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Kegi Siit Somatik Hiicrelerinden RNA izolasyonu: Problemler ve ¢6ziim
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Ozet: siit, memelilerde besleyici bir sivi olmanin yaninda meme bezinin fizyolojisi ve biyolojisi hakkinda énemli fikirler
verebilen, verim, kalite ve saglk durumunun degerlendirilebilmesi icin 6nemli potansiyele sahip biyolojik bir kaynaktir. Sttte
bulunan somatik hiicreler, meme bezindeki molekiler aktivitenin biyopsi girisimlerine gerek kalmadan izlenebilmesine
olanak saglamaktadir. Bununla birlikte sitiin ve sitte bulunan somatik hicrelerin elde edilme yontemi gen ekspresyon
¢alismalari gibi molekiiler mekanizmalar Uzerine yapilan galismalarin kalitesini etkilemektedir. Kegi stitiiniin kompozisyonu
(yag, protein vb.) ve ml’deki somatik hiicre sayisi gen ekspresyonu ¢alismalari igin gerekli RNA izolasyonu bakimindan dikkat
edilmesi gereken faktorlerdir. Saglikli oldugu kabul edilen sitteki somatik hicre sayisi genis bir araliga sahiptir. Calisma
materyalini olusturan hayvanlardan izolasyon igin gerekli optimum siit miktarinin belirlenmesi gok 6nemlidir. Zira gahsilacak
sttiin miktari, RNA izolasyonu igin hem elde edilebilecek hiicre pelletinde hem de siitiin RNA izolasyonu asamasina kadar
nikleazlara maruz kalmadan tutulabilmesinde temel unsurdur. Bu notta kegi siit somatik hiicrelerinden yapilacak total RNA
izolasyonunun optimizasyonu igin 6nemli oldugu disiinilen bazi noktalara deginilmistir.
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RNA Isolation from Goat Milk Somatic Cells: Problems and Solutions

Abstract: Milk is an important biological source with to be a nutritional liquid which could give important ideas about
mammary glands physiology and biology, has a potential about investigation of milk yield, quality and health at molecular
levels. Milk somatic cells give possibility of examination the molecular activity of mammary gland without biopsy. However,
milk and milk somatic cell’s isolation method affect the quality of study which are made for molecular mechanisms studies
like gene expression study. The composition of goat milk (lipid, protein etc.) and cell count in per ml are important factors
for RNA isolation on gene expression studies. Somatic cell score has a wide range in healthy milk. It is very important the
determination of milk quantity which require for cell isolation in the experiments. Because, milk quantity is the main factor
for RNA isolation which require either cell pellet determination or stability of milk until the RNA isolation step. In this note,
some points for optimization of total RNA isolation from goat milk somatic cells are mentioned.
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Giris

Memelilerde, dogum ile birlikte yavrunun calismalar icin engelleyici olmaktadir. Biyopsi

yasamasi icin gerekli besin maddelerinin karsilan-
masi amaciyla meme bezlerinden st salgilanir.
Biyolojik bir sivi olan siitlin bilesimi, turler arasinda
bazi benzerlikler géstermekle birlikte mevsim ve
besleme gibi cesitli faktorler sonucunda ayni
bireyde bile farkliliklar gosterebilmektedir
(Akcapinar ve Ozbeyaz, 1999). Sit, epitel hiicreler
ile lI6kositlerden olusan ve somatik hicreler olarak
adlandirilan hicreler igerir. Stte bulunan somatik
hicre sayisi, meme dokusunun saghg ve sitin
kalitesi hakkinda fikir verir. Bununla birlikte sut
somatik hicrelerinden izole edilen total RNA ile
meme bezindeki gen ekspresyonu hakkinda bilgi
sahibi olunabilmektedir (Sarikaya, 2006). Meme
bezinde gen ekspresyonu calismalari ¢ogunlukla
meme bezinden biyopsi alinarak yapilmaktadir.
Ancak meme bezinde yangi ve enfeksiyon olusma
ihtimali canh saghgi icin risk olusturmakta ve tekrarl

uygulamalarindaki zorluklarin (ensizyon, anestezi,
doku pargasinin alimi vb.) yani sira tekrarh
calismalarda meme bezindeki biyolojik aktivitenin
tam olarak anlasiimasi giiglesmektedir (Boutinaud
ve ark., 2015). Hayvan yetistiriciliginin yapildigi 6zel
isletmelerde vyetistiricinin hayvan Uzerinde biyopsi
uygulamalarina her zaman onay vermek istememesi
de karsilasilan baska bir problemdir. Siut, biyopsi
islemi gerekmeksizin memelilerde verim, Kkalite,
mastitis direnci gibi kriterlerin mRNA dizeyinde
incelenmesi icin 6nemli bir biyolojik kaynak olarak
degerlendirilebilmektedir (Boutinaud ve ark., 2002).

Sigir, koyun ve kegilerin siit komponentleri
farklilik géstermektedir (Tablo 1). Hayvan tirlerine
gore siitten hicre pelleti olusturmada, yiksek yag
ve ylksek protein (kazein) oranlari énemli prob-
lemlere sebep olmaktadir. Laktasyondaki saglikli bir
sigir icin 200.000 hiicre/ml ve daha az sayidaki sit
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somatik hiicre sayisi normal kabul edilirken, saglikh
bir keginin siit somatik hiicre sayisi 50-1000 x 103
hicre/ml olarak kabul edilmektedir (Boutinaud ve
ark., 2002). Somatik hiicre sayisinin kegilerde bu
kadar genis aralikta bulunmasi gen ekspresyonu gibi
molekiler c¢alismalar igin sitten yeterli miktarda
hiicre izole etmede, ¢alisilacak siit hacminin 6nemli

oldugunu gostermektedir. Ayrica laktasyon boyunca
kecgilerde glnlik st verimindeki degisim goz
oniinde bulunduruldugunda uygun olan RNA
izolasyonunu yapabilmek icin yeterli seviyedeki en
az st hacminin belirlenmesi  gerekmektedir
(Boutinaud ve ark., 2015).

Tablo 1. Bazi Ruminantlara ait sit komponentleri oranlari (Digraskar ve Awaz, 2009; Paape ve ark., 2006; Raynal-

Ljutovac ve ark., 2014; Yildirim, 2013).

Ozellik Kegi Koyun inek Manda
Kazein (%) 24 4.2 2.6 3.7
Protein (%) 3.4 6.2 3.2 4.4

Yag (%) 3.8 7.9 3.6 7.4
Kuru Madde (Yag harig) (%) 8.9 12 9 10.1
Somatik Hiicre Sayisi <108/ml <108/ml <2x10°/ ml <2.5x105/ml

Sitin RNase aktivitesinin ylksek oldugu ve bu
ylzden de siit somatik hiicrelerinden izole edilecek
RNA’nin degrade olmaya yatkin oldugu bildirilmek-
tedir (Boutinaud ve ark., 2015). Ayrica organizma-
dan alinan biyolojik materyal Uzerinde c¢alisilma
suresinin de RNA kalitesi bakimindan énemli oldugu
bilinmektedir (Mura ve ark., 2013). Yapilan literattr
taramalarinda, sttten RNA izolasyonu yapmak icin
gereken somatik hticrelerin 150 ml, 300 ml ve 500
ml gibi yuksek miktarlarda sltten elde edildigi
gorialmustir (Boutinaud ve ark., 2002; Mura ve ark.,
2013). Sit veriminin hayvanlarda tire ve mevsime
bagh olarak gosterdigi degisim gbdz oninde
bulunduruldugunda hacim olarak daha az miktarda
sut ile calismak zaman zaman zorunluluk haline
gelmektedir.

Materyal ve Metot

Sutten RNA izolasyonu yapilarak bazi genlerin
ekspresyon seviyelerinin tespit edilmesi istendi-
ginde siit somatik hicrelerinin toplanmasi asama-
sinda bazi sorunlarla karsilasildigi gortilmustir. Bu
sorunlarin en é6nemlileri;

1. Yeterli miktarda hicre pelleti olusturulamamasi
2.  Olusturulan  hiicre pelletinden  kazeinin
uzaklastirilamamasi

3. Olusturulan hiicre pelletinde uygun sonikasyon
yapilamamasi

Hiicre pelleti olusturmada, birgok literatiirde
bildirildigi gibi (Boutinaud ve ark., 2002; Boutinaud
ve ark., 2015; Mura ve ark., 2013; Sarikaya, 2006)
santrifiij ile fiziksel olarak hiicrelerin tiiplin dibinde
toplanmasi amaclanmistir. Santrifij hizi arttikca
hicrelerin tiplin dibinde daha ¢ok toplanmasi
beklenirken, bu durumun santriftij hizi ile orantih
olmadig! tespit edilmistir. 3044, 2000, 1800 ve 1500
g'de 10, 15 ve 20 dk sureli santrifujler yapilarak en
uygun hicre pelleti olusturma yoéntemi tespit
edilmistir.

Hicre pelleti olusturma asamasinda bazi
falkonlarin  diplerinde pellet igerisinde kazein
misellerinin sebep oldugu c¢amur kivaminda bir
kirlilik olusmaktadir. Bu durumun 6niine gecilmeden
RNA izolasyonu yapilan orneklerin RNA saflik ve
konsantrasyonlari  kabul edilebilir duzeylerde
bulunamamistir (A260/280 orani < 1.7). Ayrica jel
elektroforezinde bant butinlikleri tespit edileme-
mistir. Bu sorun, hiicre pelleti olusturma asamasin-
daki PBS yikamalarina EDTA ilave edilmesi ile
asilmaya calisiimistir. EDTA kazein misellerinin bir
araya gelerek c¢okelti olusturmalarini engelleye-
bilmektedir. Hicre pelleti olusturulduktan sonra
total RNA izolasyonu igin hiicre pelleti tGzerine TRI
Reagent (Sigma-Aldrich, USA) ilavesi ile birlikte
somatik hucrelerin tamamen pargalanarak total
RNA’nin agiga cikmasini saglamak amaciyla hiicre +
TRl Reagent silispansiyonunu sonike etmek gerek-
mektedir. Yeterli siire ya da siddette yapilamayan
sonikasyon ya hicrelerin yeterince parcalana-
mayarak RNA’larin serbestlesmesini engellemekte
ya da ¢ok siddetli sonikasyona bagl olarak RNA’da
kirllmalara sebep olmaktadir. %30-35, %60-70 ya da
%100 kapasite ile 30 sn surekli ya da 10 sn
araliklarla 10 sn sdreli 3 siklus sonikasyon islemleri
yapilarak en uygun sonikasyon yontemi tespit
edilmeye calisiimistir.

Tartisma ve Sonug

Yapilan denemeler, keci siit somatik hiicrele-
rinde gen ekspresyonu icin gereken uygun kalitedeki
RNA’nin 100 ml’lik sut érneklerinden +4 C’'de 1800
g’de 15 dk santrifiij ile elde edilen hiicre pellet-
lerinden yapilabilecegini gostermistir. Santrifij hizi-
nin ¢ok yiksek olmasi santrifiij esnasinda sutteki
hiicrelerin buyilk bir kisminin falkonun Gst kisminda
biriken krema tabakasina gectigini gostermektedir.
Santrifiij hizi disiik (1500 g) tutulan orneklerde ise
RNA izolasyonu igin vyeterli hiicre pelletinin
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olusmadigl gozlenmistir. Ayrica 10, 15 ve 20 dk
tutulan santrifj sireleri sonunda elde edilen
pelletler incelendiginde, 15 dk ve 20 dk santrifij
edilen orneklerin diplerindeki pellet blytkligiinde
ve RNA miktarinda onemli bir fark bulunmadig
bununla birlikte 10 dk santriflij edilen 6rneklere
gore daha biylk hacimde pellet olustugu gozlen-
mistir. Pellet olusturma isleminin ilk iki yikamasinda
0,5 mM’lik EDTA’lI PBS ve son yikamada ise normal
PBS kullanilmasi arzu edilen RNA kalitesi i¢in uygun
izolasyon yapilabilecegini gostermistir. Uygun hiicre
pelleti olusturulduktan sonra %30-35 kapasitede 10
sn aralikh ve 10 sn sirekli 3 siklus sonikasyon
yapilmasi hiicre zarini yeterince parcalamakta ve
RNA vyapisina da zarar verilmemektedir. Sonikasyon
isleminin buz altinda yapilmasi hiicre + TRl Reagent
sispansiyonunun isinmasini  engelleyerek RNA
yikimlanmasinin online gecilmesine katki
saglamaktadir.

Sonug olarak, slitten RNA izolasyonu yapiimak
istendiginde 100 ml sutten 1800 g’'de 15 dk 3 tekrar
yapilacak santriftj ve ilk iki yikamada PBS’e 0.5
mM’lik EDTA ilave edilmesi en uygun hiicre peletini
olusturabilecek, ardindan yapilacak sonikasyon isle-
minin buz altinda %30-35 kapasitede 10 sn siire ile
10 sn aralikli 3 siklus seklinde uygulanmasi yeterli
olabilecektir.
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