenf yumrusu aspirat1 6rnekleri alinmistir. Subklinik enfekte ve non-enfekte
gruplara dahil edilecek hayvanlar i¢in yine ayni bolgede akut hasta hayvanlarin

bulundugu isletmelerdeki saglikli goriiniimlii 2-5 yas arasi toplam 50 sigirdan



randomize olarak veteriner hekim tarafindan perifer kan drnekleri alinmistir. Ayrica

bes adet yeni dogan (1 haftalik) buzagi da Non-enfekte gruba dahil edilmistir.

3.1.2 Theileria annulata Teshis Paneli Degerlendirmesi, Gen Kopya Sayisi

(Gcen) ve Parazit Yiikiiniin Hesaplanmasi

Olusturulan gruplar ile gruplara dahil edilen sigirlarin T. annulata enfeksiyonu

yoniinden kontroliinde kullanilan teshis paneli Sekil 3.1°de verilmistir.

Sekil 3.1 Calismada olusturulan sigir gruplari ve kullanilan teshis paneli

3.1.3 Teshis Paneli

Spesifik Klinik Tablo

Akut enfekte sigirlarin belirlenmesinde asimetrik biiyiimiis bolgesel lenf yumrulari,
yiiksek ates (39-41°C) ve konjuktivalarda petesiyel kanamalar gibi hastah@m tipik

klinik belirtilerinden yararlanilmistir.
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Perifer Kan ve Lenf Aspirani Frotilerinin Mikroskobik Analizi

Sigirlardan teknigine uygun olarak aliman perifer kan Ornekleri ve lenf
aspiratlarindan ince yayma frotiler hazirlanmis ve Giemsa protokoliine uygun sekilde
boyandiktan sonra T. annulata formlarmmn varligi yoniinden immersiyon yagi
kullanilarak 100X’lik biiyiitmede 151k mikroskobunda (Olympus BX50, Tokyo,
Japan) incelenmistir (Coles 1986).

Theileria annulata Sporozoit Yiizey Protein (TASP) Geni Sybergreen Tabanl
gPCR Analizi

Calisma kapsaminda klinik tablo ve mikroskobik analizler temelinde akut enfekte
olarak degerlendirilen sigirlar ile subklinik enfekte ve non enfekte gruplara dahil
edilecek sigirlar i¢in Orneklenen 50 hayvan ve 5 adet yeni dogan buzagiya (1
haftalik) ait EDTA’l1 kan 6rneklerinden PureLink Genomic DNA Mini Kit (Thermo
Fisher Scientific, ABD) kullanilarak {iireticinin agiklamalarina goére 35 pl toplam
hacimde gDNA ekstraksiyonu yapilmistir. Elde edilen gDNA’nin miktar1 Qubit
Florometre (Thermo Scientific, ABD) ile belirlenmistir. Elde edilen gDNA’lar takip

eden analizlerde kullanilana kadar —20°C’de muhafaza edilmistir.

Genomik DNA izolatlarmda T. annulata DNA’sinin arastirilmasi i¢in T. annulata
sporozoit ylizey protein genindeki (TASP) korunmus bir alan1 (160 bp) spesifik
olarak amplifiye eden primerlerle (Forward: 5’-ATAAGCGCCCGAAGGGTAAT-3’
ve Reverse: 5’- CCACCAGTCAAACGCTACAG -3°, (Dandasena ve ark., 2018)
Sybergreen tabanli qPCR analizleri gergeklestirilmistir. PCR reaksiyonu, 5 pul gDNA,
her bir primerden 0.25 puM ve 1x SYBR Green miks igeren 20 pl son hacimde
kurulmustur. Real-time PCR analizleri CFX Connect system (Bio-Rad, Hercules,
CA) ile bir dongii 95 °C’de 4 dk, 40 dongii 95 °C’de 15 s, 60 °C’de 1,5 dk, 72 °C’de
5 dk thermal profili ve erime egrisi analizi ile gergeklestirilmistir (Dandasena ve ark.,
2018). Floresans sinyali, her 60 °C basamagmin sonunda ve erime egrisi edinimi
sirasinda siirekli olarak oOlgiilerek melt curve analizi olusturulmustur. TASP-qPCR
pozitifligi belirlenen Orneklere ait amplikonlar ayrica %1,5 agaroz jel iizerinde
elektroforeze tabii tutulmus ve amplikonlar Sanger sekanslama platformunda

sekanslanarak T. annulata dogrulanmasi yapilmustir.
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3.2 Gruplara Dahil Edilen Sigirlarda Theileria annulata Gen Kopya Sayisi

(GCN) ve Parazit Yiikiiniin Hesaplanmasi

Theileria annulata’nin qPCR ile teshisini takiben, teshis paneli sonuglar1 temelinde
akut ve subklinik enfekte gruplara dahil edilen 15’er sigirdaki T. annulata gen kopya
sayist (GCN) ve parazit yiikleri Dandasena ve ark. (2018) tarafindan tarif edilen

protokoliin modifiye edilmesi ile asagida verildigi gibi belirlenmistir:

Theileria annulata Sporozoit Yiizey Protein Geninin (TASP) Klonlanmast ve
Rekombinant Plazmid DNA Eldesi

Theileria annulata TASP klonlanmasinda pJet 1.2 plasmidini igeren CloneJet PCR
cloning kit (Thermo scientific, ABD) kullanilmistir. Bu kapsamda 6ncelikle, TASP
geninin T. annulata gDNA’larindan (laboratuvardaki referans izolatlar ve ¢alismadan
elde edilmis izolatlar) amplifikasyonu 5’-TTGCGAATGCGGTCCATTTC-3’ ve 5’-
CTGGCAGGGTGAGAACGTAA -3’ primerleri ile Phusion High fidelity DNA
polimerase (ThermoScientific) kullanilarak Dandasena ve ark. (2018) tarafindan tarif
edilen protokol tizerinden gergeklestirilmistir. Agaroz jel iizerinde belirlenen hedef
biiyiikliikteki PCR frtinleri GenJet Jel Ekstraksiyon Kiti (Invitrogen, ABD) ile
pirifiye edilerek pJet 1.2 plazmidine kit protokoliine gore klonlanmis ve takiben
ligasyon iriinleri Topl0 kompetent E. coli hiicrelerine transforme edilerek
ampisilinli LB agarda 37 °C’de 1 gece inkiibe edilmistir. LB agarda belirlenen
kolonilerden T. annulata TASP primerleri ile PCR analizleri sonucu pozitif
belirlenen koloniler ampisilinli LB medyuma aktarilarak 37 °C’de 1 gece inkiibe
edilmistir. Sonrasinda transforme E. coli hiicrelerinden Thermo GenlJet Plasmid
pirifikasyon kiti (Invitrogen, ABD) kullanilarak rekombinant plazmitler eclde
edilmistir. Rekombinant plazmitler, TASP primerleri ile PCR analizine tabii

tutularak hedef geni tasidiklar1 kontrol edilmistir.
Gen Kopya Sayistnin (GCN) Hesaplanmast

Plazmitlerin gen kopya sayisi, asagida belirtilen formiile gére hesaplanmistir (Gotia

ve ark., 2016).
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GCN= 6.02 x1023 (kopya/mol) X DNA miktari (g)
"~ DNA uzunlugu (bp) X 660 (g/mol/bp)

Formiilde; DNA uzunlugu = plazmid uzunlugu (2974 bp; pJet 1.2) + insert uzunlugu
(tasp = 1065 bp). DNA miktar1 = Plazmid konsantrasyonunu gostermektedir.

Akut ve Subklinik Enfekte Sigirlarda Parazit Yiikii Hesaplamast

Akut ve subklinik enfekte gruplardaki sigirlarda T. annulata yiikii asagida verilen
formiile gore hesaplanmistir (Ros-Garcia ve ark., 2012). Bu kapsamda yukarida
verilen formiile gore belirlenen tahmini parazit gen kopya sayisit (Q), asagida
belirtilen denklemde kullanilmis ve mililitre kandaki T. annulata ile enfekte hiicre
sayisinin hesaplanmasinda kullanilmistir. Tiim analizler ve hesaplamalar ile
eksozomal miRNA arastirilmasi i¢in olusturulan akut ve subklinik enfekte

gruplardaki sigirlarda parazit yiikleri ortaya konulmustur.
Parazitemi (P) = Q X (V&/Vex) X (Ve /V1) X (1/CN)

Vg = Kan hacmi, 1000 ul

Vex = Ekstrakte edilen 6rnek hacmi, 200 ul

Ve, = Elute hacmi, 50 ul

V1 =PCR i¢in kullanilan template, 1 ul

CN = Gen kopya sayis1 (Genom basina 2 kopya olacak sekilde)

3.3 Cahsma Gruplarindaki Sigirlardan Serumlarin Eldesi, Eksozom

Izolasyonu ve Karakterizasyonu

Calisma siiresince klinik olarak akut theileriosis belirtileri gdsteren sigirlardan teshis
paneli i¢in alinan kan Orneklerinin yanisira serum izolasyonu i¢in de tam kan
ornekleri alimmistir. Ayrica subklinik enfekte ve non enfekte sigir gruplarmnin
olusturulmasi i¢in 6rneklenen 50 adet sigir ile 5 adet yeni dogan buzagidan da es
zamanli olarak serum izolasyonu i¢in tam kan 6rnekleri alinmistir. Tam kan drnekleri

buz akiileri esliginde soguk zincir altinda ayni giin bekletilmeden laboratuvara
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getirilerek serumlar1 uygun protokolle ¢ikarilmistir. Elde edilen serumlar hemen -80

°C derin dondurucuya alinarak eksozom izolasyonuna kadar muhafaza edilmistir.

3.3.1 Serum Orneklerinden Eksozom izolasyonu

Calisma kapsaminda akut enfekte, subklinik enfekte ve non-enfekte gruplardaki
15’er sigirdan elde edilen serum Ornekleri beserli olarak her sigirin serum 6rneginden
200 pl alinarak birlestirilmis (akut ve subklinik enfekte gruplarda birlestirmelerde
parazitemi degeri dikkate alinmistir) ve her grup icin ii¢ replikasyon olusturulmustur.
Bu sekilde her grup i¢in ii¢ 6rnek olmak tizere toplam dokuz 6rnek exoEasy Maxi
Kit (Qiagen, Hilden, Almanya) protokoliine gore miRNA izolasyonu
gergeklestirilmistir.

Kit protokoliine gegmeden once serum 6rnekleri saflastirilmistir. Bunun i¢in de her
gruptaki hayvanlardan elde edilen serum 6rnekleri niikleaz free su ile 1:1 oraninda
sulandirilmig ve ardindan 300xg’de +4 °C’de 10 dk santrifiij edilmistir. Santrifiij
sonrasi siipernatant dikkatli bir sekilde steril bir ependorfa aktarilmistir. Ardindan
stipernatant 10.000xg’de +4 °C’de 15 dk santrifiij edilmis ve steril bir ependorf tiipe
aktarilmistir. Sonraki basamakta ornekler 0,22 pm’lik filtrelerden (GVS, italya)
gecilerek filtreleme islemi gergeklestirilmis ve kit protokoliine gegilmistir. Protokol

kisaca asagidaki gibi uygulanmstir:

v’ Filtrelenmis ornekler XBP soliisyonu ile 1:1 oraminda karistirilmistir ve tiip
birkag defa alt iist olacak sekilde karistirilmistir.

v' Karisim exoEasy kolonlarina aktarilmistr ve 1000xg’de 1 dk santrifiij
edilmistir.

v’ Santrifiij bittikten sonra kolonun altindaki toplama tiipiindeki i¢erik dokiilmiis
ve kolon tekrar bu tiipe yerlestirilmistir.

v" Kolon iizerine 10 ml XWP soliisyonu eklenerek 5000xg’de 5 dk santrifiij
edilmis ve toplama tiipi uzaklastirilarak kolon 1.5 ml’lik steril ependorfa

yerlestirilmistir.
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Kolon membranin tam ortasina 400 pl XE soliisyonu eklenerek oda isisinda 1 dk
inkiibe edildikten sonra 500xg’de 5 dk santrifiij edilerek eksozom izolasyonu

gerceklestirilmigtir.

3.3.2 Eksozomlarin Karakterizasyonu

3.3.2.1 Taramah Elektron Mikroskobu (SEM)

Elde edilen eksozomlarin yiizey morfolojisi, 25 kV'da taramali elektron mikroskobu
(SEM, Zeiss EVO LS10) kullanilarak elde edilmistir. Taramali elektron mikroskopisi
icin eksosomlar, 15 dakika boyunca %3,7 glutaraldehit iceren PBS kullanilarak fikse
edilmistir. PBS ile iki kez yikandiktan sonra, sabitlenmis eksozomlar artan orandaki
etanol (sirasiyla %40, %60, %80, %96-98%) ile dehidre edilmistir. Etanol
buharlastiktan sonra, numuneler Silisyum bir alt tabakada oda sicakliginda yaklasik
30 dk kurumaya birakilmis ve sonrasinda SEM goériintiileme igin, 120 saniye
boyunca altin-paladyum  (Au-Pd) katmamiyla  piiskiirtmeyle  kaplanmis
(Quorum150R-ES) ve SEM ile analiz edilmis ve goriintiiler kaydedilmistir.

3.3.2.2 Western Blot

Eksozom izolasyonunun validasyonu igin, cksozoma ozgii tetraspanin grubu
proteinlerin (CD9, CD63 ve CD81) varliginin gosterilmesi Western-blot analizleri ile
yapilmistir. Ayrica proteinlerin hiicresel orijinli olmadigin1 gostermek igin negatif

kontrol CYC (sitokrom C) de analizlerde kullanilmistir.

SDS-PAGE Analizleri

SDS-PAGE analizlerinde TGX Stain-Free™ FastCast™ Acrylamide Kit, %10 (Bio-
Rad) asagidaki basamaklar takip edilerek Mini Protean Pre Cast Jel Sisteminde (Bio-
Rad) uygulanmistir. Her analiz 6ncesi asagidaki oranlarda taze %10’luk Amonyum

Persiilfat (APS) hazirlanmustir.

%10 APS

50 mg APS
500 pul dH20

% 10 APS
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1. Analize baslamadan 6nce 1 mm’lik cam plakalar kasete yerlestirilmis ve
ardindan Mini-PROTEAN Tetra Jel dokme standma sabitlenmistir. Daha
sonra resolving jel icerigi asagidaki hacimlerde hazirlanarak elde edilen
karigim vortekslenmistir. Hazirlanan karisim, kasete yerlestirilecek olan
taragin dis kismma kadar 0,5-1 cm kalacak sekilde dokiilmiis ve donmasi

beklenmistir.

Resolving jel
Resolver A 6 ml
Resolver B 6 ml
%10 APS 30 ul
Temed 3ul

2. Ardindan stacking jel icerigi asagidaki hacimlerde hazirlanarak
vortekslenmistir. Hazirlanan karisim kasetin bos kalan kismini dolduracak
sekilde dokiilmiis ve tarak yerlestirilerek elektroforez oncesi 30 dk

polimerizasyon i¢in bekletilmistir.

Stacking jel
Stacker A 1ml
Stacker B 1ml
%10 APS 10 pl
Temed 2 ul

3. Elde edilen ekzosomlara 1:loraninda 2X Laemmli sample buffer (Bio-Rad)
eklenerek homojenizatorde lize edilmistir.
4. lyice karisan ve jel kivami alan drnekler isitmali kuru blok igerisinde 95

°C’de 5 dk inkiibe edilmis ve proteinlerin denatiire olmas1 saglanmigtir.
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5. Inkiibasyon sonras1 drnekler oda 1sisinda sogutulmustur.

6. Jeller tanka yerlestirildikten sonra i¢ ve dis kisim 1X SDS elektroforez buffer1
ile doldurulmustur.

7. Taraklar jelden dikkatlice ¢ikarildiktan sonra 6rnek ve Laemmli sample
buffer karisimindan 10 pl alinarak kuyulara yiikleme yapilmistir.

8. Protein biiyiikliiklerinin belirlenmesi i¢in ilgili kuyucuklara protein
standartlar1 (Bio-Rad Precision Plus Protein Unstained Standards) 5 pl
hacimde ilave edilmistir.

9. Jeller 135 V’da 50 dk yliriitiilmiistiir.

10. Proteinlerin jel igerisinde ilerlemesi tamamlandiktan sonra, jeller dikkatli bir
sekilde iki cam plaka arasindan ¢ikarilmis ve 1X SDS elektroforez buffer:
icerisine alinmistir.

11. Jel tizerindeki proteinlerin goriintiilenmesi iBright CL750 Imaging System
(Invitrogen, Carlsbad, CA) kemoliiminesans goriintiileme sisteminde uygun

UV dalga boyunda gerceklestirilmistir.

Elektroforez basamagindan sonra SDS-PAGE jelleri Western Blot analizleri i¢in

PVDF membranlarina aktarilmistir.

v" Western Blot analizlerinde primer antikor olarak 4 °C'de anti-CD9, CD63,
CD81 ve Cytochrome C (CYC) antikorlar1 eklenmis ve gece boyunca inkiibe
edilecektir ve 1/100 diliisyonlar1 kullanilmistir.

v" Blocking buffer icerisinde 1:5000 olarak diliie edilmis Goat anti-mouse IgG
(H+L), HRP (Invitrogen, Carlsbad, CA) sekonder antikoru kullanilmustir.

Reaksiyonlarin goriintiilenmesi “Western Blot Analizleri” baglig1 altindaki protokol
takip edilerek iBright CL750 Imaging System (Invitrogen, Carlsbad, CA)

kemoliiminesans goriintiileme sisteminde gerceklestirilmistir.

Western blot basamaklan

Western blot analizleri, Eksozom izolasyonunun validasyonu igin, eksozoma 6zgii
proteinlerin (CD9, CD63 ve CD81) varligmin gosterilmesi amaciyla yapilmustir.
Western Blot Analizleri Trans-Blot Turbo Transfer Sisteminde (Bio-Rad, ABD)
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gerceklestirilmistir. Western blot i¢in kullanilan soliisyonlar ve basamaklar1 asagida

verilmistir.

100 ml 10X Transfer

Buffer (Bio-Rad)
1X Transfer Buffer 200 ml methanol

700 ml dH,0
10X'1L TBS 24,2 g Tris base
(Tris Buffered 80 g NaCl
Saline) pH 7.6 igin HCI
90 ml dH,0
1X TBS +
10 ml 10X TBS
Wash Buffer jgsml Ilgl)—l( EBS
(TBS/T) mi dH
450 pl Tween 20 (%0,1)

90 ml 1X TBS
10 ml BSA
50 ul Tween 20 (%0,05)

1X SDS elektroforez buffer igerisindeki SDS-PAGE jel, membrana transfer

Blocker Buffer
(BSA)

asamasina kadar bekletilmistir.

. PVDF membran blotlama oncesi 30 ml saf methanolde seffaf hale gelene

kadar yaklasik 3-4 dk bekletilmis seffaflandiktan sonra 30 ml 1X Transfer
icerisinde 3 dk bekletilmistir.
. Ardindan Transfer pedler (alt tist toplam 20 adet) 50ml 1X Transfer buffer

icerisinde 3 dk tutulmustur.

. Bu basamaklar tamamlandiktan sonra kaset ¢ikarilmis ve kasetin tabanina

birinci 1slatilmig ped (10 ad) ve lizerine PVDF membran daha sonra SDS-
PAGE jel diizgiin bir sekilde yerlestirildikten sonra jel ilizerine ikinci

1islatilmis ped (10 ad) yerlestirilerek sandvi¢ olusturulmustur.
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10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

Olusturulan sandvigteki hava kabarciklari roller ile giderilmistir.

Kasetin kapagi kapatilarak Trans-Blot Turbo Transfer Cihazmna (Bio-Rad,
ABD) yerlestirilmis ve 2,5 mA akimda 3 dk’da transferi ger¢eklestirilmistir.
Transfer sonrasinda SDS-PAGE jel ve membran, membrana aktarim
gerceklestigini kontrol etmek i¢in UV 151n altinda incelenmistir.

Transfer sonrasi PVDF membran 35 ml TBS/T igerisine alinmis ve 5 dk
calkalayicida tutulmustur.

20 ml blocking buffer igerisinde 200 pl (1:1000 oraninda) diliie edilmis anti-
CD9, CD63, CD81 ve CYC antikorlar1 primer antikor olarak kullanilmstir.
PVDF membran blocking buffer ile diliie edilen primer antikor igerisine
konulmus ve oda sicakliginda bir saat boyunca c¢alkalayicida inkiibe
edilmistir. Boylece hem bloklama islemi yapilmis hem de primer antikorun
baglanmasi saglanmastir.

Inkiibasyon sonrasinda PVDF membran TBS/T igerisine almarak 5 dk 3’er
kez yikanmistir.

Yikama sonrasinda UV 1sin altinda membrandan marker kismi steril bistiiri
ucu ile kesilerek ayrilmistir.

Marker bulunan membran ayr1 traye alinip 5 pl StrepTactin-HRP Conjugate
(Biorad, ABD) ile 5 ml TBS-T igerisinde (1:1000 oraninda diliisyon) oda
sicakliginda bir saat ¢alkalayicida inkiibasyona birakilmistir.

Diger kisitm membran ise ayr1 bir traye almarak 1:5000 oraninda Blocker
BSA ile diliic edilmis Goat anti-mouse IgG (H+L) HRP (Invitrogen)
sekonder antikoru igerisinde oda sicakliginda bir saat ¢alkalayicida

inkiibasyona birakilmustir.

Inkiibasyon sonrasmnda PVDF membranlar shaker’da 5 dk 3’er kez TBS/T ile
yikanmustir.
Yikama sonrasi kemoliiminesans goriintiileme i¢in Clarity Western ECL

Substrat (Bio-Rad, ABD) iireticinin agiklamalarina gére membran {izerine

ilave edilerek 5 dk muamele edilmistir.
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Membranin goriintiilenmesi iBright CL750 Imaging System (Invitrogen, Carlsbad,
CA) kemoliiminesans goriintiileme sisteminde uygun UV dalga boyunda

gerceklestirilmigtir.

3.3.2.3 Nanopartikiil izleme Analizi (NTA)

Serumlardan elde edilen ekzozomlarm boyutlarmin ve partikiil sayilarinin
incelenmesi igin NTA analizleri gergeklestirilmistir. NTA analizleri i¢in {ireticinin
kullanim kilavuzunda belirttigi gibi (NanoSight NS300 Kullanim Kilavuzu,
MANO0541-01-EN-00, 2017) belirli parametreler kullanilarak NanoSight NS300
(Malvern Panalytical Ltd., Malvern, Ingiltere) ile gerceklestirilmistir. Yakalamalar
ve analizler, yerlesik NanoSight Yazilimi NTA3.3.301  kullanilarak
gerceklestirilmistir. Tiim parcaciklarm bu seviyede goriiniir oldugu ve sinyal
doygunlugu olmadigi bir seviye olarak kamera diizeyi 14 olarak ayarlanmustir.
Algilama esigi ise belirsiz olanlar1 hari¢ tutarken ¢ogu gézlemlenen pargacigi iceren
5 olarak sabitlenmistir. Ornekler, niikleaz free su ile bir mL'lik nihai bir hacme
seyreltildi ve parcaciklarin/saniye oranini (30—100 parcacik/saniye) gozlemleyerek
konsantrasyonlar1 ayarlanmistir. Buna gore en uygun seyretme orani 100 kat olarak
belirlenmistir. Her 6l¢iim i¢in, su kosullar altinda bes ardisik 60 saniyelik videolar
kaydedilmistir: hiicre sicakligi 25 °C, siringa hizi 22 uL/s (100 a.u.). Eksozomlar,
488 nm lazer (mavi) ve bir bilimsel CMOS kamera kullanilarak tespit edilmistir.
NanoSight Yazilimi NTA3.3.301 yazilimin tarafindan verilen ortalama boyut, mod
(yani en ¢ok bulunan EV‘lerin boyut popiilasyonu) ve pargacik/mL bilgileri

incelenerek NTA analizi tamamlanmustir.

3.4 Eksozomal miRNA’larin Izolasyonu ve Yeni Nesil Dizileme (NGS)

Platformunda Sekanslanmasi

3.4.1 Serum Orneklerinden Eksozomal miRNA Izolasyonu

Calisma kapsaminda akut, subklinik ve non-enfekte gruplardaki 15’er sigirdan elde
edilen serum her sigirin serum Orneginden 200 pl almarak (Akut ve subklinik
gruplarda birlestirmelerde parazitemi degeri dikkate alinmistir) ve her grup i¢in ii¢
replikasyon olusturulmustur. Bu sekilde her grup i¢in ii¢ 6rnek olmak iizere toplam
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dokuz o6rnek miRNeasy Serum/Plasma Kit (50) (Qiagen, Hilden, Almanya)

protokoliine gére miRNA izolasyonu gerceklestirilmistir.

v
v

<

Sigir gruplarmin serum 6rnekleri icin Midi kolon kullanilmaistir.
Ornekler XBP soliisyonu ile 1:1 oraninda karistirilarak tiip bes kez alt
st edilmistir.

Ornek/XBP soliisyonunun tamami exoEasy kolonlarina aktarilmis ve
ardindan1000xg’de +4 °C 1 dk santriftij edilmistir.

Santrifiij sonrast kolonun altinda bulunan toplama tiipiiniin
icerisindeki igerik uzaklastirilmis ardindan kolon tekrar ayni toplama
tiipline yerlestirilmistir.

Kolon tizerine 3,5 ml XWP soliisyonu eklenmis ve ardindan
5000xg’de +4 °C 5 dk santriflij edilmis ve toplama tiipti atilip kolon
yeni bir toplama tiipiline yerlestirilmistir.

Kolon igerisine 700 ul Qiazol soliisyonu eklenerek 5000xg’de +4 °C
5 dk santrifiij edilmis ve santrifiij sonrasi toplama tiipiinde biriken sivi
steril 1,5 ml hacme sahip ependorfa aktarilmis ve hizlica
vortexlenmistir. Oda 1si1sinda 5 dk inkiibe edilmistir.

Inkiibasyon sonunda 90 pl kloroform ependorfa ilave edilerek 15
saniye (sn) boyunca hizlica galkalanmistir. Oda 1sisinda 3 dk tekrar
inkiibe edilmistir.

Inkiibasyon sonunda 12.000xg’de +4 °C’de 15 dK santrifiij edilmistir.
Santrifiij sonrasinda li¢ ayr1 faza ayrilan Orneklerin st kisimda
bulunan seffaf rekli RNA’y1 igeren kismu ayr1 bir steril 1,5 ml hacme
sahip ependorfa alinmistir.

RNA igeren kisima kendisinin 2 kat1 hacimde etanol eklenerek iyice
karistirilmistir.

Elde edilen karisim RNeasy MinElute kolonunda tamami bitene kadar
8000xg’de +4 °C’de 15 sn santrifiij edilmistir.

Santrifiij sonunda toplama tiiplinde biriken igerik uzaklastirilmis ve
kolon ayni toplama tiipiine yerlestirerek kolona 700 pul RWT

soliisyonu eklenmis ve 8000xg’de +4 °C’del5 sn santriftij edilmigtir.
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v" Toplama tiipii icerisindeki sivi uzaklastirilmis kolon ayni toplama
tiipline yerlestirilmis ve kolona 500 ul RPE soliisyonu eklenerek
8000xg’de +4 °C’de 15 sn santriflij edilmis ve takiben toplama
tiipiinde biriken siv1 bosaltilarak tekrar yerlestirilmistir.

¥v" Kolona 500 RPE soliisyonu eklenmis ve 8000xg’de 2 dk santrifiij
edilmis ve toplama tiipli igerisinde biriken siviyla birlikte atililarak
kolon yeni bir toplama tiipii yerlestirilmistir.

v" Kolonun kapagi agik bir sekilde santrifiij cihazmin en yiiksek hizinda
5 dk membran kurutulmak i¢in santrifiij edilmistir.

v Santrifiijden sonra kolon steril 1,5 ml ependorfa yerlestirilmis ve 14
ul RNase-free steril su kolona eklenerek 1 dk oda isisinda inkiibe
edilmistir.

v' Inkiibasyondan sonra kolonun kapag: kapatilmis ve santrifiij cihazinin
en yiikksek hizinda 1 dk santrifij edilerek RNA izolasyonu
tamamlanmustir.

v' Elde edilen RNA’lar sonraki analizlerde kullanilmak {izere -80 °C

dondurucuya kaldirilmastir.

3.4.2 Eksozomal miRNA lizolatlarmn Yeni Nesil Dizileme (NGS)
Platformunda Sekanslanmasi

Her bir grup icin serum replikasyonlarindan elde edilen eksozomal miRNA
izolatlarmin NGS platformunda sekans analizleri Genoks Genetik Hastaliklar
Degerlendirme Merkezi (Ankara, Tirkiye) firmasi iizerinden hizmet alimi olarak
gergeklestirilmistir. NGS protokolii 6zet olarak takip eden seklide uygulanmistir:
Small RNA kiitiiphaneleri Illumina platformu i¢in gelistirilen NEBNext, Multiplex
Small RNA Library Prep Set (NEB) kiti kullanilarak iireticinin protokoliine gore
olugturulmustur. Reverse transkripsiyon primeri, 5' adaptor ligasyonunu takiben
ornek basma 10 ng RNA'nm 3' adaptér ligasyonundan sonra hibridize edilmistir. Tlk
iplik cDNA sentezinden sonra Illumina platformuyla uyumlu barkod primerleri
kullanilarak 12 dongiilik PCR gerceklestirilmistir. Hazirlanan kiitliphane native
%7’1lik poliakrilamid jel (PAGE) ile yiiriitiilerek degerlendirilmistir. 160-180 bp'ye
karsilik gelen DNA fragmentleri (3 ’ve 5° adaptorler dahil) 10 ul DNase ve RNase
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icermeyen su i¢inde geri ekstrakte edilmistir. Elde edilen kiitiiphane konsantrasyonu
DNA 1000 Chips ile Agilent 2100 Bioanalyzer’da olgiilmiistiir. Sekanslama
kiitiiphaneleri Illumina NextSeq 550 platformunda sekanslanmistir.

3.5 microRNA Dizileme Verilerinin Biyoinformatik Analizleri

3.5.1 Veri Onisleme

Ham kiiglik RNA-dizileme verilerinde diisiik kaliteli okumalar (phred <QZ20),
adaptor dizileri, %5’ten fazla N olan okumalar ile 15 bazdan kisa okumalar fastp
v0.20 (Chen ve ark., 2018) yazilimi kullanilarak filtrelenmistir. Temiz okumalarin
kalite kontrolii FastQC (http://www.bioinformatics.bbsrc.ac.uk/projects/fastqc) ve
MultiQC v1.8 (Ewels ve ark., 2016) yazilimlar1 ile degerlendirilmistir. Tiim temiz
okumalarin dizi uzunlugu dagilimi hesaplanmis ve coMpSRA v1.0.3 yazilimi (Li ve
ark., 2020) ile gorsellestirilmistir. Kalan diziler BLASTn v2.11.0 yazilimi
kullanilarak Rfam 14.4 veritabaninda hizalama analizlerine tabii tutulmus ve rRNA,
tRNA, snoRNA, snRNA ve diger kodlama yapmayan dizilimler (miRNA’lar
disindakiler) filtrelenmistir. Sonraki basamakta bilinen miRNA’larin tespit edilmesi
icin temiz okumalar, BLASTn v2.11.0 yazilimi ve -task “blastn-short” segenegi
kullanilarak sigir miRNA veri taban1 (mirBase) ve T. annulata i¢in yaymlanmis
small RNA verileri ile ilgili prekiirsor ve olgun dizilere hizalanmistir. Potansiyel yeni
miRNA tahmini i¢in, temiz okumalar miRNA’lara 6zgi dizilerin Bowtie2 (v2.2.5)
(Langmead ve Salzberg 2012) yazilimi ve gen transfer formati (gtf) verisi
kullanilarak Bos taurus (GCA 002263795.2) ve T. annulata (GCA_000003225.1)
genomlarma hizalanmasiyla gergeklestirilmistir. Takiben, bilinen ve potansiyel yeni
miRNA’larin ve ikincil yapilarin tahmin edilmesi icin miRDeep2 v2.0.1.2
(Friedlander ve ark., 2012) yazilimi kullanilmistur.

3.5.2 Anlamhhk Testleri

miRNA ifade verilerinin gruplar arasinda karsilastirilabilmesi ve T. annulata
enfeksiyonuyla iliskili miRNA’larin belirlenebilmesi igin, tespit edilen her
MIRNA’nin okuma sayilart milyondaki transkript sayisi (TPM) ya da ortanca orani

yontemleri (Love ve ark., 2014) ile normallestirilmistir. Gruplar arasindaki anlamli
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miRNA’larin tespitine yonelik ti¢ farkli yontem, DESeq2 v1.30 (Love ve ark 2014),
edgeR v3.14 (Robinson ve ark., 2010) ve limma (Ritchie ve ark.,, 2015)
uygulanmistir. Coklu test probleminin giderilmesi amaciyla elde edilen p degerleri
Benjamini-Hochberg (1995) prosediiriine (Benjamini ve Hochberg 1995) gore
diizeltilmistir. Dizeltilmis p degeri %5’in altinda olan ve kat degisimi 2 katin
iizerinde olan miRNA’lar anlamli kabul edilmistir. Anlamli bulunan miRNA’larin
hedeflerinin tespitine yonelik TargetScan v7.2 (Agarwal ve ark., 2015) ve miRmap
(https://mirmap.ezlab.org/app/) (Vejnar ve ark., 2013) yazilimlar1 kullanilmistir. Elde
edilen hedef genlerin kesisimi, nihai kestirim sonucu olarak kullanilmistir. Bu genler
kullanilarak, GOSeq v1.42 R package ve KOBAS v3.0 (Xie ve ark., 2011)
yazilimlar1 yardimiyla, gen ontolojisi (GO) fonksiyonel zenginlestirme analizleri ve

Kyoto Gen ve Genom Aksiklopedisi (KEGG) yolak analizleri ger¢eklestirilmistir.

3.6 Theileria annulata Enfeksiyonu ile iligkili miRNA’larin RT-qPCR ile
Validasyonu

Dizileme analizlerinde gruplar arasinda ifade diizeyi 6nemli bulunan dort eksozomal
miRNA'In dolasimdaki ekspresyon seviyeleri sekanslama verilerinin validasyonu
icin RT-qPCR platformunda analiz edilmistir. Bu amacla her gruptaki ayni
bireylerden porsiyonlanarak ayrilmis serumlardan (akut enfekte, subklinik enfekte ve
non-enfekte gruplarindaki 15’er sigir) miRNeasy Serum/Plasma (Qiagen, ABD)
izolation kitiyle miRNA izolasyonu gerceklestirilmistir. Elde edilen miRNA
konsantrasyonu ve Kalitesi Qubit MicroRNA Assay Kit (Thermo Fisher Scientific,
Waltham, MA, ABD) ile belirlenmis ve RT-qPCR analizlerinde kullanilmak {izere -
80 °C'de muhafaza edilmistir.

Komplementer DNA’larin (cDNA) elde edilmesi i¢in izole edilen RNA’larin
ProtoScript® II First Strand cDNA Synthesis (NEB, ABD) Kitinin standart protokolii
takip edilerek reverse transkripsiyonu gergeklestirilmistir. Kit protokolii takip
edilirken kit igerisinde bulunan ramdom primerler yerine dizayn edilen stem-loop
primerleri ve normalizasyon primeri i¢in U6 gen bdlgesi primeri kullanilmistir.

Kullanilan stem-loop primerleri ve normalizasyon primeri Tablo 4.1°de verilmistir.
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Tablo 4.1 cDNA sentezinde kullanilan stem-loop primerleri.

Primer adi  Stem-Loop RT-Primer

GTCGTATCCAGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACTGGATACGACT
bta-mir-29d AATCG
bta-miR- GTCGTATCCAGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACTGGATACGACCT
124a TGGC
bta-miR- GTCGTATCCAGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACTGGATACGACC
122 AAACA
GTCGTATCCAGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACTGGATACGACTC
bta-mir-136 CATC
U6-RrtS CGCTTCACGAATTTGCGTGTCAT

Stem-loop primerleri ve U6 normalizasyon primeri 10 pmol’e sulandirilip her
primerden 5 upl alinarak primer mix hazirlanmistir. Elde edilen primer mix
karigimindan 2 pl, miRNA’den 2 pl alinip karisim miktar: nuclease free su ile 8
ul’ye tamamlanmistir. Sonrasinda elde edilen mix 65 C’de 5 dk inkube edilip hemen
buz lizerine konulmustur. Elde edilen mix tizerine 10 pl ProtoScript 11 Reaction Mix
(2X) ve 2 ul ProtoScript 11 Enzyme Mix (10X) eklenerek sirasiyla 25°C de 5 dk,
42°C 1 saat ve son olarak enzim denatiirasyonu i¢in 80°C de 5 dk tutularak
CDNAler elde edilmistir. Elde edilen cDNA’lar Luna® Universal qQPCR Master Mix
(NEB, ABD), ve dizayn edilmis primerlerle (Tablo 4.2) CFX Connect Real-time
PCR sisteminde (Biorad, ABD) amplifikasyona tabii tutulmustur.

Tablo 4.2 qPCR analizinde kullanilan miRNA primer ¢iftleri

Primer adi 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-  GCTTCGGCAGCACATATACTAAA CGCTTCACGAATTTGCGTGTC
RS AT AT
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Internal normalizasyon kontrol i¢in U6 small RNA kullanilmistir. Tiim &rnekler iic
tekrarli galisilmistir. qPCR igin termal dongii; 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
uygulanmis ayrica primer spesifikligini konfirmasyonu i¢in melt egrisi basamagi
protokoliin sonuna eklenmistir. Elde edilen okumalar (Cq degerleri) U6 small RNA
okumalar1 ile normalize edilerek ““Ct yontemi ile gruplar arasindaki hedef
miRNA’larn rolatif ekspresyon diizeylerinin hesaplanmasinda kullanilmigstir (Faraldi

ve ark., 2019).
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4. BULGULAR

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

Hayvanlarin Belirlenmesi ve Calisma Gruplarinin Olusturulmasi

Calisma kapsaminda bolgedeki 6zel calisan veteriner hekimlerin bildirimleri ile akut
theileriosis klinik belirtileri sergileyen sigirlarin bulundugu isletmelere gidilerek
hayvanlarin klinik bulgular1 degerlendirilmis ve akut theileriosis olarak klinik teshis
veteriner hekim egliginde konulmustur (Sekil 4.1). Calisma kapsamina alinan akut

enfekte hayvanlarin perifer kan ile lenf yumrusu aspirati frotilerinin incelenmesinde

tipik olarak T. annulata sizont ve piroplasmik formlarin varlhigi tespit edilmistir
(Sekil 4.2).

Sekil 4.1 Arastirma bolgesinde akut theileriosis’li sigir (orijinal)



Sekil 4.2 Akut enfekte sigirn lenf aspirati frotisinde belirlenen T. annulata sizontlar: (B);
Perifer kan frotisinde belirlenen T. annulata piroplasmik formlari (A) (orjinal)

Calisma kapsaminda subklinik enfekte ve non-enfekte sigirlarin belirlenmesi i¢in
akut enfekte hasta hayvanlarin bulundugu isletmelerden 6rneklenen toplam 50 sigira
ait kan orneklerinden elde edilen gDNA izolatlar1 T. annulata varhig: yoniinden 6n
basamakta TASP qPCR ile analiz edilmis ve 27’sinin molekiiler olarak pozitif
oldugu tespit edilmistir (Sekil 4.3). Ayrica akut enfekte gruba dahil edilen sigirlarin
da TASP gPCR ile pozitif oldugu belirlenmistir. Subklinik enfekte oldugu molekiiler
olarak belirlenen 27 sigirin perifer kan frotilerinin incelenmesinde 20 Ornege ait
frotide piroplasmik formlar goriilmiistiir (Sekil 4.4). Akut enfekte gruba klinik tablo,
mikroskobi ve qPCR pozitif degerlendirilen toplam 15 sigwr dahil edilmistir.
Subklinik enfekte belirlenen 27 sigirdan 15’1 takip eden parazit yiki
hesaplamalarina gore ilgili gruba dahil edilmistir. Ayrica TASP qPCR analizleri ile
negatif belirlenen hayvanlardan 10’u ile yeni dogan bir haftalik bes adet buzagidan
kan Ornekleri de molekiiler ve mikroskobik analizlere tabii tutularak non-enfekte

grup olusturulmustur.
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Sekil 4.3 Theileria annulata spesifik TASP qPCR ile pozitif degerlendirilen bazi sigirlara ait
amplifikasyon egrileri (A) ve spesifik melt egrisi (B)

Sekil 4.4 Theileria annulata ile subklinik enfekte belirlenen bir sigirm perifer kan
frotilerinde tipik piroplasmik formlar (orjinal)

4.2 Cahsma Gruplarma Dahil Edilen Akut ve Subklinik Sigirlarda T.

annulata Gen Kopya Sayilar1 (GCN) ve Parazit Yiikleri Uzerine Sonuglar

Akut ve subklinik enfekte gruplara dahil edilen grup basina 15 olmak {izere toplam
30 sigirin tam kan orneklerinden ¢ikarilan gDNA izolatlarinda 6ncelikle TASP gen
bolgesi spesifik primerlerle PCR’da ¢ogaltilmis ve tiim 6rneklerde hedef biiytikliikte
(1065 bp) amplikonlar agaroz jel iizerinde belirlenmistir (Sekil 4.5).

46



Sekil 4.5 Akut ve subklinik enfekte gruplardaki sigirlara ait gDNA izolatlarinin TASP PCR
analizi sonucu agaroz jel iizerinde belirlenen amplikonlar

Gen kopya sayilar1 (GCN) ve parazit yiikii hesaplamalar1 igin ilgili protokole
gecmeden Once her iki gruptaki hayvanlara ait TASP gen bdlgesi amplikonlari
Sanger platformunda sekanslanarak T. annulata konfirmasyonu yapilmistir. Elde
edilen 30 6rnege ait niikleotid sekanslarinin hizalama analizleri sonucu %100 benzer

olduklar tespit edilmistir. Sekil 4.6’da bir 6rnege ait TASP gen bolgesi niikleotid

dizisi sunulmustur.

| " » » " P 9 » M " w " » ™ w0
TTCCTTTAGATCGACAACTTAATCCTATCGATTTTGATCCCAATGATGATCAACAGCCTTTGEACCCTAATCAACTTATGGATCAAATTGAACAATCTCAAGAAGATACACAACAAGAACCTATAGAACCACAACAACCAA

0 m 0 1 %0 0 Bl m 0 E E) m =
CTCAACCATCTACAGAACCCGAAGAGTTACAACCAGAAACTGTTACAGTAGAAGTTCCAGAACCCGTTACATCAGAAGAACCTAAAGAATCGGATCAAACTGAAGAACARAAACACGAAGAACCTGAAGCATCTCCAGCTC

) 1 3 M E) Y £ = m w w
CTGAACCAGTTGATGAACCCGCAGTTCATGCTACTGAATCTACTCCTACTAAAGCAAGTTCCAGTGGTGAAGGAGCAGCTGTTTGTCATGGAAAACATCATGATGATGACTCTGACGGGAAAGAATCTAAATCCGATCATG

@ @ @ @ @ @ @ w p = = s w L
ATAAGCGCCCGAAGGGTAATTTTTATTTATCACATATCTTATATTACTTATTATTGCTAATTTATTATCAGATAAAAAACCATTCGTGCCCAAGACATCGCAATGTTGTGGACCATTCTTCACAAATTCATATAARATTGT

ey ® ey @ w @ o s “ w o w = w
TGTAGCGTTTGACTGGTGGTTATGTGACAAGGTAAGACTCCATAATATTTATTTAATATTTATTAATTTATTATAAAGAGATTCATTTATCTTTAGCCATGGCAATACGCTCTAACATTGTTGGCCTTGTTTGGCTTTTCA

7 m 2 " i) m m M o0 B B B "
TTTTTGAGTCCATGTTTGAAGGCCTACAGAGAAGTCCTCCGTGCAAAAGCTATTAGGAGTTTTATCTTCGATTGTTTTTTGACACACCTCTTTCTCTTTTTGATTGCTTTCTGTGCTTATGCATTGGACTTTTTACTCATG

w w w o w w o w » =
CTTGTTGTAATGACCTTCAATGTTGGTGTATTCTTTGCCGTTATCACAGGCTATACTGTGGECTACTTGGTTTECTCATTAGCCTATTCAACT

Sekil 4.6 Enfekte belirlenen bir sigirda T. annulata TASP gen bolgesi niikleotid sekansi
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Gen kopya sayisi (GCN) ve parazit yiikiiniin izolatlarda belirlenmesi i¢in bir 6rnege
ait TASP PCR iiriinii pJet 1.2 plazmid vektore klonlanarak rekombinant plazmid elde
edilmistir. E. coli ToplO hiicrelerine transforme olan plazmidleri igeren kati
besiyerindeki koloniler PCR ile konfirme edilerek (Sekil 4.7) sivi besi yerine

aktarilmig ve sonrasinda hiicresel peletlerden plazmid DNA izolasyonu yapilmuistir.

I

Sekil 4.7 TASP gen bolgesi yoniinden kati1 besi yerinde iireyen E. coli hiicrelerinin koloni
PCR analizi sonucu belirlenen pozitif koloniler

Elde edilen rekombinant plazmid DNA’nin konsantrasyonu belirlendikten sonra

asagidaki formiile yerlestirilerek gen kopya sayist hesaplanmistir:

GCN = 6.02 x 10% (copy/mol) X Amount of DNA (g)
DNA length (bp) x 660 (g/mol/bp)

DNA uzunlugu = Plasmid uzunlugu (2974 bp) + insert uzunlugu (tasp = 1065 bp), =
4039bp; DNAMiktar1 = Plasmid konsantrasyonu 50,3x10™ = 1,14X10%

Gen kopya sayis1 (GCN) hesaplanan rekombinant plazmid 6nce 1/10 sulandirilmis ve
qPCR’da baslangi konsantrasyon olarak 1,14X10° alnmustrr. Bu  sekilde
1,14X109’dan 1,14 x10%’e kadar 10 tabaninda sulandirmalar hazirlanarak 9 standart
olusturulmustur. Ilgili standartlar {i¢ tekrarli olusturularak qPCR sonucu elde edilen
amplifikasyon, melt curve ve standart egrileri Sekil 4.8’de gosterilmistir. Akut ve
subklinik enfekte hayvanlara ait genomik DNA Orneklerinin standartlara gore
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GCN’leri ve ilgili formiile gore belirlenen parazit yiikleri (parazitemi) Tablo 4.1°de

verilmistir.

Melt Peak

-d(RFU)/dT

+ + + + + + +
85 70 7% 80 85 20 95
Temperature, Celsius

+ t t + t t + + t
1 2 3 4 5 6 7 8 9

Log Starting Quantity
Q Standard
X Unknown

—— SYBR E=87,2% R"2=0,934 Siope=-3 654 y-int=41,426

Sekil 4.8 TASP rekombinant plazmid DNA ile olusturulan standartlar ve Orneklere ait
genomik DNA’larin qPCR analizi sonucu belirlenen amplifikasyon (A), melt curve (B) ve

standart egrileri (C). C grafisi {izerindeki “X” sembolleri 6rnekleri, “O” sembolleri ise
stardartlar1 ifade etmektedir.
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Tablo 4.1 Akut ve Subklinik enfekte gruplarindaki sigirlarda hesaplanan GCN ve Parazitemi
diizeyleri. Aynmi grupta farkli renkte gosterilmis sigirlara ait serumlar parazitemi diizeyleri
temelinde 5’erli olarak birlestirilmis ve 3 replikasyon olusturulmustur.

Sigir Gruplar GCN Parazitemi
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

Akut Enfekte 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
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

Subklinik enfekte 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 sigirlarin parazitemi diizeylerine gére dagilim
grafigi Sekil 4.9°da gruplarmn istatistiksek analizi ise Tablo 4.2°de verilmistir. Akut
enfekte sigirlarda belirlenen parazitemi diizeyleri subklinik enfekte sigirlara oranla
yiikksek belirlenmis ve bu farklilik istatistiksel olarak da ©Onemli bulunmustur

(p<0,05).
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Sekil 4.9 Akut ve subklinik enfekte gruplardaki sigirlarin parazitemi diizeylerine gore

dagilim grafigi.

Tablo 4.2 Akut ve subklinik enfekte gruplardaki sigirlarin parazitemi diizeylerine gore

gruplarin 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 sigirlarin serum ornekleri (15 sigi/grup)
parazitemi diizeylerine gore kategorize edilerek beserli olarak birlestirilmis ve her

grup icin ii¢ tekrar olusturulmustur.

4.3  Serum Orneklerinde Eksozomlarin Karakterizasyon Sonuclar

4.3.1 Taramal Elektron Mikroskop (SEM) Sonuglari

Calismada tiim gruplardaki sigir serumlarindan elde edilen eksozomlarin SEM
analizi sonucu Sekil 4.10°da verilmistir. SEM analizi sonucu eksozomlara 6zgii
yuvarlak-sekilli (round-shape) ve 70-150 nm boyutunda tipik vezikiiller tespit

edilmistir.

200 nm

EHT = 25.00 kV Mag= 75.00 K X Date 26 May2022 (=) CrNamMmM

Sekil 4.10 Eksozomlardan elde edilen SEM goriintiileri (orjinal)

4.3.2 Nanopartikiil izleme Analizi (NTA) Sonuclar

Calismada tiim gruplardaki sigir serumlarindan elde edilen eksozomlarm NTA
Olctimleri, ana parcacik boyutundaki en biiylik pikin yaklagik 79 nm oldugunu ve
genel boyut dagiliminin da 70 ila 200 nm arasinda oldugunu (Sekil 4.11) gdstermis

olup sonuglar eksozomlarin karakterizasyonunu saglamistir.
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Sekil 4.11 Sigir serumlarindan elde edilen eksozomlarin NTA ile partikiil boyutu dagilimi

(orjinal)

4.3.3 Western Blot Analizi Sonuclar:

Calismada tiim gruplardaki sigirlardan izole edilen eksozomlardan elde edilen

proteinlerin SDS-PAGE ve sonrasinda spesifik antikorlarla Western Blot analizleri

sonucunda eksozom markérleri CD9, CD63 ve CD81’in tiim 6rneklerde ifade oldugu

tespit edilmis (Sekil 4.12) ve eksozomlarin karakterizasyonu saglanmaistir.
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Sekil 4.12 Sigir serumlarindan elde edilen eksozomlara ait proteinlerin Western Blot analizi
sonucu (orjinal)

4.4 Sigir Gruplarinda Eksozomlarin small-RNA Profilleri

Illumina NextSeq 550 dizileme sonucunda akut, subklinik ve non-enfekte gruplarda
3’er replikasyon olmak iizere (her bir replikasyon bes sigir serumunun birlestirilmesi
ile olusturulmustur) toplam dokuz ornegin her bir 6rnek basina ortalama 15,84
milyon okuma ve 6rnek basma ortalama 783 milyon bazdan olusuna ham veri elde
edilmistir. Toplam okuma sayis1 yaklagik 142,6 milyon, toplam baz sayisi ise

yaklagik 7,1 milyar olarak tespit edilmistir (Tablo 4.3).
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Tablo 4.3 Sigir serumlarindan elde edilen eksozomlarin okuma istatistikleri.

Dosya | Sekans Toplam Minimum | Ortalama | Maksimum | Q20 | Q30 | GC

Sayisi Uzunluk Uzunluk | Uzunluk Uzunluk (%) | (%) | (%)
AlE1l | 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 39 494 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 39 494 50 95.02 | 93.19|54.24
S1E1 |13929002 |688001477 35 494 50 93.63 | 91.43|54.82
S2E1 | 15869794 | 784225007 35 494 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 sekilde gerceklestirilen filtreleme

islemi sonrasi elde edilen Tablo 4.4’te verilen ortalama okuma sayis1 10,9 milyon,

baz sayis1 336,7 milyon olarak elde edilmistir. Filtreleme islemi sonrasi elde edilen

toplam okuma sayis1 130,9 milyon, baz sayis1 ise 4 milyardir.

Tablo 4.4 Sigir serumlarindan elde edilen ekzosomlarin filtrelenmis okuma istatistikleri.

Dos Sekans Toplam Minimum Ortalama Maksimum Q20 Q30 GC

ya Sayisi Uzunluk Uzunluk Uzunluk Uzunluk (%) (%) (%)
AlE | 14189992 | 427457520 18 30.1 50 96.11 | 95.04 | 52.76
,16\2E 12100973 | 367903150 18 304 50 96.16 | 95.08 | 52.32
,16\3E 13517422 | 416137763 18 30.8 50 96.27 | 95.16 | 51.08
élE 7932004 | 243560838 18 30.7 50 96.06 | 94.99 | 52.98
éZE 13467231 | 411573697 18 30.6 50 96.46 | 95.48 | 52.44
é3E 7945105 | 242335930 18 30.5 50 96.19 | 95.09 | 52.66
élE 7165403 | 226382823 18 31.6 50 95.47 | 94.17 | 52.62
éZE 10417196 | 325886157 18 313 50 96.34 | 953 | 52.3
é3E 10397701 | 322063110 18 31 50 96.28 | 95.25 | 52.84
1
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4.5 Eksozomal microRNA’larn identifikasyonu ve Uzunluk Analizleri

Small RNA gecerli verileri uzunluk taranmasina tabii tutularak 18-26 nt baz
uzunlugu olan diziler korunarak biyoinformatik analizlerle miRNA molekiilleri
olarak identifiye edilmistir. Her bir deney grubu ve ilgili biyolojik tekrarlar1 i¢in elde
edilen bilinen ve yeni miRNA sayilar1 Tablo 4.5’te verilmistir. Biyolojik tekrar ve
deney grubu diizeyinde belirlenen miRNA sayilar1 sirasiyla Sekil 4.13 ve Sekil
4.14’te gosterilmistir.

Tablo 4.5 Her bir deney grubu ve ilgili biyolojik tekrarlar1 igin elde edilen bilinen ve yeni
miRNA sayilart.

Non- Non- Non- | Ak | Ak | Ak | Sub- | Sub- | Sub-
Enfekte | Enfekte | Enfekte | ut | ut | ut | Klinik | Klinik | Klinik
1 2 3 112 3 1 2 3
Bilinen miRNA Sayisi
(Biyolojik Tekrar) 220 218 223 229|247 340|201 249 237
Yeni miRNA Sayisi
(Biyolojik Tekrar) 43 30 29 45 |41 |51 |25 36 29

Biyolojik Tekrar Diuzeyinde miRNA Sayilari

400
350
300

250

DII Il II Il Il ‘l I- Il =

Non-Enfekte 1 Non-Enfekte 2  Non-Enfekte 3 Akut 1 Akut 2 Akut 3 Sub-Klinik 1 Sub-Klinik 2 Sub-Klinik 3

2

8

1

w
=]

1

8

w
o

o Bilinen miRNA Sayisi (Biyolojik Tekrar) o Yeni miRNA Sayisi (Biyolojik Tekrar)

Sekil 4.13 Biyolojik tekrar diizeyinde belirlenen miRNA sayilar1.
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Deney Grubu Dilzeyinde miRNA Sayilari

350

300
250
200
150
100
o]
Non-Enfekte Akut Sub-Klinik
H Bilinen miRNA Sayisi (Deney Grubu) = Yeni miRNA Sayisi (Deney Grubu)

Sekil 4.14 Deney grubu diizeyinde belirlenen miRNA sayilari.

Calismada analiz edilen sigir gruplarinda tespit edilen bilinen ve potansiyel yeni
miRNA’lar mature dizilimleri, uzunluklari ile birlikte non-enfekte, akut ve subklinik

enfekte gruplar i¢in sirastyla Tablo Ek1-Ek6’da verilmistir.

Sigir gruplarinda belirlenen eksozomal miRNA’larin uzunluklar1 Tablo 4.6°da
verilmistir. Bilinen ve potansiyel yeni ekzosomal miRNA'larin uzunlugunun 18 ila
25 nt arasinda degistigi goriilmiistiir (Sekil 4.15 ve Sekil 4.16). Toplam bilinen
miRNA uzunlugu dagiliminda, en yogun boyut sinifinin 18 nt oldugu, bunu sirasiyla
19 nt, 20 nt ve 22 nt takip ettigi belirlenmistir (Sekil 4.15). Toplam yeni miRNA
uzunlugu dagiliminda, en yogun boyut sinifinin 22 nt oldugu, bunu sirastyla 21 nt, 23
nt ve 20 nt takip ettigi tespit edilmistir (Sekil 4.16). Hem bilinen hem de potansiyel
yeni miRNA'lar i¢in bu dort boyut smifinin toplaminin, toplam miRNA'larin toplam

sayisinin %50'sinden fazlasini olusturdugu goriilmiistiir.

Tablo 4.6 Sigir gruplarinda belirlenen eksozomal bilinen ve yeni miRNA’larin uzunluklar.

Say1 Uzunluk Oran (%)
103 18 44,78

45 19 19,57

29 20 12,61

17 21 7,39

Bilinen miRNA'lar
19 22 8,26
9 23 3,91
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24 1,74
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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19.57%

Sekil 4.15 Sigir gruplarindan elde edilen bilinen eksosomal miRNA'larin uzunluklarinin
dagilimu.

23
24

[]as
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Sekil 4.16 Sigir gruplaridan elde edilen yeni eksosomal miRNA'lari uzunluklarinin
dagilimi.

4.6  Sigir Gruplar Arasinda Farkh ve Ortak Bilinen microRNA’larin Dagilim

Akut enfekte, subklinik enfekte ve non-enfekte sigir gruplarinin serumlarinda
belirlenen bilinen miRNA’larin gruplar arasinda ikili kiyaslamalarini gésteren Venn
diyagramlar1 Sekil 4.17-Sekil 4.19°da gosterilmistir. Non enfekte ve akut enfekte
gruplar arasinda 216 ortak miRNA bulunurken 26 miRNA yalnizca Non enfekte
grupta, 87 miRNA ise yalnizca akut enfekte grupta belirlenmistir (Sekil 4.17).

Non-enfekte Akut

Sekil 4.17 Non-enfekte ve Akut enfekte sigir gruplarinin serumlarinda belirlenen bilinen
miRNA’larm ikili kiyaslamalarin1 gosteren Venn diyagramu.
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Non enfekte ve subklinik enfekte gruplar arasinda 193 ortak miRNA bulunurken 49
miRNA yalnizca non-enfekte grupta, 44 miRNA ise yalnizca subklinik enfekte
grupta belirlenmistir (Sekil 4.18).

Non-enfekte Subklinik

44
(15.4%)

Sekil 4.18 Non-enfekte ve subklinik enfekte sigir gruplarimin serumlarinda belirlenen bilinen
miRNA’larm ikili kiyaslamalarini gosteren Venn diyagram.

Subklinik ve akut enfekte gruplar arasinda 204 ortak miRNA bulunurken 33 miRNA
yalnizca subklinik enfekte grupta, 99 miRNA ise yalnizca akut enfekte grupta
belirlenmistir (Sekil 4.19).

61



Subklinik Akut

99
(29.5%)

Sekil 4.19 Subklinik enfekte ve akut enfekte sigir gruplarmin serumlarinda belirlenen bilinen
miRNA’larmn ikili kiyaslamalarin1 gésteren Venn diyagramu.

Her ii¢ grubun venn diagrami incelendiginde (Sekil 4.20), 183 miRNA’nin her ii¢
grupta ortak bulundugu belirlenmis, 16 MiRNA yalnizca non-enfekte grupta, 23
miRNA yalnizca subklinik enfekte grupta ve 66 miRNA da yalnizca akut enfekte
grupta tespit edilmigtir (Sekil 4.20).

62



Non-enfekte Akut

Subklinik

Sekil 4.20 Non-enfekte, akut enfekte ve subklinik enfekte sigir gruplarmin serumlarinda
belirlenen bilinen miRNA’larmn kiyaslamalarii gdsteren Venn diyagrami

4.7 Sizir Gruplan Arasinda Farkh ifade Edilen Bilinen microRNA’larin

Analiz Sonuc¢lan

Sigir gruplart arasinda karsilagtirmali analiz sonucunda farkli ifade edilen bilinen
miRNA’lar Tablo 4.7°da verilmistir. Gruplar arasinda upregiile veya downregiile

oldugu belirlenen miRNA’lar ayrica Sekil 4.21°de gdsterilmistir.

63



Tablo 4.7 Sigir gruplar arasinda karsilastirmali analiz sonucunda farkli ifade edilen bilinen
miRNA’lar.

Artan Ifade Azalan ifade
Kontrol vs. Akut 13 0
Kontrol vs. Subklinik 1 0
Akut vs. Subklinik 0 4

Farkl ifade Edilen miRNA Sayilari

14
12

10

o .
Kontrol vs. Akut Kontrol vs. Subklinik Akut vs. Subklinik

mArtan ifade mAzalan ifade

Sekil 4.21 ikili karsilastirmalarda farkli ifade edilen miRNA sayilari.

Gruplar arasinda farkli ekspresyon diizeyi gosteren miRNA’larin 1s1 grafigi Sekil
4.22°de verilmis olup ayrica gruplar arasi ikili kiyaslamalar sonucu upregiilasyon ve
downregiilasyon sergileyen miRNA’lar kat degisimleri ve istatistiksel onemlilik
anlaminda “padj” degerleriyle birlikte Tablo 8 -Tablo 10°da verilmistir. ikili
karsilastirmalar arasi farkli ifade edilen miRNA’larin iliskileri incelendiginde: Non-
enfekte ve subklinik enfekte gruplarin karsilastirmasinda artan ifade gosteren tek bir
miRNA (bta-miR-29d-3p) tespit edilmis olup bu miRNA’nin non-enfekte gruba gore
akut enfekte grupta da anlamli diizeyde artan ifadeye sahip oldugu goriilmiistiir.
Ancak subklinik ve akut enfekte gruplar arasinda bu miRNA’nm ifade diizeylerinde
bir farklilik ortaya ¢ikmadigi belirlenmistir. Diger yandan gruplar arasi kiyaslama
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sonuglarina gore non-enfekte gruba gore akut enfekte grupta anlamli diizeyde artan
ifade sergileyen bta-miR-122, bta-miR-124 ve bta-miR-136’nin enfeksiyonla ilgili
onemli miRNA’lar olabilecegi disiiniilmistiir. Subklinik enfekte grupta akut enfekte
gruba gore anlaml diizeyde azalis sergileyen dort adet miRNA’dan bta-miR-122 ve
bta-miR-677’nin non-enfekte gruba gore akut enfekte grubunda onemli diizeyde
artan ifade sergiledigi tespit edilmistir. Tim bu sonuglarla T. annulata enfeksiyonlar1
icin tanisal biyobelirte¢ aday1 olabilecek farkli ifade sergileyen 4 adet miRNA (bta-
miR-29d, bta-miR-122, bta-miR-124a ve bta-miR-136) qPCR validasyon analizlerine
dahil edilmistir.
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Sekil 4.22 Farkli ifade edilen miRNA'lara ait 1s1 grafigi.

308

365

bta-miR-11980

bta-miR-2376

bta-miR-12034

bta-miR-375

bta-miR-2419-3p

bta-miR-2285t

bta-miR-449d

bta-miR-122

bta-miR-147

bta-miR-22-3p

bta-miR-378c

bta-miR-10225a

bta-miR-27a-3p

bta-miR-1246

bta-miR-124a

bta-miR-124b

bta-miR-30a-5p

bta-miR-10225b

bta-miR-193b

bta-miR-193a-5p

bta-miR-29d-5p

bta-miR-29d-3p

bta-miR-155

bta-miR-197

bta-miR-450a

bta-miR-677

bta-miR-2285ce

bta-miR-30b-3p

bta-miR-330

bta-miR-425-5p

bta-miR-374b

bta-miR-652

bta-miR-26a

bta-let-7f

bta-miR-6529a

bta-miR-98

bta-miR-223
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Tablo 4.8 Non-enfekte gruba gore akut enfekte grupta farkl ifade sergileyen miRNA’lar

log2FoldChang
CIE |C2E |C3E |AlE |A2E | A3E |padj e

475 0,00369221

bta-miR-22-3p | 3412 |7 4239 |6598 10297 |12375 |1 1,240968858
0,02846103

bta-miR-2285ce | 0 0 0 79 65 17 9 8,244910299
0,03585182

bta-miR-29d-3p | 0 0 0 0 98 271 6 9,309280815
0,01617058

bta-miR-197 0 0 0 39 65 70 3 8,295167044
0,01407836

bta-miR-193b 0 0 0 39 65 78 6 8,354835388
0,00369221

bta-miR-450a 0 0 0 79 98 52 1 8,727156711
ARTAN 0,02846103

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

1650 | 770 |1088 | 14656 |16492 |14116 |8,37455E-

bta-miR-122 8 3 9 0 8 4 16 3,653395975
0,02846103

bta-miR-124b 0 0 0 0 130 262 9 9,409381221
bta-miR-193a- 0,00980546

5p 42 177 (116 | 434 653 666 7 2,44828066

bta-miR-677 1151 390 [661 |2252 |11572 |3637 |0,00358411 |2,949189204
159 0,00156703

bta-miR-30a-5p | 1194 |7 1789 | 3200 |4642 3944 |3 1,384829267
660 0,01407836

bta-miR-27a-3p | 5886 |3 6339 9325 [12815 | 18160 |6 1,083496741

AZALA
N NONE

Tablo 4.9 Non-enfekte gruba goére subklinik
miRNA’lar

enfekte grupta farkli ifade sergileyen

CI1E | C2E

C3E

S1E

S2E

S3E

padj

log2FoldChange

ARTAN

bta-miR-29d-3p

155

98

379

1,72283E-05

10,08961192

AZALAN

NONE

Tablo 4.10 Akut enfekte gruba gore subklinik enfekte grupta farkhi ifade sergileyen

miRNA’lar
AlE A2E A3E S1IE |S2E | S3E | padj log2FoldChange
ARTAN NONE
bta-miR-122 146560 | 164928 | 141164 | 15508 | 3114 | 36257 | 0,000304407 | -3,08399675
AZALAN 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 Sigirlarda Farkh ifade Sergileyen
MiRNA’larin KEGG-Klasifikasyonu ile Sinyal Yolagi ve Gen Ontoloji
(GO) Zenginlestirme Analiz Sonuglari

Sigir gruplart arasinda farkl ifade diizeyi sergiledigi belirlenen Tablo 4.11-Tablo
4.14’te verilen miRNA’larin hedef genlerinin KEGG-yolag1 ve GO veri bankasi
lizerinden zenginlestirme analizleri yapilmistir. Bu kapsamda non-enfekte ve
subklinik enfekte gruplar arasinda farkli ifade sergileyen bir miRNA bulunmas: ve
bu miRNA’nin ayn1 zamanda akut enfekte grupta da ifadesinin yiiksek bulunmasi
sebebiyle KEGG ve GO zenginlestirme analiz sonuglar1 non-enfekte ve akut enfekte
gruplar arasinda farkli ifade sergileyen miRNA’lar iizerinde gergeklestirilmistir.
Calismada Q degeri (-logl0, Enrichment FDR) <0,001 6nemli zenginlestirme
indikatorii olarak belirlenmis ve ilgili yolaklarin grafige dokiilmesinde anlamlilik
diizeyi olarak kullanilmigtir. KEGG-yolag1 analiz sonuglar1 Tablo 4.11°da verilmistir.
Ayrica akut enfekte grupta kontrol grubuna gore Onemli diizeyde artan ifade
sergileyen miRNA’larin hedefledigi genlerin zenginlestigi yolaklar Sekil 4.23’te
verilmistir. T. annulata ile enfekte sigirlarda non-enfekte gruba gore 6nemli artan
ifade sergileyen miRNA’larin hedef genlerin KEGG-yolagi klasifikasyon sonuglarina
gore biyilk kisminmn kanser, akson yonlendirme, fokal adezyon ve MAPK sinyali

gibi ¢coklu yolaklar i¢inde zenginlestigi ve gorev aldigi tespit edilmistir.
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Tablo 4.11 Non-enfekte ve akut enfekte gruplar arasinda farkli ifade diizeyi sergileyen

miRNA’larim KEGG yolag1 analiz sonuglar

Enrichment FDR nGenes Pathway Genes Fold Enrichment LETE
4,90E-22 90 160 2.85176542207792 MicroRNAsin cancer
6,38E-20 195 515 1.91963497667381 Pathwaysin cancer
9,50E-20 92 177 2.63515298261061 Axon guidance
2,30E-17 93 192 2.45568689123377 Focal adhesion
1,33E-16 121 287 2.13744400199104 MAPK signaling pathway
2,21E-14 89 197 2.29041960577494 Proteoglycansin cancer
6,76E-14 69 138 2.5349025974026
1,56E-12 60 118 2.57786704820603 Neurotrophin signaling pathway
5,53E-12 97 241 2.0405439995689  Endocytosis
2,10E-11 126 350 1.82512987012987 PI3K-Akt signaling pathway
5,23€11 92 232 2.01043999104344 Rassignaling pathway
3,43E-10 84 211 2.01831107281344 Reg. of actin cytoskeleton
5,65E-10 42 78 2.7298951048951  EGFRtyrosine kinasei
9,66E-10 43 82 2.65855638264175 ErbB signaling pathway
1,89E-09 63 146 2.18765566625156 Breast cancer
1,93E-09 113 324 1.7681727994228  Human papillomavirusinfection
2,02E-09 57 127 2.27542437877084 Relaxin signaling pathway
4,56E-09 50 107 2.36906784803981 Insulin resistance
4,75E09 47 98 2.43143718526372
4,75E-09 58 133 2.21089249096768 Insulin signaling pathway

MicroRNAs in cancer

EGFR tyrosine kinase inhibitor resistance

ErbB signaling pathway

Axon guidance

Neurotrophin signaling pathway

Signaling pathways regulating pluripotency of stem cells
Focal adhesion

AGE-RAGE signaling pathway in diabetic complications
Insulin resistance

Proteoglycans in cancer

Relaxin signaling pathway

Insulin signaling pathway

Breast cancer

MAPK signaling pathway

Endocytosis

Reg. of actin cytoskeleton

Ras signaling pathway

Pathways in cancer

PI3K-Akt signaling pathway

Human papillomavirus infection

Signaling pathways regulating pluripotency of stem cells

AGE-RAGE signaling pathway in diabetic complications

URL

http://www.genome.jp/kegg-bin/show_pathway?bta05206
http://www.genome.jp/kegg-bin/show_pathway?bta05200
http://www.genome.jp/kegg-bin/show_pathway?bta04360
http://www.genome.jp/kegg-bin/show_pathway?bta04510
http://www.genome.jp/kegg-bin/show_pathway?bta04010
http://www.genome.jp/kegg-bin/show_pathway?bta05205
http://www.genome.jp/kegg-bin/show_pathway?bta04550
http://www.genome.jp/kegg-bin/show_pathway?bta04722
http://www.genome.jp/kegg-bin/show_pathway?bta04144
http://www.genome.jp/kegg-bin/show_pathway?bta04151
http://www.genome.jp/kegg-bin/show_pathway?bta04014
http://www.genome.jp/kegg-bin/show_pathway?bta04810
http://www.genome.jp/kegg-bin/show_pathway?bta01521
http://www.genome.jp/kegg-bin/show_pathway?bta04012
http://www.genome.jp/kegg-bin/show_pathway?bta05224
http://www.genome.jp/kegg-bin/show_pathway?bta05165
http://www.genome.jp/kegg-bin/show_pathway?bta04926
http://www.genome.jp/kegg-bin/show_pathway?bta04931
http://www.genome.jp/kegg-bin/show_pathway?bta04933
http://www.genome.jp/kegg-bin/show_pathway?bta04910

nhibitor resistance

Kontrol vs. Akut (KEGG)
®
L J
 J
@ nGenes
® 80
@® 120
d @ 10
9
-log10(EnrichmentFDR)
® 21
" 18
15
s 12
© 9
®
®

@

@
—.
_— O
0 1 2

Fold Enrichment

Sekil 4.23 Non enfekte ve akut Enfekte sigir gruplari arasinda farkli ifade edilen

miRNA'larin KEGG yolag: grafisi
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Gen ontoloji (GO) veri bankasinda gergeklestirilen ilgili miRNA’larin hedef

genlerinin fonksiyonel zenginlestirme analizi verileri molekiiler fonksiyon bazinda

Tablo 4.12’de sonuglarmn grafik {lizerinde gosterimi de Sekil 4.24°te verilmistir. GO

analiz sonuclar1 farkli ifade sergileyen miRNA’larin cesitli molekiiler fonksiyon

yolaklarinda zenginlestigini gostermis olup en yiiksek diizeyde zenginlesme

belirlenen ii¢ molekiiler fonksiyon yolagi Trasnkripsiyon regiilator aktvitesi

(GO:0140110), Sekans spesifik DNA baglanmasi1 (GO:0043565) ve Transkripsiyon

regiilator bolgesi niikleik asit baglanmasi (GO:0001067) olarak tespit edilmistir.

Tablo 4.12 Non-enfekte ve akut enfekte gruplar arasinda farkli ifade diizeyi sergileyen
miRNA’larin GO analiz sonuglarina gére molekiiler fonksiyon yolaklar

Enrichment FDR nGenes
1,78E-50 564
5,93E-42 491
1,71E-40 461
1,35E-38 436
2,06E-38 435
5,82E-37 469
5,89E-37 507
2,03E-36 422
4,69E-36 406
7,56E-35 367
9,86E-35 398
1,74E-34 361
8,01E30 179
1,52E-29 180
4,25E-24 246
6,26E-23 263
3,97€21 210
3,03E-18 158
5,46E-17 166
1,03E-16 281

Pathway Genes

1582
1393
1296
1222
1221
1366
1514
1194
1138
1005
1122
987
391
396
663
737
560
400
439
879

Fold Enrichment Pathway

1.80744003152347 Transcription regulator activity

1.78698804784591 Sequence-specific DNAbinding

1.80337977994228 Sequence-specific double-stranded DNA binding

1.80886666524964 Transcription regulatory region nucleic acid binding
1.80619595392323 Transcription cis-regulatory region binding

1.74065785970984 Double-stranded DNAbinding

1.69774850314811 Enzymebinding

1.791. 145 DNA-binding transcription factor activity

1.80873542099377 RNA polymerase |l transcription regulatory region sequence-specific DNA binding
1.85136169800349  Cis-regulatory region sequence-specific DNA binding
1.79838009583999 DNA-binding transcription factor activity, RNA polymerase Il-specific
1.85430564875854 RNA polymerasell cis-regulatory region sequence-specific DNA binding
2.32095941143256 DNA-binding transcription activator activity, RNA polymerase |I-specific
2.30445690672963 DNA-binding transcription activator activity

1.88110418992772 Phosphotransferase activity, alcohol group as acceptor
1.80917064617879 Kinase activity

1.90117694805195 Protein kinase activity

2.00257305194805 Transcription factor binding

1.9170561784457  Protein domain specific binding

1.6207227073268  Transferase activity, transferring phosphorus-containing groups

URL

http://amigo.

http://amigo.

m/G0:0140110
m/G0:0043565

http://amigo.

http://amigo.

m/G0:1990837
m/G0:0001067

http://amigo.

http://amigo.

m/G0:0000976

http://amigo.

m/G0:0003690

http://amigo.

m/G0:0019899
'm/G0:0003700

http://amigo.

http://amigo.

m/G0:0000977
m/G0:0000987

http://amigo.

m/G0:0000981

http://amigo.

http://amigo.

'm/G0:0000978

http://amigo.

m/G0:0001228

http://amigo.

m/G0:0001216

http://amigo.

m/G0:0016773
m/G0:0016301

http://amigo.

http://amigo.

m/G0:0004672
m/G0:0008134

http://amigo.

http://amigo.

m/G0:0019904
m/G0:0016772
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Kontrol vs. Akut (MF)

DNA-binding ti iption activator activity, RNA polymerase ll-specific

DNA-binding transcription activator activity

Transcription factor binding

Protein domain specific binding

Protein kinase activity ®
Phosphotransferase activity, alcohol group as acceptor ]
RNA polymerase |l cis-regulatory region sequence-specific DNA binding L] nfer;::
Cis-regulatory region sequence-specific DNA binding | ———— @ @ 300
Kinase activity ° : :z:
Transcription regulatory region nucleic acid binding | ——@
RNA polymerase Il transcription regulatory region seq e-specific DNA binding | —————————————@ —log1(EnrichmentFDR)
Transcription regulator activity | —————@ 40
Transcription cis-regulatory region binding | —————@ 30
Sequence-specific double-stranded DNA binding | ————— @ 20

DNA-binding transcription factor activity, RNA polymerase ll-specific | ————@
DNA-binding transcription factor activity | —————— @
Sequence—-specific DNA binding | —————@
Double-stranded DNA binding | ———— @
Enzyme binding | — @
Transfi activity, t ferring phosphorus-containing groups | —— @

00 05 10 15 20
Fold Enrichment

Sekil 4.24 Non enfekte ve akut enfekte sigir gruplar1 arasinda farkli ifade edilen
mMiRNA'larin zenginlestigi molekiiler fonksiyon yolaklari

Ilgili miRNA’larin hedef genlerinin GO fonksiyonel zenginlestirme analizi verileri
hiicresel bilesen bazinda Tablo 4.13’te, sonuglarin grafik iizerinde gésterimi de Sekil
4.25’te verilmistir. GO analiz sonuglar1 farkli ifade sergileyen miRNA’larin ¢esitli
hiicresel bilesen yolaklarinda zenginlestigini gdstermis olup en yiiksek diizeyde
zenginlesme belirlenen ¢ hiicresel bilesen yolagi hiicreler arasi baglanti
(GO:0030054), Synapse (GO:0045202) ve Golgi aygit1 fonksiyonu (GO:0005794)

olarak tespit edilmistir.
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Tablo 4.13 Non-enfekte ve akut enfekte gruplar arasinda farkli ifade diizeyi sergileyen
miRNA’larin GO analiz sonuglarina gore hiicresel bilesen yolaklari

Enrichment FDR nGenes Pathway Genes Fold Enrichment Pathway URL
1,52E-38 467 1336 1.7721549595614  Cell junction http://amigo.geneontology.org/amigo/term/G0:0030054
1,68E-29 310 841 1.86877480426826 Synapse http://amigo.geneontology.org/amigo/term/G0:0045202
5,49E-22 337 1025 1.66685302502376 Golgi apparatus http://amigo.geneontology.org/amigo/term/G0:0005794
6,41E-19 103 212 2.46316007106101 Glutamatergic synapse http://amigo.geneontology.org/amigo/term/G0:0098978
1,32E-15 142 363 1.98322958033702 Transcription regulator complex http://amigo.geneontology.org/amigo/term/G0:0005667
1,32E-15 368 1245 1.49854482866531 Intracellular vesicle http://amigo.geneontology.org/amigo/term/G0:0097708
1,33E-15 367 1242 1.49808253340862 Cytoplasmic vesicle http://amigo.geneontology.org/amigo/term/G0:0031410
5,01E-15 390 1349 1.46569609041811 Vesicle http://amigo.geneontology.org/amigo/term/G0:0031982
7,20E-14 239 749 1.61773490194718 Neuron projection http://amigo.geneontology.org/amigo/term/G0:0043005
1,10E-13 202 607 1.6871509873981 Endosome http://amigo.geneontology.org/amigo/term/G0:0005768
3,72E-13 397 1416 1.4214072474136  Cell projection http://amigo.geneontology.org/amigo/term/G0:0042995
4,82E-13 129 342 1.91229494190021 Postsynapse http://amigo.geneontology.org/amigo/term/G0:0098794
4,82E-13 166 478 1.76064364505787 Anchoringjunction http://amigo.geneontology.org/amigo/term/G0:0070161
1,02E-12 127 338 1.90492680396527 Receptor complex http://amigo.geneontology.org/amigo/term/G0:0043235
1,14E-12 382 1364 1.41984280382374 Plasmamembrane bounded cell projection http://amigo.geneontology.org/amigo/term/G0:0120025
1,70E-11 116 310 1.89708839547549 Axon http://amigo.geneontology.org/amigo/term/G0:0030424
1,83E-11 77 176 2.21803977272727 Neuron to neuron synapse http://amigo.geneontology.org/amigo/term/G0:0098984
2,09E-11 105 272 1.9570939171123  Presynapse http://amigo.geneontology.org/amigo/term/G0:0098793
2,44E-11 198 625 1.60611428571429 Nuclear body http://amigo.geneontology.org/amigo/term/G0:0016604
4,03E-11 292 1014 1.45994390225159 Integral component of plasma membrane http://amigo.geneontology.org/amigo/term/G0:0005887
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Sekil 4.25 Non enfekte ve akut enfekte sigir gruplari arasinda farkli ifade edilen
miRNA'larin zenginlestigi hiicresel bilesen yolaklari

[lgili miRNA’larin hedef genlerinin GO fonksiyonel zenginlestirme analizi verileri
biyolojik siire¢ bazinda Tablo 4.14’te, sonuc¢larin grafik iizerinde gosterimi de Sekil
4.26’de verilmistir. GO analiz sonuglar1 farkli ifade sergileyen miRNA’larin ¢esitli

biyolojik siire¢ yolaklarinda zenginlestigini gostermis olup en yiiksek diizeyde
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zenginlesme belirlenen ii¢ biyolojik siire¢ yolagi RNA metabolik prosesi post

regiilasyonu (GO:0051254), DNA tabanli transkripsiyonun post regiilasyonu
(GO:0045893) ve RNA biyosentez prosesinin post regiilasyonu (GO:1902608)

olarak tespit edilmistir. Elde edilen bu sonuglar miRNA’larin hedefledigi genlerin

sitoplazmik ve niikleer metabolik siiregler ve transkripsiyon basta olma tizere 6nemli

role sahip oldugunu gdstermistir.

Tablo 4.14 Non-enfekte ve akut enfekte gruplar arasinda farkli ifade diizeyi sergileyen
miRNA’larin GO analiz sonuglarina gore biyolojik siire¢ yolaklari

Enrichment FDR nGenes
7,66E-73 563
4,42E-68 525
4,42E-68 525
4,56E-68 525
1,11E-67 647
2,38E-64 558
1,56E-63 600
2,01E-63 534
5,05E-57 465
2,07E-55 550
2,10E-55 416
2,44E-54 647
6,32E-54 667
3,71E-53 458

Pathway Genes

1386
1291
1291
1292
1735
1440
1600
1362
1167
1488
1009
1866
1948
1174

Fold Enrichment
2.05937974363299
2.0616945989719
2.0616945989719
2.06009886011821
1.89058441558442
1.96454951298701
1.90117694805195
1.98772097946107
2.02010232697893
1.87391993087558
2.09022691877003
1.75785850002088
1.73591379103443
1.97782860240271

Pathway

Pos. reg. of RNA metabolic proc.

Pos. reg. of transcription, DNA-templated
Pos. reg. of nucleic acid-templated transcription
Pos. reg. of RNA biosynthetic proc.

Reg. of developmental proc.

Pos. reg. of macromolecule biosynthetic proc.
Nervous system development

Tissue development

Neg. reg. of cellular biosynthetic proc.

Cell development

Pos. reg. of transcription by RNA polymerase Il
Reg. of multicellular organismal proc.

Neg. reg. of cellular metabolic proc.
Neurogenesis

URL

http://amigo.geneontology.org/amigo/term/G0:0051254
http://amigo.geneontology.org/amigo/term/G0:0045893
http://amigo.geneontology.org/amigo/term/G0:1903508
http://amigo.geneontology.org/amigo/term/G0:1902680
http://amigo.geneontology.org/amigo/term/G0:0050793
http://amigo.geneontology.org/amigo/term/G0:0010557
http://amigo.geneontology.org/amigo/term/G0:0007399
http://amigo.geneontology.org/amigo/term/G0:0009888
http://amigo.geneontology.org/amigo/term/G0:0031327
http://amigo.geneontology.org/amigo/term/G0:0048468
http://amigo.geneontology.org/amigo/term/G0:0045944
http://amigo.geneontology.org/amigo/term/G0:0051239
http://amigo.geneontology.org/amigo/term/G0:0031324
http://amigo.geneontology.org/amigo/term/G0:0022008
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Kontrol vs. Akut (BP)
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Sekil 4.26 Non enfekte ve akut enfekte sigir gruplari arasinda farkli ifade edilen
miRNA'larin zenginlestigi biyolojik siire¢ yolaklari
4.9 Gruplar Arasinda Farkh ifade Gosteren, Bilinen miRNA’larin qPCR ile

Validasyonu

Sigir gruplar1 arasmmda NGS sonuglarina gére non-enfekte grupla kiyaslandiginda
onemli diizeyde up-regiile oldugu belirlenen 4 miRNA’nin (bta-mir29d, bta-mir122,
bta-mirl24 ve bta-mir136) dolasimdaki expresyon seviyelerini belirlemek ve
validasyon i¢in qPCR analizi gerceklestirilmistir. Gruplardaki okumalar referans U6

geni okumalari ile normalize edilerek ekspresyon seviyeleri karsilastirilmigtir.

bta-mir29d’un qPCR analizleri sonucunda tiim gruplardaki replikasyonlarda

amplifikasyon gosterdigi ve spesifik olarak melt pikinin 76,5 °C oldugu
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belirlenmistir (Sekil 4.24). Sigir gruplar1 arasinda bta-mir29d’nin Cq degerleri ile

birlikte normalize ifade diizeyleri ve kat degisimleri Tablo 4.16’da verilmistir.

Ayrica si8ir gruplar1 arasinda bta-mir29d’nin ifade diizeylerinin karsilagtirilmasi (A)

ve 1s1 haritas1 (B) Sekil 4.25’de gosterilmistir. bta-mir29d’nin non enfekte gruba

oranla subklinik enfekte ve akut enfekte sigirlarda sirastyla 146 ve 1284 kat fazla

ifade oldugu tespit edilmistir. Ayrica subklinik enfekte gruba gore akut enfekte

grupta ilgili mRNA’nin 881 kat fazla ifade oldugu belirlenmistir. Bu sonuglar bta-

mir29d i¢in NGS sonuglarinin validasyonunu saglamistir.
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Sekil 4.27 bta-mir29d amplifikasyon ve melt egrisi

Tablo 4.15 bta-mir29d’un sigir gruplarinda belirlenen ifade diizeyleri ve Cq degerleri

t
70

Temperature, Celsius

- Diizeltilmis Kat
Hedef | Ornek Kontrol | Ekspresyon | Ekspresyon SEM Ekspresyon SEM Ortalama Cq | Cq SEM degisimi
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 10
mir29d | Subklinik 1,45822 0,65956 0,65956 33,19 0,47118 146
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Sekil 4.28 bta-mir29d’nin sigir gruplar1 arasindaki ekspresyon diizeyi ve 1s1 haritast.

bta-mir122°’nin qPCR analizleri neticesinde tiim gruplardaki replikasyonlarda
amplifikasyon gosterdigi ve spesifik olarak melt pikinin 79,0 °C oldugu saptanmustir
(Sekil 4.26). Sigir gruplar1 arasinda bta-mir122’nin Cq degerleri ile birlikte
normalize ifade diizeyleri ve kat degisimleri Tablo 4.17°de verilmistir. Ayrica sigir
gruplar1 arasinda bta-mir122°nin ifade diizeylerinin karsilagtirilmast (A) ve 1s1
haritas1 (B) Sekil 4.27°de gosterilmistir. bta-mir122°nin non enfekte gruba oranla
subklinik enfekte ve akut enfekte sigirlarda sirasiyla 104 ve 577 kat fazla ifade
oldugu belirlenmistir. Subklinik enfekte gruba gore akut enfekte grupta ilgili
mRNA’nin 558 kat fazla ifade oldugu goriilmiistiir. Bu sonuglar bta-mirl22 i¢in

NGS sonuglarmin validasyonunu saglamistir.
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Sekil 4.29 bta-mir122 amplifikasyon (A) ve melt egrisi (B)

Tablo 4.16 bta-mir122’°nin si8ir gruplarinda belirlenen ifade diizeyleri ve Cq degerleri

.. Kat
Hedef | Ornek Kontrol | Ekspresyon | Ekspresyon SEM | Diizeltilmis Ekspresyon SEM | Ortalama Cq | Cq SEM degisimi
577
mirl22 | Akut 5,77341 4,56887 4,56887 22,23 0,05803
1.0
mirl22 | Non-enf | C 1,00000 1,57591 1,57591 22,63 0,03094
. 104
mirl22 | Subklinik 1,03553 0,37868 0,37868 22,04 0,28448
10 1 ' A :
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Sekil 4.30 bta-mir122’in sigir gruplar arasindaki ekspresyon diizeyi ve 1s1 haritasi.
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bta-mir124’niin qPCR analizleri neticesinde tiim gruplardaki replikasyonlarda

amplifikasyon gosterdigi ve spesifik olarak melt pikinin 79,0-80,0 °C oldugu

saptanmistir (Sekil 4.28). Sigir gruplar1 arasinda bta-mirl124’niin Cq degerleri ile

birlikte normalize ifade diizeyleri ve kat degisimleri Tablo 4.18’de verilmistir.

Ayrica si8ir gruplar1 arasinda bta-mir122’nin ifade diizeylerinin karsilastiriimasi (A)

ve 1s1 haritas1 (B) Sekil 4.29°da gosterilmistir. bta-mirl24’niin non enfekte gruba

oranla subklinik enfekte ve akut enfekte sigirlarda sirasiyla 277 ve 881 kat fazla ifade

oldugu belirlenmistir. Subklinik enfekte gruba gore akut enfekte grupta ilgili

mRNA’nin 318 kat fazla ifade oldugu goriilmiistiir. Bu sonuglar bta-mir124 icin

NGS sonuglarmnin validasyonunu saglamistir.
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Sekil 4.31 bta-mir124 amplifikasyon ve melt egrisi

Tablo 4.17 bta-mir124°iin si18ir gruplarinda belirlenen ifade diizeyleri ve Cq degerleri

o Diizeltilmis Kat
Hedef | Ornek Kontrol | Ekspresyon | Ekspresyon SEM Ekspresyon SEM Ortalama Cq | Cq SEM degigimi
mirl24 | 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 10
mirl24 | Subklinik 1,00000 0,46540 0,46540 33,17 0,40890 217
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Sekil 4.32 bta-mir124’in sigir gruplari arasindaki ekspresyon diizeyi ve 1s1 haritast.

bta-mir136’nin qPCR analizleri neticesinde tiim gruplardaki replikasyonlarda
amplifikasyon gdsterdigi ve spesifik olarak melt pikinin 78,5 °C oldugu saptanmistir
(Sekil 4.30). Sigir gruplar1 arasinda bta-mirl36’nin Cq degerleri ile birlikte
normalize ifade diizeyleri ve kat degisimleri Tablo 4.19°de verilmistir. Ayrica sigir
gruplar1 arasinda bta-mirl36’nin ifade diizeylerinin karsilastirilmas:t (A) ve 1s1
haritas1 (B) Sekil 4.31°de gosterilmistir. bta-mir136’nin non-enfekte gruba oranla
subklinik enfekte ve akut enfekte sigirlarda sirasiyla 122 ve 665 kat fazla ifade
oldugu belirlenmistir. Subklinik enfekte gruba gore akut enfekte grupta ilgili
mRNA’nin 546 kat fazla ifade oldugu goriilmiistiir. Bu sonuglar bta-mirl36 ic¢in

NGS sonuglarmin validasyonunu saglamistir.
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Sekil 4.33 bta-mir136 amplifikasyon ve melt egrisi

Melt Peak

Temperature, Celsius

Tablo 4.18 bta-mir136’nin si18ir gruplarinda belirlenen ifade diizeyleri ve Cq degerleri

. Diizeltilmis Kat
Hedef | Ornek Kontrol | Ekspresyon | Ekspresyon SEM Ekspresyon SEM Ortalama Cq | Cq SEM degisimi
mirl36 | Akut 6,64710 5,36199 5,36199 28,17 0,24741 665
mirl36 | Non-enf |C 1,00000 1,30239 1,30239 28,70 0,38442 10
mirl36 | Subklinik 1,21765 0,48297 0,48297 27,97 0,07242 122
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Sekil 4.34 bta-mir136 ekspresyon diizeyi ve 1s1 haritasi
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5. TARTISMA

MIRNA’larin 6nemli bazi fonksiyonlarmin parazitlerin neoblast biyolojisi, gelisimi,
fizyolojisi, enfeksiyonu ve bagisiklig: ile iligkili oldugu bilinmektedir (Zheng Y ve
ark., 2013). T. annulata, konak gen ekspresyonunu bozma ve enfekte konak
l6kositinde kanser benzeri bir fenotipe neden olarak hiicrelerde transformasyona yol
agma konusundaki benzersiz yetenegiyle dkaryotik patojenlerin en ilgi ¢ekici olanlart
arasinda yer almaktadrr. T. annulata tizerine 6nceki ¢alismalarin ¢ogu parazit ile
NFkB, AP1 ve cMyc gibi konak transkripsiyon faktorlerinin yapisal aktivasyonu
arasindaki iliskiye odaklanmustir (Baumgartner ve ark., 2000; Dessauge ve ark.,
2005). Eksozomlar basta olmak fiizere ekstraselliiler vezikiillerin (EV), sinyalleri
donorden alic1 hiicrelere ileterek cesitli hiicre tipleri arasindaki iletisime aracilik
ettigi ve hiicreden hiicreye temas gerekliligini ortadan kaldirdigr bilinmektedir
(Tkach ve Thery, 2006). Alict hiicrelerin daha sonra yeniden programlanmasi,
ozellikle onkogenez siirecinde olmak {izere hastalik ilerlemesine iligkin Onemli
bilgiler saglamistir (Choi ve ark., 2007). Giiniimiize kadar T. annulata ile ilgili olarak
eksozomlar ve miRNA i¢eriklerinin karakterizasyonu ve fonksiyonel analizleri
tizerine yalnizca bir arastirma (Gillan ve ark., 2019) yapilmis olup parazitin gocii ve
hiicre dis1 matris sindiriminde rol oynayan proteinlerin TBL20 hiicrelerinden gelen
eksozomlarda zenginlestigi gosterilmistir. Ayrica ilgili ¢alismada (Gillan ve ark.,
2019) cogu tiimdr ve/veya enfeksiyon biyolojisinde bilinen rollere sahip konak
miRNA’larinda da ekspresyonel onemli farkliliklar gozlenmistir. T. annulata
enfeksiyonunda miRNA’larin 6nemleri tizerine eksozomlar hedeflenmeden bazi
arastirmanin da yapildigi goriilmekte olup bir dizi miRNA’nin transforme 16kositler
ve myeloid hiicrelerin virulansinda cesitli yolaklar1 aktive ederek rol iistlendigi
ortaya ¢ikarilmistir (Marsolier ve ark., 2013; Haidar ve ark., 2015b; Haidar ve ark.,

2018). Giiniimiize kadar T. annulata’nin dogal konagi sigirlarin dolagimindaki



enfeksiyona bagli eksozomal miRNA’lar, ekspresyonel degisimleri ve fonksiyonel
analizleri lizerine herhangi bir arastirma bulunmamaktadir. Bu arastirma agigina veri
saglamak ve tropikal theileriosis’in konak-parazit ilskisinin daha iyi anlasilmasina
katki saglamak amaciyla yiiriitiilen bu tez ¢alismasinda non-enfekte, akut enfekte ve
subklinik enfekte sigir gruplarinda eksozomlarin izolasyonu, karakterizasyonu,
eksozomal miRNA’larn NGS platformunda arastirilmasi, farkli ifade sergiledigi
belirlenen miRNA’larin gen ontoloji analizleri ile sinyal yolaklarmin ortaya
cikarilmast ve qPCR analizleri ile validasyonlarinin saglanarak potansiyel

biyobelirte¢ olusturma potansiyellerinin degerlendirilmesi yapilmistir.

Tez galigmas1 kapsaminda oncelikle akut enfekte, subklinik enfekte ve non-enfekte
sigir gruplarmin olusturulmasi amaciyla klinik tablo ile bir dizi analizi i¢eren teshis
paneli olusturulmustur. Akut theileriosis Yyiiksek ates, kenenin kan emdigi bolgedeki
ylizeysel lenf nodiillerinde biliylime, parazitemi sirasinda eritrosit sayisinda azalma
nedeniyle siddetli anemi, mukozalarda petesiyal kanamalar, ruminasyonun durmasi
ve ser6z burun akmtisi gibi Klinik belirtileriyle teshis edilebilen bir hastalik olup
(Baldwin ve ark., 1988) ¢alisma kapsamma dahil edilen akut enfekte sigirlarda bu
belirtilerin ¢ogu gorilmiistiir. Akut enfekte hayvanlarda T. annulata’nin teshisi i¢in
kan ve lenf yumrusu aspiratlarindan hazirlanan frotilerde etkenin gelisim dénemleri
belirlenmis ve parazitin sporozoit yiizey proteini genini (TASP) hedef alan qPCR ve
ilgili genin sekans analizleri ile teshisler dogrulanmistir. TASP’in yanisira 18S
rRNA, merozoit yiizey proteini (tams), ve Sitokrom III (COIIl) gibi ¢esitli genler
konvansiyonel ve/veya qPCR tabanli olarak T. annulata’nin 6zgiin teshisinde
kullanilan yaygin gen bolgelerinin basinda gelmektedir (Santos ve ark., 2013; Garcia
ve ark., 2014; Mans ve ark., 2015; Ros- Ziam ve ark., 2015). Calismamizda akut
klinik tablo sergileyen sigirlarin hem kan hem de lenf aspiratlarinda T. annulata
gelisim donemleri tespit edilmis olup gergeklestirilen TASP qPCR analizlerinde ilgili
orneklerin Cq degerlerinin genel olarak 28’den diisiik oldugu ve orneklerde parazit
DNA kopya sayisinin yiiksek oldugu goriilmiistiir. Diger yandan subklinik enfekte ve
non-enfekte sigirlarm  belirlenmesinde  Oncelikle TASP qPCR  analizleri
gerceklestirilmis sonrasinda pozitif belirlenen Orneklerin perifer kan frotileri

incelenmigtir. Subklinik enfekte sigirlarda TASP qPCR Cq degerleri genel olarak 32-
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35 arasinda saptanmig ve parazit DNA’sinin akut enfekte gruba oranla daha diisiik
oldugu tespit edilmistir. Nitekim ilgili sigirlarin kan frotilerinde de etkenin

piroplazmik formlarmin diisiik diizeyde oldugu goriilmiistiir.

Calismada eksozomal miRNA’larin arastirilmasi i¢in yukarida bahsedilen teshis
paneli ile her grupta 15 si8ir olacak sekilde calisma gruplar1 olusturulmustur. Akut ve
subklinik enfekte gruplara dahil edilecek sigirlarin belirlenmesi ve her grup icin ii¢
tekrar1 olusturacak (her grup i¢in 5 sigir serumu birlestirilerek) hayvan serumlarinin
birlestirilmesi noktasinda kategorizasyon icin enfekte sigirlarda molekiiler
yaklasimla gen kopya sayilar1 (GCN) ve buna bagli formiilizasyon ile parazit yiikleri
(parazitemi) hesaplanmistir. Theileria annulata ile enfekte sigirlarda GCN ve parazit
yiiklerinin belirlenmesi tizerine qPCR yaklasimi kullanilarak yapilan arastirmalarda
18SrRNA (Ros Garcia ve ark., 2012) ve TASP (Dandasena ve ark., 2019) genlerinin
hedeflendigi ve ilgili gen fragmentlerinin plazmid vektorlere klonlandiktan sonra
elde edilen rekombinant plasmidlerin seri sulandirmalarla standartlarinin
olusturularak analizlerde kullanildig1 goriilmektedir. Calismamizda parazit yiiklerinin
hesaplanmasinda TASP geni tercih edilmis olup, ilgili genin 18S rRNA gen
bolgesine gore daha spesifik oldugu, gen kopya sayisinin daha yiiksek oldugu ve bu
nedenle de 18S rRNA, TAMS geni gibi diger belirleyicilere gore tani amagl
molekiiler yaklasimlarda daha ok tercih edildigi goriilmektedir (Sibeko ve ark.,
2008; Kundave ve ark., 2014; Ghoneim ve El-Fayomy, 2014; Dandasena ve ark.,
2019). Ayrica T. annulata'nin tespiti ve parazit yiikiiniin tayini i¢in 18S rRNA bazl
qPCR kullaniminimn, tek genomdaki ¢oklu kopyalar1 ve ¢esitli Theileria ve Babesia
parazitleri arasindaki sekans benzerligi nedeniyle, klinik 6rneklerin test edilmesinde
cesitli dezavantajlarinin ve smirlamalarinin bulundugu kaydedilmistir (Sibeko ve
ark., 2008; Gotia ve ark., 2016; Dandasena ve ark., 2019). TASP gPCR analizleri
sonucu calismamizda akut enfekte belirlenen ve ¢aligma gruplarina dahil edilen
sigirlarda parazit ylikiiniin 6,90E+04 ile 3,99E+09 arasinda oldugu, subklinik enfekte
hayvanlarda ise parazit yiiklerinin 2,66E+04 ile 7,84E+06 arasinda degistigi tespit
edilmis olup ilgili sonuglar gesitli arastiricilarin bulgular1 ile paralellik gdstermistir

(Ros Garcia ve ark., 2012; Dandasena ve ark., 2019).
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Tez c¢alismasinda yukaridaki yaklasimlarla gruplara dahil edilen sigirlar
belirlendikten sonra her {i¢ grup icin beser hayvanin serumlarinin birlestirilmesi ile
olusturulan serum orneklerinden (grup basina 3 replikasyon) ticari kit kullanilarak
eksozom izolasyonu gerceklestirilmistir. Cesitli biyolojik 6rneklerden eksozomlarin
karakterizasyonunda TEM, STEM ve SEM gibi goriintiileme teknikleri yaygin olarak
kullanilmaktadir (Marcilla ve ark., 2012; Shears ve ark., 2018). Calismamizda non-
enfekte, akut enfekte ve subklinik enfekte sigir serum replikasyonlarindan izole
edilen eksozomlarin goriintiilemelerinde SEM tercih edilmis ve eksozomlara 6zgii
yuvarlak-sekilli (round-shape) ve 70-150 nm boyutunda tipik vezikiillerin
belirlenmesiyle izole edilen vezikiillerin eksozom olduklar1 teyit edilmistir.
Calismamizda eksozomlarm partikiil boyutu ve konsantrasyonlarmin belirlenmesi
amactyla NTA kullanilmis olup, ilgili teknik tek tek parcaciklarin ortalama kare yer
degistirmesini belirlemek i¢cin her bir parcacigin Brown hareketini ayr1 ayr1 izleyen
151k sagilmasina dayali bir yontemdir (Vestad ve ark., 2017). Karmasik orneklerin
partikiil boyutunu ve konsantrasyonunu 6lgmek i¢in her bir deneysel yaklasimin
uygunlugunu gostermek amaciyla, 6l¢iimlerden 6nce kalite kontrol olarak biyolojik
orneklerin karmasikligini taklit eden referans malzemelerin test edilmesi Kritik
oneme sahiptir (Caputo ve ark., 2019). Bu kapsamda c¢alismamizda olglimler
esnasinda kullanilan tiim malzemeler ve soliisyonlari steril olmasina azami seviyede
dikkat edilmistir. Gergeklestirilen analizler NTA tabanli ¢alismalara (Filipe ve ark.,
2010; Jin ve ark., 2019; Bachurski ve ark., 2019) uygun olarak elde edilen
vezikiillerin, ana parcacik boyutundaki en biiyiik pikin yaklagik 79 nm oldugunu ve
genel boyut dagiliminin da 70 ila 200 nm arasinda oldugunu gdstermis olup sonuglar
eksozomlarm karakterizasyonunu saglamistir. Eksozomlarm igerdikleri bazi spesifik
proteinlerin gosterilmesi biyolojik oOrneklerde ilgili ekstraselliiler vezikiillerin
karakterizasyonu amaciyla yaygin kullanilan giivenilir bir yontemdir (Kowaj ve ark.,
2016). Bu proteinlerden tetraspaninler dort transmembran alani igeren bir grup olup
belirli karakteristik 6zelliklere sahiptir. Tetraspaninler’den CD9, CD63 ve CDS81 bu
vezikiillere 6zgii transmembran proteinleri olup Western Blot ve Flow Sitometrisi
gibi tekniklerle yaygin olarak eksozomlarin karakterizasyonunda kullanilmaktadir
(Li ve ark., 2018; Jeppesen ve ark., 2019). Calismamizda da ilgili {i¢ protein markorii
icin SDS-PAGE ve Western Blot analizleri gerceklestirilmis ve izole edilen
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eksozomal proteinlerde CD9, CD63 ve CD81’in tiim drneklerde ifade oldugu tespit

edilmistir. Bu sonuc¢larda eksozomlarin karakterizasyonu saglanmistir.

Cesitli biyolojik ornekler ile eksozomlar gibi ekstraselliiler vezikiillerde miRNA
tabanli karakterizasyon c¢alismalarinda dogruluk orani yiiksek ve uygun maliyetli
mMIiRNA profilleme teknikleri gereklidir. Yeni nesil dizileme (NGS), 6nsel bir gen
aciklamasina dayanmaz ve bu nedenle yeni miRNA tiirlerinin kesfedilmesine olanak
tanir (Friedldnder ve ark., 2008). En onemlisi, NGS, 6rnek zenginlestirme igin
yiiksek kapasiteye sahip olmasiyla yiiksek hassasiyete sahiptir. Buna ek olarak, NGS
tarafindan saglanan tek niikleotid ¢oziiniirliigii, izomiR'lerin (miRBase'de ag¢iklanan
tiirlerden sekans veya uzunluk bakimindan farklilik gosteren miRNA varyantlari)
tanimlanmasini saglar (Neilsen ve ark., 2012). Bunun yaninda small RNA dizileme
kiitiiphanesi hazirlama ile 1ilgili, yanli adaptor ligasyonu, adaptor dimerlerinin
olusumu, kiiciik RNA tiirlerinin boyut se¢iminin yapilmasi gerekliligi ve 6zellikle
biyolojik sivilar analiz ediliyorsa ¢ok diisiik girdi protokollerine uyum saglama
zorunlulugu gibi O6nemli zorluklarda go6zlenebilir. miRNA sekanslama igin
kiitiphaneler hazirlamak {tizere giderek daha fazla sayida aracin kullanima
sunulmasiyla birlikte, bu farkli metodolojilerin etkinlik ve hassasiyetleri {izerine
cesitli arastirmalar yapilmistir (Linsen ve ark., 2009; Baker, 2010; Hafner ve ark.,
2011; Alon ve ark., 2011). Tim bu araglarin temel isleyisi small RNA dizileme
(SRNA-seq) kiitiiphaneleri olusturmak i¢in, adaptoérler miRNA'nin her iki ucuna
baglanmasi, ardindan ters transkripsiyon, PCR ile sablon amplifikasyonu ve kiigiik
RNA tiirlerinin boyut segimine dayanmaktadir (Coenen-Stass ve ark. 2018).
Calismamizda kiitiiphane hazirlanmasinda Illumina platformu igin gelistirilen
NEBNext, Multiplex Small RNA Library Prep Set kullanilmis ve sekanslama
kiitiiphaneleri Illumina NextSeq 550 platformunda sekanslanmistir. NGS analizleri
sonucu her bir 6rnek basma ortalama 15,84 milyon okuma ve 6rnek basina ortalama
783 milyon bazdan olusuna ham veri elde edilirken bu ham verilerin minimum kalite
skoru 20 (PHRED>20) olacak sekilde filtrelenmesi sonrasi 6rnek basina ortalama
10,9 milyon okuma sayis1 ve 336,7 milyon baz sayis1 elde edilmistir. Elde edilen bu

sonuglar ayni platformda gergeklestirilen bazi ¢aligmalarin (Podnar ve ark., 2014; Lu
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ve ark., 2021; Decsi ve ark., 2022) eksozomal miRNA sekanslama sonuglar ile

yakin degerler sergiledigi gorilmiistiir.

Calismada incelenen 6rneklere ait ilgili prekiirsor ve olgun small RNA okumalarinin
sigir miRNA veri tabani (mirBase) ve T. annulata i¢in yaymlanmig small RNA
verileri kullanilarak gergeklestirilen analizlerinde her bir gruptaki 6rnek basma 201
ila 340 arasinda degisen bilinen miRNA’lar karakterize edilmistir. Potansiyel yeni
miRNA tahmini i¢in, Bos taurus (GCA 002263795.2) ve T. annulata
(GCA _000003225.1) genomlar1 iizerinden 1ilgili biyoinformatik araclarla analiz
edilen okumalarda her bir gruptaki 6rnek basmma 25-51 potansiyel yeni miRNA
sekanslarmin varligr tespit edilmistir. Bilinen ve potansiyel yeni miRNA’larin
uzunluk analizleri sonucu 18 ila 25 nt arasinda dagilim gosterdikleri tespit edilmistir.
Toplam bilinen miRNA uzunlugu dagiliminda, en yogun boyut smifinin 18 nt
oldugu, bunu sirastyla 19 nt, 20 nt ve 22 nt takip ettigi, potansiyel yeni miRNA’lar
icin ise siralamanin sirasiyla 22 nt, 21 nt, 23 nt ve 20 nt seklinde oldugu
belirlenmistir. Bu sonuglar c¢alisma gruplarindaki sigirlarda karakterize edilen
miRNA’larin literatiirde tanimlanan smirlar igerisinde oldugu ve uzunluk
dagilimlarinin da gesitli ¢alismalarda (loannidis ve ark., 2018; Romao ve ark., 2011,

Huang ve ark., 2021;) elde edilen verilerle uyumlu oldugunu géstermistir.

Calismamizda sigwr  gruplar1  arasinda ekspresyonel farkliliklar agisinda
degerlendirmeler i¢in bilinen miRNA’lar iizerinde analizler gerceklestirilmistir.
Potansiyel yeni miRNA’lar iizerine karakterizasyon, tanimlama ve validasyon
temelinde ileri arastirmalara ihtiya¢ bulunmaktadir. Bu agidan elde edilen verilerin
sonraki proje calismalarinda kullanilmasi planlanmistir. Yapilan ikili ve tgli
kiyaslamalar sonucunda Bilinen miRNA’larin akut, subklinik ve non-enfekte gruplar
arasinda deney grubu bazinda kiyaslanmasi sonucunda non enfekte ve akut enfekte
gruplar arasinda 216, non enfekte ve subklinik enfekte gruplar arasinda 193,
subklinik ve akut enfekte gruplar arasinda 204 ve her ii¢ grupta 183 miRNA’nin
ortak bulundugu belirlenmistir. Gruplar arasinda anlamli ifade degisimi sergileyen
miRNA’larin tespitine yonelik biyoinformatik analizlerde diizeltilmis p degeri %5’in
altinda olan ve kat degisimi iki katin lizerinde olan toplam 15 miRNA karakterize
edilmistir. Ilgili miRNA’larin tiim deney gruplarindaki sigirlarda ifade oldugu
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goriilmiistiir. Gruplar arasi kiyaslama analizlerinde non-enfekte gruba kiyasla
subklinik ve akut enfekte gruplarda diizeltilmis P degeri <0,001 olan ve kat degisimi
4-10 arasinda olmak tizere dort miRNA’nin (bta-miR-29d, bta-miR-122, bta-miR-
124a ve bta-miR-136) subklinik ve akut enfekte gruplarda artan ifade sergilemesi
onemli degerlendirilmistir. T. annulata lizerine in-vitro olarak yiiriitiilen sinirh sayida
miRNA karakterizasyon g¢alismalar1 sonuglar1 incelendiginde (Haidar ve ark 2018;
Gillan ve ark., 2019; Tajeri ve ark., 2021; Haidar ve ark., 2023) ¢alismamizda 6nemli
degerlendirilen miRNA’lar i¢cin herhangi bir ¢ikarim yapilmadigi goriilmiistiir. Diger
yandan T. annulata ile in-vitro deneysel yaklasimlarin kullanildigi yukaridaki
aragtirmalarda bazi miRNA’larin 6nemi vurgulanmistir. Bu arastirmalardan ilkinde
Marsolier ve ark.(2013) miR-155'in transformasyona ugramus lokositlerin
virilansindaki roliiniin gdstermisler ve ilgili miRNA’nin c-Jun aktivasyonu ve AP-1
gidiimlii transkripsiyon yoluyla indiiklendigini gosterilmislerdir. Arastirmacilar
(Marsolier ve ark., 2013) miR-155 aracili De-Etiolated Homolog 1 ekspresyonunun
baskilanmasmin c-Jun ubikitinasyonunu azalttigini  gdstermis ve c-Jun'un
stabilitesinin, miR-155 igeren BIC geninin transkripsiyonunu yonlendirerek, pozitif
bir geri besleme dongiisii olusturarak Theileria ile transforme olmus lokositlerin
biliylimesine ve hayatta kalmasma katkida bulundugunu agiklamislardir. Diger bir
caligmada (Haidar ve ark., 2018) miR-126-5p’nin enfekte miyeloid hiicrelerinde JIP-
2'yi (JNK-Interacting Protein-2) baskiladig1 ve boylece JNK1'i ¢ekirdege girmesinde
ve c-Jun'u fosforile etmesinde 6nemli rolii oldugu gosterilmis ve bdylece timor
yayilimini tesvik etmek i¢in Matris Metallo-Proteinaz 9'u kodlayan genin (mmp9)
AP-1 giidiimlii transkripsiyonunun aktive oldugu belirtilmistir. Ayrica, miR-125b'nin
T. annulata ile enfekte edilmis ve transforme olmus miyeloid hiicrelerin
virilansidaki rolii arastirilmis (Metheni ve ark., 2015) ve gen ontolojisi fonksiyonel
zenginlestirme analizleri ile miR-125b tarafindan ifadesi degistirilen genlerin
metabolik siire¢, hiicre donglisi ve DNA replikasyonunda 6nemli 0Glgiide
zenginlestirildigi gostermistir. Son olarak Gillan ve ark. (2019), T. annulata
enfeksiyonunun patobiyolojisinde ekstraseliiler vezikiiller (EV) ve kargolarmin
karakterizasyonu i¢in yiiriittiikleri ¢aligmada non-enfekte sigir lenfosarkom (BL20)
ve T. annulata (TBL20) ile enfekte BL20 hiicre hatlarindan EV’ler saflastirilmis ve
karsilastirmali kiitle spektrometrisi ve NGS bazli miRNA profili ile karakterize
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edilmistir. Ilgili ¢ahsmada ¢ogu tiimdr ve/veya enfeksiyon biyolojisinde bilinen
rollere sahip konak miRNA repertuarinda ifade degisiklikleri belirlenmis ve bu
miRNA’lar arasinda tiimor baskilayici fonksiyonlari bilinen miRNA’lardan, bta-
miR-181a ve bta-miR-181b'nin 6nemi vurgulanarak bta-miR181a'nin hiicre ici
adezyon molekiili ICAM-1 ile etkilesimi gosterilmistir (Gillan ve ark., 2019).
Yukaridaki ¢aligmalarda in-vitro ¢aligmalarla bazi fonksiyonel rolleri ve dnemleri
vurgulanan miR-155, miR-126-5p, miR-125-5b, bta-miR-181a ve bta-miR-181b
calismamizda tiim gruplara ait serum eksozomal miRNA i¢erisinde de belirlenmistir.
Ancak gruplar arasindaki ekspresyonel farklilik analizlerinde bu bes miRNA’nin
non-enfekte ve enfekte gruplar arasinda ifade diizeyleri agisindan istatistiksel olarak
belirlenen cut-off degeri temelinde 6nemli bir farklilik tespit edilememistir. Diger
yandan sonuglarimiz non-enfekte ve T. annulata ile dogal enfekte sigirlar arasinda
enfeksiyonun patobiyolojisinde o6nem arz edebilecek ve ayrica potansiyel
biyobelirteg aday1 olabilecek bta-miR-29d, bta-miR-122, bta-miR-124a ve bta-miR-
136 olmak tizere bilinen miRNA’lar1 ilk kez ortaya koymustur. Nitekim qPCR
validasyon analizleri sonucunda elde edilen veriler her dort miRNA i¢in NGS
sonuglarmi valide etmis ve bu miRNA’larin sigirlarin dolagiminda oldugunu teyit

etmistir.

Calismamizda 6nemli ifade diizeyi sergiledigi belirlenen ve gPCR ile validasyonu ile
sigirlarin dolasimindaki diizeylerinin 6nemli oldugu belirlenen bta-miR-29d, bta-
miR-122, bta-miR-124a ve bta-miR-136 ile birlikte NGS sonuglarina gore toplam 15
farkli ifade sergileyen miRNA data setinin gen ontoloji ve KEGG analizleri ile
zenginlestirdikleri genlerin yolaklar1 lizerine veriler saglanmistir. qPCR sonuglar1
gruplar arasinda en yiiksek degisim gosteren miRNA’nin bta-miR-29d oldugunu,
ilgili miRNA’nin akut enfekte grupta non-enfekte ve sub-klinik enfekte gruplara
kiyasla 1284 ve 881 kat fazla ifade gdosterdigini, ayrica non-enfekte gruba gore
subklinik enfekte grupta bta-miR-29d’nin 146 kat fazla ifade oldugunu gdstermistir.
[lgili miRNA’nin genom veri bankasinda zenginlestirdigi genlerin KEGG yolaklar1
incelendiginde sigirlarda toplam 352 yolakta fonksiyon aldigr goriilmiistiir
(https://www.genome. jp/dbget-bin/get_linkdb?-t+pathway+gn:T01008). Bu yolaklar

arasinda Ozellikle Transforming growth factor-p (TGF-beta) ve Tumor necrosis
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factor (TNF) sinyal yolaklarmin varlig: tespit edilmis ve T. annulata enfeksiyonlari
yoniinden Onemli degerlendirilmistir. Nitekim TGF-B  hiicre biiyiimesini,
farklilasmasimi ve hareketliligini diizenledigi bilinen 6nemli bir sitokin ailesi olarak
bilinmektedir (Massagué, 1998). Normal hiicrelerde ve kanserin erken evrelerinde
TGF-B hiicre biiylimesini inhibe ederken, kanserin ge¢ evrelerinde metastaz ve
invazyonu destekleyen zit bir rol iistlenir. Bu geliskinin altinda yatan mekanizmanin
hala iyi tanimlanamadig1 kaydedilmektedir (Tajeri ve ark., 2021). TGF-f'nin TGF-
B1, 2 ve 3 olmak lizere {li¢ izoformu vardir. Kanserde, TGF-B2 oldukga agresif ve
malign timorlerde giiglii bir sekilde ifade edilir (Gold ve ark., 2000; Gomes ve
ark., 2012). TGF-B2 iiretiminin hastaliga duyarli Theileria ile enfekte ve transforme
Holstein-Friesian (HF) miyeloid hiicrelerinde hastaliga direngli enfekte Sahiwal
transforme miyeloid hiicrelerine kiyasla daha yiiksek oldugu gosterilmis bunun da
transforme duyarli miyeloid hiicrelerdeki daha yiiksek seviyedeki Matrigel gecis
kapasitesi (yayilma kapasitesinin bir gostergesi) ile iliskili oldugu belirtilmistir

(Chaussepied ve ark., 2010).

Diger yandan bta-miR-29d’nin fonksiyonel goérev aldigi yolaklardan TNF-a,
Theileria enfeksiyonunun genel bir klinik belirtisi olan yiiksek atesi tetikleyen
onemli bir sitokindir (Glass ve Jensen, 2007). TGF-B2'ye benzer sekilde, TNF-a da
theileriosis'te iyi karakterize edilmis bir sitokindir. Theileria parva ile transforme
olmus B hiicrelerinde, TNF-a’nin eksprese oldugu ve salgilandiktan sonra enfekte
lenfositler {izerindeki reseptorlerine baglandigi bilinmektedir (yani, otokrin sinyal
modu). TNF-a'nin reseptorlerine (TNFR1 veya TNFR2) baglanmasmin ardindan
TRAF'!m ise alinmasi ve NF-kB ve AP-1 giidiimlii transkripsiyonun aktivasyonu séz
konusudur (Guergnon ve ark., 2003). NF-xB, Theileria'ya bagimli bir sekilde
kanonik olmayan bir sekilde aktive edilir (Heussler ve ark 2002) ve TNF-a ifadesinin
diizenlenmesinden sorumlu oldugu belirtilmektedir. Nitekim NF-kB'nin farmakolojik
olarak bloke edilmesinin, T. annulata ile enfekte olmus ve transforme miyeloid
hiicrelerde TNF-a seviyelerinde bir diisise yol actigi ispatlanmistir (Ma ve
Baumgartner, 2014). Enfekte 16kositlerin bir TNF-a sentezi inhibitorii ile muamele
edilmesi veya dominant-negatif TNF reseptor-iliskili faktor 2 (TRAF2)
transfeksiyonu yoluyla TNF-o/TNFR/TRAF sinyalinin inhibisyonu, NF-kB'nin
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transkripsiyonel aktivitesini 6nemli 6l¢lide azaltmistir (Guergnon ve ark., 2003). T.
annulata ile enfekte ve transforme miyeloid hiicrelerde TNF-a indiiksiyonunun,
konak hiicre serin/treonin kinaz MAP4K4 ekspresyonunu indiikleyerek hiicre disi
matrisin istilasia katkida bulundugu bilinmektedir. Calismada ifade diizeyi 6nemli
bulunan ve validasyonu saglanan ilgili dort miRNA’nin ayn1 zamanda serin/treonin
kinaz ve MAPK sinyal yolaklarindaki genleri zenginlestirdigi dikkati g¢ekmistir.
MAP4K4 yolagi, Ezrin, Radixin, Moesin ailesi (ERM) proteinlerinin hareketli
makrofajlarin lamellipodisinin 6n kenarinda birikimini artirdigt ve bunlarin
fosforilasyonundan da kismen sorumlu oldugu kaydedilmektedir (Tajeri ve ark.,
2021). Aktive edilmis ERM proteinlerin konak hiicre aktin dinamiklerini kontrol
ettigi ve Theileria ile enfekte olmus ve transforme miyeloid hiicrelerin hiicre
mobilizasyonunu ve Matrigel gecisini artirdigi gosterilmistir. Ayrica, MAP4K4 nin
JNK fosforilasyonuna katkida bulundugu ve JNK aktivasyonunun TNF-o aracili
MAP4K4 ekspresyonu i¢in gerekli oldugu bulunmustur (Ma ve Baumgartner, 2014).
Ilging bir sekilde, deneysel olarak enfekte edilmis sigirlar {izerinde yapilan eski bir
caligmada (Forsyth ve ark., 1999), histopatoloji gosteren organlarda TNF-a-pozitif
hiicreler bulunmus ve bu bulgu TNF-a’nin Theileria ile transforme olmus miyeloid
hiicrelerin yayilmasindaki rolii i¢in in-vivo kanit saglanmistir. Tiim bu verilerle TNF-
a’nin, Theileria kaynakli 1okosit transformasyonunun iki 6nemli unsuru olan

proliferasyon ve hiicre hareketliliginde 6nemli rol iistlendigi kanitlanmistir.

Calismamzida qPCR validasyonu yapilarak T. annulata ile enfekte sigir gruplari
arasinda artan ifade diizeyi 6nemli bulunan diger iic miRNA’dan bta-miR-122’nin
KEGG ve GO yolak analzileri sonucu simdiye kadar yalnizca kanserde miRNA
yolagi ile iliskilendirildigi goriilmiistiir. Diger iki miRNA bta-miR 124a ve bta-miR-
136’nin gen data bankasinda olmasina karsin heniiz yolak tanimlarinin bulunmadigi
goriilmiistiir. Bu sonuglarla T. annulata patobiyolojisi ile ilgili oldugu goriilen tiim
bu miRNA’lar ve fonksiyonlar1 {izerine ileri arastirmalara ihtiya¢ oldugu
diistiniilmiistiir. Diger yandan T. annulata enfeksiyonu igin bu ¢alisma ile 6nemli
roller iistlendigi belirlenen ve enfekte gruplarda ifade diizeyi diger miRNA’lara
oranla daha yiiksek tespit edilen bta-miR-29d-3p basta olmak {izere ilgili

miRNA’larin T. annulata enfeksiyonlarmin spesifik teshisinde ve tedavi sonrasi
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takibinde etkin ve aday potansiyel biyobelirtegler olabilecegi kanaatine varilmistir.
Ancak bu ¢ikarim biyobelirte¢ olusturma ve validasyon noktasinda ileri ¢aligmalarla

desteklenmelidir.
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6. SONUC ve ONERILER

Bu tez galigmasi ile T. annulata ile dogal enfekte sigirlarin dolasimindaki eksozomlar
ve miRNA icerikleri ile ilgili ilk 6zgiin sonuglar saglanmistir. Arastirma gruplarmin
olusturulmasi i¢in enfekte ve non-enfekte sigirlarin tespit edilmesinde hastaliga 6zgi
klinik belirtiler ve konvansiyonel mikroskobik teshisin yami sira molekiiler tam
yontemlerini de igeren teshis paneli kullanilmig ve bu yaklagimla giivenilir deney
tasarimi olusturulmustur. Akut ve subklinik enfekte gruplara dahil edilen sigirlardaki
parazit yiikleri, TASP geninin klonlanmasi1 ve rekombinant plazmit DNA eldesi
sonrast olusturulan standartlarla qPCR analizi sonras1 belirlenen gen kopya sayisi
temelinde ortaya ¢ikarilmis ve enfeksiyon gruplarmin replikasyonlarmin
olusturulmasinda kriter olarak kullanilmistir. Ayrica TASP qPCR’in pozitif
orneklerin sekans konfirmasyonlar1 da dikkate alindiginda giivenilir ve hassas bir
yontem olarak T. annulata ile enfekte hayvanlarin molekiiler teshisinde kullanish bir

tani1 yaklagimi oldugu diistiniilmiistiir.

Calismamizda tiim gruplardaki sigirlarin serumlarindan olusturulan replikasyonlarda
eksozomlarin izolasyonu basar1 ile gergeklestirilmis ve karakterizasyonu ig¢in
referans yontemler olan SEM, NTA ve Western Blot analizleriyle tiim gruplar i¢in
eksozomlarin konfirmasyonu yapimistir. Ekzozomal small RNA izolasyonlari
sonrasinda her gruptaki ornekler i¢cin olusturulan kiitiiphaneler NGS platformunda
basari ile islenmis ve 0rnek basina kalite skoru yiliksek olan ortalama 10,9 milyon
okuma sayist ve 336,7 milyon baz veri elde edilmistir. Verilerin biyoinformatik
analizleri sonucu tiim calisma gruplarinda toplam 288 bilinen miRNA ve 164
potansiyel yeni miRNA karakterize edilmis olup uzunluklarmin miRNA’larmn bilinen

araliginda (18-25 nt) dagildig1 belirlenmistir.



miRNA’larin NGS okumalarma gore ifade diizeylerinin kiyaslanmasi sonucunda
aragtirma gruplarmdaki sigirlarda farkli ifade diizeyi sergileyen toplam 15 miRNA
belirlenmis olup bunlardan bta-miR-29d basta olmak iizere bta-miR-122, bta-miR-
124a ve bta-miR-136’nin enfekte gruplarda non-enfekte gruba oranla Onemli
diizeyde artan ifade sergiledigi tespit edilmistir. Sigirlarin dolagimindaki ilgili
miRNA’larin ekspresyonel farkliliklar1 ayrica qPCR analizleriyle teyit edilmis ve
bta-miR-29d’nin NGS verilerine paralel olarak en yiiksek farkliligi sergileyen
miRNA oldugu belirlenmistir.

Tez c¢alismalar1 ile bta-miR-29d, bta-miR-122, bta-miR-124a ve bta-miR-136 ile
birlikte NGS sonuglarina gore toplam 15 farkl ifade sergileyen miRNA veri setinin
gen ontoloji ve KEGG analizleri ile zenginlestirdikleri genlerin yolaklar1 iizerine
ozgiin veriler saglanmistir. Ozellikle bta-miR-29d’nin T. annulata’nin hiicreleri
enfekte etmesi ve transformasyonunda onemli oldugu bilinen TGF-beta ve TNF
sinyal yolaklar1 basta olmak iizere serin/treonin kinaz ve MAPK yolaklarmdaki
genlerin regiilasyonunda gorev aldig1 belirlenmistir. Bu sonuglar da T. annulata ile
dogal enfeksiyonlarin patobiyolojisindeki molekiiler mekanizmalar i¢in 6zgiin veriler

olusturmustur.

Tez galismasinin ¢iktilar1 ayrica 6zellikle bta-miR-29d olmak iizere T. annulata ile
enfekte sigirlarda ifade diizeyi onemli olan miRNA’larin hastaligin tanisinda
potansiyel yeni biyobelirtegler olabilecegini ortaya cikarmustir. Ilgili miRNA
markorlerinin etkin ve duyarli biyobelirte¢ olarak tanimlanmasi i¢in daha genis
orneklemler ve kestirim analizleri gibi c¢esitli biyoinformatik yaklasimlarla teyit

edilmesi gerekmektedir.
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EKLER

Ek 1. Erciyes Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurul karar1 (Karar no: 22/025)




Tablo 1. Non-enfekte sigir gruplarinda tespit edilen bilinen miRNA’lar, mature dizilimleri ve uzunluklar.

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




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
21,25,23,2 | TCCCTGAGACCCTTTAACCTG,GCAAAGCACACGGCCTGCAGAGAGG, TCCCTGAGACCCTTTAACCTGTG, TCCCTGAGACCCTTTAACCT
bta-miR-125a 2 GT
23,23,21,2
bta-miR-125b 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 21,2221 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




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 24,2321 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




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




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




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




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




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




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




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




Tablo 2. Akut sigir gruplarinda tespit edilen bilinen miRNA’lar, mature dizilimleri ve uzunluklar

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
22,20,21,23, | TACAGTACTGTGATAACTGAAG, TACAGTACTGTGATAACTGA GTACAGTACTGTGATAACTGA TACAGTACTGTGATAACTGAAGG,TAC

bta-miR-101 | 23 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




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




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-

2285hbc 21,22 AAAAACCTGAATGACCCTTTT,AAAAACCTGAATGACCCTTTTG
bta-miR-

2285hd 22 AAAACCCTGATGAACTTTTTGA

bta-miR-

2285by 22 AAAAGTTTGGTTGGGTTTTTCT

bta-miR-

23

GAAAACCGAAACGAACTTTATGG




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




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




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




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




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




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




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- 21,22,20,21, | ATTGTTCTCCAACCTGGCTCT,ATTGTTCTCCAACCTGGCTCTT,ATAGCCAGTTGGGGAAGAAT, ATAGCCAGTTGGGGAAGAATG, TAGCCA
7857-5p 20,21 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




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




Tablo 3. Sub-klinik sigir gruplarinda tespit edilen bilinen miRNA’lar, mature dizilimleri ve uzunluklar1

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
23,20,21,2
bta-miR-10225a | 2 CCGAGCCTGACAGATCACACACG,CCGAGCCTGACAGATCACAC,CCGAGCCTGACAGATCACACA,CCGAGCCTGACAGATCACACAC
bta-miR-103 23 AGCAGCATTGTACAGGGCTATGA
bta-miR-106b 22,21 CCGCACTGTGGGTACTTGCTGC,CCGCACTGTGGGTACTTGCTG
bta-miR-107 19,2221 | AGCAGCATTGTACAGGGCT,AGCAGCATTGTACAGGGCTATC,AGCAGCATTGTACAGGGCTAT
bta-miR-10a 22 TACCCTGTAGATCCGAATTTGT

bta-miR-10b

22

TACCCTGTAGAACCGAATTTGT




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,CCCGGGGAGCCCGGLGGT
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




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

24,23,22,2 | TTAATGCTAATCGTGATAGGGGTT, TTAATGCTAATCGTGATAGGGGT, TGAAAAGTTCGTTCGGGTTTTT, TCCCTGAGACCCTAACTTGT
bta-miR-155 1 G
bta-miR-15a 21,18 TAGCAGCACATAATGGTTTGT, TAGCAGCACATAATGGTT
bta-miR-15b 22 TAGCAGCACATCATGGTTTACA
bta-miR-16a 21,22 TAGCAGCACGTAAATATTGGT, TAGCAGCACGTAAATATTGGTG




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 21,2319 TAATACTGCCGGGTAATGATG, TAATACTGCCGGGTAATGATGGA TAATACTGCCGGGTAATGA




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 24,2325 | 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-2285¢

21

ACGAACTTTTTGGCCAACCCA




bta-miR-2285h

23

GAAAACCGAAACGAACTTTATGG

bta-miR-2285n 20 ATGAACTTTTGGGCCAATCC
bta-miR-22850 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




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




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




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




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




Tablo 4. Non-enfekte sigir gruplarinda tespit edilen potansiyel yeni miRNA’larin
dizilimleri ve uzunluklari.

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




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




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 sigir gruplarinda tespit edilen potansiyel yeni miRNA’larin
dizilimleri ve uzunluklari.

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




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

CGGCGTGGCGGGCGGLCGGLTCC

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




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




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 sigir gruplarinda tespit edilen potansiyel yeni miRNA’larin
dizilimleri ve uzunluklari.

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




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

GGCGCCGLCCGLCLCLeeeea

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




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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