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YERLIi KARA SIGIR IRKINDA HASTALIKLARA DIRENC ILiSKIiLIi
LOKUSLARIN MOLEKULER GENETIiK ANALIZI

(DOKTORA TEZI)
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OZET

Bu ¢alismada Tiirkiye’nin yerli sigir irklarindan olan Yerli Kara sigir irkinda
hastaliklara direng ile iliskili BoOLA bdolgesinde bulunan DMA, DMB, DQA, DQB, DRA,
DRB2, DRB3, DYA, DYB, LMP2 ve LMP7 genlerindeki bazi ekzon bdlgelerinin
niikleotid dizileri belirlenerek, polimorfizm o6zellikleri ve filogenetik yapilar1 analiz
edilmistir. Ayrica Yerli Kara sigir irkinin dogal bagisiklik sisteminin temelini olusturan
genetik direnc Ozellikleri ile iligkili referans veriler elde edilmistir. Calismada kullanilan
hayvan materyali, Amasya ve Kars illerinden toplanan, saf irkin belirgin 6zelliklerinin
tastyan sigirlara ait toplam 67 adet (29, & - 38, Q) tam kan drnegi kullanilmistir. Toplanan
tiim kan orneklerinden fenol-kloroform ydntemi veya ticari kit yardimiyla genomik DNA
izolasyonu yapilmistir. Yerli kara sigir o6rneklerinde BoLA-DMA-E2,3,4, -DMB-E2, -
DQAL-E2, -DQA2-E3, -DQA5-E2, -DQB-E2, -DRA-E2, -DRB2-E2, -DRB3-E2, -DYA-
El, -DYA-E2, -DYA-E3,4, -DYB-E3, LMP2-E2 ve LMP7-E3,4,5 bolgelerini ¢ogaltmak
icin gerekli ileri ve geri primerler tasarlanmistir. PZR ile amplifikasyon yapilan ornekler
niikleotid dizi analiz cihazi ile ekzon dizi bilgileri elde edilmistir. PZR {iriinleri dogrudan
ya da vektore klonlanarak, iiniversal primerler ile niikleotid dizileri belirlenmistir.
Niikleotid dizi datalarindaki heterozigot pozisyonlar ileri ve geri primerler ile toplanarak
diizeltilip tanimlanmis ve elde edilen niikleotid diziler NCBI’ya yiiklenmistir. Ayrica
muhtemel protein dizileri incelenerek referans veriler elde edilmistir. Son olarak 6nceki
calismalarda elde edilen allel bilgilerinden faydalanilarak, hastaliklara direng 6zellikleri
incelenmis ve tiir icindeki bireyler arasindaki varyasyonun derecesi arastirilmistir.
Calisilan her bolge i¢in toplam bolge sayisi, G+C orant (%), polimorfik bolge sayist (s),
haplotip sayisi (h), haplotip farkliligi (Hd) ve niikleotid farklilig1 (Pi) hesaplanmustir. Yerli
kara sigir irkindan elde edilen haplotip sayis1 (2-129), yiiksek niikleotid (Pi: 0,051+0,0014)
ve haplotip farkliligi (Hd: 1,000+0,0010) degerleri ile diinyadaki diger sigir irklari
karsilastirildiginda elde edilen sonuglar, Tiirkiye’nin sigir irklarini evciltilmesinde merkezi
bir nokta oldugunu gostermektedir. Sonug olarak, bu calismada elde edilen bulgular;

Tiirkiye’deki sigir wrklarmin bagisiklik 6zelliklerinin gelistirilmesine yardimer olacak



bilgiler saglayarak, infeksiyonlara karsi daha direngli ¢iftlik hayvanlarin yetistirilmesine
katki saglayacaktir. Ayrica BoLA haplotiplerinin ¢ogunlugu yerli kara sigir irkina 6zgiidiir

ve ortak haplotiplerin ¢ok az1 farkli sigir irklarinda gézlemlenmistir.
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Bagisiklik sistemi, BoLA, DMA, DMB, DQA, DQB, DRA, DRB2, DRB3, DYA, DYB,
LMP2 ve LMP7.
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MOLECULAR GENETIC ANALYSIS OF LOCI ASSOCIATED WITH
RESISTANCE TO DISEASES IN ANATOLIAN BLACK CATTLE

(Ph.D. THESIS)
FERIT CAN YAZDIC

ABSTRACT

In this study, nucleotide sequences of some exon regions of the DMA, DMB, DQA,
DQB, DRA, DRB2, DRB3, DYA, DYB, LMP2 and LMP7 genes in the BoLA locus,
which are related to diseases in Anatolian black cattle breed of Turkey, and their
polymorphic features and phylogenetic structures were analysed. Reference data,
associated with the genetic resistance properties of the natural immune system of the
Anatolian black cattle breed were obtained. Whole blood samples of 67 (29, & - 38, Q)
Anatolian black cattle carrying the distinctive features of pure breed according to their
morphological characters, bred in the cities of Amasya and Kars, were used for DNA
analysis. Genomic DNA extraction was carried out using phenol-chloroform method or
commercial isolation kits. The forward and reverse primers were designed to amplify
BoLA-DMA-E2,3,4, -DMB-E2, -DQA1-E2, -DQA2-E3, -DQA5-E2, -DQB-E2, -DRA-E2,
-DRB2-E2, -DRB3-E2, -DYA-E1, -DYA-E2, -DYA-E3,4, -DYB-E3, LMP2-E2 and
LMP7-E3,4,5 regions from extracted and purified DNAs. Exon sequence data were
obtained using the nucleotide sequence analyser by either direct sequencing or by cloning
in vector systems using universal primers. The nucleotide sequence data were controlled
and corrected accordingly and made public in the web site of NCBI. Reference data were
obtained using estimated protein sequences. Finally, the resistance abilities were analysed
and degree of possible polymorphic variations among the individuals were determined
using the basic information of alleles reported in previous studies. For each region studied,
total number of regions, G + C ratio (%), polymorphic region number (s), haplotype
number (h), haplotype difference (Hd) and nucleotide difference (Pi) were determined.
When the numbers of haplotypes (2-129), high nucleotides (Pi: 0,051 + 0,0014) and
haplotype difference rates (Hd: 1,000 = 0,0010) obtained from domestic black cattle breeds
compared to other cattle breeds in the world, it could be suggested that Turkey has been
situated in a central position during the domestication process of cattle. Finally, findings of

current thesis may also contribute to the development of more resistant farm animals



against various infections by providing basic information that will help improve the
immunity characteristics of the cattle breeds. Moreover mast majority of the BoLA
haplotypes are found to be specific to Anatolian black cattle, and only few of the common

haplotypes have been observed in different cattle breeds.
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Immune system, BoLA, DMA, DMB, DQA, DQB, DRA, DRB2, DRB3, DYA, DYB,
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1. GIRIS

Sigir, yiik hayvani olarak binlerce yildir insanlar tarafindan kullanilmasinin yani
sira boynuz, deri, siit ve eti kullanilmaktadir. insan gogleri ile sigirlarin hareketi, yabani
sigir genlerinin geri melezlemesi ve seleksiyona dayali 1slah programlarinin 6zel
kullanimlar1 ve kendi karakteristikleri ile farkli irklarda yiizlerce popiilasyona yol agmistir
(Ellis ve Hammond, 2014). Diinya genelinde sigircilikta kullanilan genetik seg¢im
programlarindaki amag¢ ckonomik Ozellikleri artirmaya yoneliktir ve ¢ogunlukla
hastaliklara direng g6z ardi edilmektedir. Seleksiyon sirasinda ihmal edilen hastalik direnci
hayvanlarin bireysel performansi ve hastaliklar arasindaki istenilmeyen iliski yliziinden
ekonomik degerlerde diisiislere neden olabilir. Bu problemi ¢dzmenin bir yolu hastalik
direnciyle iliskili genleri tasiyan inek ve bogalarda dogrudan seleksiyona gitmektir. Fakat
su ana kadar hastaliklara direncle iliskilendirilen ¢ok az genetik marker tanimlanmistir. Bu
yizden sigirlarda ki seleksiyon indekslerini gelistirmek icin hastaliklara direngli veya
duyarli ayrim1 yapmaya olanak saglayacak yeni markerlerin belirlenmesi son derece
onemlidir. Si1gir solunum hastalig1 (BRD) her y1l hastalik endiistrisine yaklagik 750 milyon
dolara mal olmaktadir (Holland ve ark., 2010). Sigir slingerimsi beyin hastalig1 (BSE=Deli
Dana) salginindaki tecriibeler gostermistir ki endiistriye maliyeti milyonlarca dolari
bulmaktadir. 2004’ deki BSE salgininin kabaca maliyeti Amerika’daki ihracat ve perakende

tirtinler tizerinde 3,3-4,7 milyar dolar oldugu tahmin edilmistir (Pendell ve ark., 2007).

Genotip ve fenotip karakterlerine bakilarak olusturulan FAO DAD-IS sisteminin
2007 verilerine gore cesitli hastaliklara kars1 direng/toleransi bulunan 59 sigir cinsi, 33
koyun cinsi, 5 at cinsi ve 3 domuz cinsi belirlenmistir (Jovanovic ve ark., 2009). Bu agidan
bakildiginda Yerli Kara irkimiz hastalik ve zararlilara karsi direngli olmasi nedeniyle
tilkemiz i¢in ¢ok degerli bir gen kaynagi olmasina ragmen giliniimiizde yanlis melezleme
politikalar1 sonucu hizla azalmakta hatta yetistirici elinde saf olarak neredeyse hic
kalmadig diisiiniilmektedir. Diger taraftan Kilis irk1 kene ve kan parazitlerinin meydana
getirdigi hastaliklara dayanikliyken, Yerli Giiney Saris1 ve Boz irki hastalik ve zararlilara
kars1 oldukca dayaniklidirlar, hastalandiklar1 takdirde ¢ok hizli iyilesirler, dogada higbir
insan miidahalesi olmadan yasama, beslenme ve iireme yetenegine sahiptirler. Ayrica
Dogu Anadolu Kirmizisi sap vb. salgin hastaliklara karsi 6zellikle yasli hayvanlar ¢ok
dayaniklidir. Anadolu Mandas1 sap hastaligin dayaniklidir, kan parazitlerinin yol actig



hastaliklara direng gosterir (Un ve ark., 2008; Resmi Gazete 2004). Bu agidan yerli sigir

rklarimiz vazgecilmez bir gen kaynagi oldugu anlagilmaktadir.

Konakg¢1 ve parazit arasinda her zaman bir baskin gelme rekabeti s6z konusudur.
Konakg¢1 ve parazit arasindaki iligski 6zellikle enfeksiyon hastaliklarinin dinamikleriyle
iligkilidir. Parazitin genetik varyasyonu, konakci igerisinde zamanla uyum saglar ve
viriilans 6zelligi konak¢1 ve parazit arasindaki birliktelik siirecinden giiglii bir sekilde
etkilenebilir (Biek ve Real, 2010). Konak¢1 genomu isgalci patojene karsi koruyucu birgok
mekanizmaya sahiptir ve her patojene karsi verilen immiin cevabin bir hafizasi
olusturulmaktadir. Bu mekanizmanin genel adi immiin sistemidir. Bu sistemi, bireyleri
patojen organizmalar tarafindan enfeksiyona karst korumak icin gelismistir, patojen
olmayan organizmalar1 tolere eder ve kendinden olana saldirmazlar. Patojen organizmalar
(bakteriler, viriisler ve parazitler), konak¢inin bagisiklik sistemini yenmek i¢in bu sisteme
paralel bir sekilde gelisirler. Patojenik organizmalar ile birey arasindaki bu savasta, bir
¢ogu birbirini etkileyen hiicreleri ve kimyasallar1 igeren bir bagisiklik sistemin
gelismesiyle sonu¢lanmistir. Omurgalilarda bagisiklik sistemi son derece karmasiktir ve
birbirini etkileyen iki boliinmenden olusur, bunlardan ilki dogustan gelen digeri edinilmis
bagisiklik sistemidir. Dogal bagisiklik tepkisi (dogustan gelen), isgalci patojenlere karst
spesifik olmayan, hizli bir sekilde hareket eden ve enfeksiyona karsi birincil bir engeli
olusturan bir sistemdir. Bu sistemin en 6nemli ve hayati fonksiyonu, edinilmis bagisiklik
sistemindeki yanit1 baslatmasi ve ydnlendirmesidir. Ote yandan edinilmis bagisiklik yanit
patojene ilk maruz kalindiginda yavas hareket eder, ancak belirli hedefe yonelik bir sekilde
hareket ettigi igin, sonraki maruz kalinmalarda hizli bir tepki baslatir. Son yillardaki
caligmalarda bu iki sistemin birbirine yakin iligkileri tizerine odaklanilmaktadir (Chaplin,

2010; Donia ve ark., 2017; Wang ve ark., 2017; Yatim ve ark., 2017).

1.1. Dogal (Dogustan Gelen) Bagisiklhik Sistemi

Dogal bagisiklik, antijenin viicutta goriinmesinin hemen ardindan, enfeksiyona
kars1 konakg¢iyr savunan, kalitsal Ggeleri igeren, evrensel ve spesifik olmayan savunma
mekanizmalarini ifade eder (Cruvinel ve ark., 2010; Murphy ve Weaver, 2016). Bu
mekanizmalar cilt (epitel tabaka), kan i¢indeki kimyasallar ve viicudun yabanci hiicrelerine
saldiran bagisiklik sistemi hiicreleri gibi fiziksel engeller icerir (Janeway ve Medzhitov,
2002). Dogal bagisikligr olusturan tiim unsurlarin ortak 6zelligi, mikroorganizmalari

taniyarak cevap verirken, bunlar disindaki maddelere karst bir reaksiyon



olusturmamalaridir (Abbas ve ark., 2012). Dogal bagisiklik yaniti, antijenin kimyasal
ozellikleri ile aktive edilir (Janeway ve Medzhitov, 2002). Temel hiicresi lokositler
(fagositler, makrofajlar, notrofiller, dendritik hiicreleri, mast hiicreleri, eozinofiller,
bazofiller ve dogal 6ldiiriicii hiicreler) olan bu sistem bir patojen karsisinda uzun stireli bir
koruma saglamaz (Cruvinel ve ark., 2010). Bu hiicreler biitlin patojenleri tanir, yutarak ya
da temasa gecerek onlart Oldiiriirler, B ve T lenfositlerinin aktivasyonunu saglayarak
edinilmis bagisiklik sistemini etkinlestirirler ve bu oOzelliklerinden dolay1r son derece

onemlidirler (Murphy ve Weaver, 2016).

1.2. Edinilmis Bagisiklik Sistemi

Omurgalilar, patojenleri benzersiz olarak hedef alan savunma mekanizmalar
gelistirmistir (Janeway ve Medzhitov, 2002). Edinilmis (adaptif) bagisiklik sistemi,
antijene 0zgli immiin yanit anlamina gelir. Edinilmis bagisiklik sisteminde reseptor iiretme
mekanizmasi, reseptor gen bdliimlerinin ¢ok sayida degiskenlik ve diizenlenisini
icerdiginden, yabanci antijenler, immiinolojik enfeksiyon bellegi ve patojene Ozgii
bagdastirici proteinlerin spesifik olarak taninmasini saglayabilir (Chistiakov ve ark., 2016).
Bununla birlikte, edinilmis bagisiklik yaniti alerji, otoimmiinite ve doku asilarinin
reddinden sorumludur. Edinilmis bagisiklik sistemi, dogal bagisiklik sisteminden daha
karmagiktir. Antijen once islenip daha sonra lenfosit antijen reseptorii ile taninmalidir
(Abbas ve ark., 2012). Bir antijen tanimlandiktan sonra, edinilmis bagisiklik sistemi bu
antijene saldirmak i¢in 6zel olarak tasarlanmis bir bagisiklik hiicresi ordusu olusturur. B
(Plazma hiicreleri & Bellek B hiicreleri) ve T  (Sitotoksik/Oldiiriici - Yardimci -
Diizenleyici T hiicresi) lenfositleri tamidiklar1 antijenler acisindan farklilik gosterir
(Murphy ve Weaver, 2016). Bir patojene ilk maruz kaldiktan sonra edinilmis bagisiklik
sistemi hafiza hiicreleri {iretilir ki bu hiicreler patojene maruz kalinmasi {iizerine
gelecekteki yanitlart daha verimli hale getiren bir "bellek" igerir ve bu bellek hiicreleri

sayesinde daha hizli ve giiclii bir cevap olusturularak yok edilir (Cruvinel ve ark., 2010).

Immiin sistem i¢in bu kadar énemli olan bu hiicrelerin sayilarinin da fazla olmasi
beklenirken, herhangi bir antijene 6zgii lenfositlerin siklig1 105 hiicrede birdir. Cok diigiik
sayidaki bu lenfositlerin, antijenlerin yerlerini belirleyip, cevap olusturmas: ve farkli tip
patojenlerle basa ¢ikmasi i¢in immiin sistemde antijenleri yakalayip lenfositlere sunmak
tizere bir sistem gelistirilmistir (Cruvinel ve ark., 2010; Chistiakov ve ark., 2016). B ve T

lenfositleri antijene 06zgli reseptor tasiyan tek hiicre grubudur, B hiicreleri hiimoral



bagisiklig1 diizenlerken, T hiicreleri hiicresel bagisikligi olustururlar (Abbas ve ark., 2012).
B hiicre reseptorleri, ¢oziiniir antijenleri ve mikroplarin veya diger hiicre yiizeyindeki
antijenleri tanirken, T lenfosit antijen reseptorleri (TLR) yalmizca lineer peptid yapili
antijenleri tanir, bu peptidler major histokompatibilite kompleksi (MHC) ad1 verilen 6zel

peptid sunan molekiillere bagli durumdadir (Chistiakov ve ark., 2016).

1.3. Biiyiik Doku Uygunluk Kompleksi (MHC: Major Histokompatibilite Kompleksi)

Biiytik doku uygunluk kompleksi (MHC: Major Histokompatibilite Kompleksi)
immiinolojik ve immiinolojik olmayan fonksiyonlara sahip gen kiimelerinin birbirlerine
sikica baglandigr bir bolgedir ve ¢enesiz omurgalilar disindaki tiim omurgalilarda immiin
sisteminin temel kismini olusturur (Edwards ve Hedrick, 1998; Tizard, 2004; Gowane ve
ark., 2013). Omurgalilarda bulasici hastaliklara direnglilik i¢in en Onemli genetik
sistemlerden birisini olusturan bu sistemin yapi, fonksiyon ve farkliligin tanimlanmasi,
omurgali tiirlerinde immiin yanit mekanizmasinin anlasilabilmesi i¢in 6nem arz etmektedir

(Hill, 1998; Hedrick ve ark., 2000; Behl ve ark., 2012).
1.3.1. MHC’nin kesfi

Bilim adamlari, biiyiik doku uygunluk kompleksi (MHC)’ni genleri, evcil fare ve
tavsanlarin kullanildigi, doku naklinin reddi i¢in yapilan ¢alismalarin, biyolojik temelinin
arastirtlmasi sirasinda kesfedilmislerdir (Dustin, 2002). Little ve Tyzzer (1916), farelerde
timor nakli gerceklestirmis ve tiimorlerin bazi fareler arasinda nakledilirken bazilari
arasinda reddedildigini belirlemislerdir. Bircok dominant Mendel faktoriiniin farelerdeki
timor greftlerinin (greft; viicuttaki herhangi bir dokunun, viicuttaki baska bir bolgeye nakil
edilmek amaciyla, bu dokuyu besleyen damar ve sinir baglantis1 olmadan alinmasidir)
direncini etkiledigi ve boylelikle ilk kez nakil reddinin sorumlusu genetik temelli oldugu
gosterilmistir (Little ve Tyzzer 1916). Bu hipotezi doku nakli sirasinda dondr ve alicinin
tek yumurta ikizleri oldugunda doku naklinin reddedilmedigininin belirlenmesi ve 1950°de
bobrek yetmezligi olan bir hasta ikiz kardesinden basarili bir sekilde bobrek nakli sonrasi
kurtarilmasiyla desteklenmistir (Bauer, 1927; Hume ve ark., 1955). George Snell, konjenik
fareleri kullanarak yaptig1 nakil ¢alismalarinda MHC’yi kesfetmistir (Snell 1948; Snell ve
Higgins 1951). Gorer MHC’yi ‘“‘Antijen II”” olarak adlandirirken, Snell
‘“‘Histokompatibilite Lokusu’ veya ‘‘H lokusu’’ olarak isimlendirmistir. Terimleri bir

araya getirilerek farelerdeki MHC *‘Histokompatibilite iki’> olarak adlandirilmis ve "H-2"



olarak kisaltilmistir (Gorer ve ark., 1948). H-2 tanimi bugiin hala farelerdeki MHC igin
kullanilmaktadir (Ellis ve ark., 2006).

Daha sonraki ¢alismalarda doku reddine neden olan histokompatibilite genlerinin
ayni kromozom {izerinde birbirleriyle baglantili olarak bulundugu gosterilmis ve bu
sisteme MHC (biiyiik doku uygunluk kompleksi) ad1 verilmistir (Dustin, 2002). Gen igerigi
ve islevine dayanilarak MHC Sinif I, Sinif II ve Sinif III olmak {izere ii¢ alt bolgeye
ayrilmistir. MHC Sinif I molekiillerinin serolojik tiplendirmesi farelerde 1930’lardan sonra
baslamasina karsin (Gorer, 1936), benzer calismalar insanlarda 1970’de yogunlasmaya
baslamistir, bu siire zarfinda MHC’nin ger¢ek immiinolojik fonksiyonlari, bagisiklik
cevaplarinin MHC molekiilleri ve T lenfositleri arasindaki etkilesim ile kontrol edildigi
saptanmustir (Van Rood ve ark., 1968).Insan biiyiik histokompatibilite kompleksi ad1 veya
insan 10kosit antijeni (Human Leukocyte Antigen; HLA), insanlardaki beyaz kan
hiicrelerinin (16kositlerin) baska bir kisiye transfiizyonu (kan aktarimi) sonrasinda agliitine
olmasindan gelmektedir (Chalmers ve ark., 1959; Dausset ve ark., 1954). Bu nedenle,
insan 16kosit antijenleri baslangigta verici antijenler olarak tespit edilmistir ve bunlar

transplantlarin (doku nakilleri) alicilar tarafindan reddedilmesine neden olmustur (Dustin,

2002).

Jean Dausset (1958), ilk olarak bir MHC antijenini tarif etmis ve ‘““MAC”’ olarak
adlandirmigtir, bugiin bu antijen HLA-A2 olarak bilinmektedir (Dausset, 1958). Baruj
Benacerraf (1981), ise MHC genlerinin immiin cevapla baglantili oldugunu belirtmistir
(Benacerraf, 1981). Dausset tarafindan belirlenen HLA-A2 allelinden sonra smf I
molekiiliiniin ii¢-boyutlu yapisi tanimlanmistir ve sinif I molekiilleri ve T hiicrelerinin
etkilesimi ortaya ¢ikarilmistir (Bjorkman ve ark., 1987a; Bjorkman ve ark., 1987b). CD8+
T hiicrelerinin sitotoksik islevinin MHC sinif I molekiilleri ile sinirlt oldugunun kesfinden
sonra ve benzer bir durumun MHC sinif II molekiilii ile CD4+ T hiicreleri arasinda da
goriildiigii rapor edilmistir (Zinkernagel ve Doherty 1975; Stern ve ark., 1994; Swierkosz
ve ark., 1978).

"MHC kisitlamasi" T hiicre reseptoriiyle eslesen MHC molekiilii bir antijene bagl
oldugu siire boyunca bir T hiicresi uygun antijeni tantyamaz ve uygun bir sekilde cevap
olusturamaz anlamina gelmektedir (Zinkernagel ve Doherty, 1997). MHC kisitlamasinin
kesfi MHC arastirmalarinda 6nemli bir doniim noktas1 olmustur ¢iinkii doku nakillerindeki
kritik kismi olusturan kazanilmis bagisiklik yanitindaki MHC nin roliiniin anlasilmasini

genigletmistir (Doherty ve Zinkernagel 1975b). Bununla birlikte, modern tipta nakil
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reddedilmesinde MHC’nin roliiniin fark edilmesi 6nemli bir etki yapmistir. 1960’larin
baslarinda, doktorlar basarili organ nakilleri i¢in dondér ve alicilardaki HLA allellerini
eslestirilmesinin 6nem arz ettigi belirlenmistir (Terasaki, 1991). Daha sonrasinda MHC
molekiillerinin hiicresel yanita ilaveten bir antikor araci oldugu tespit edilmistir. 1980'i ve
19901 yillarda, MHC molekiillerinin yapist X-151n1 kristalografisi caligmalar: ile ortaya

cikartlmistir.
1.3.2. MHC’nin farkh tiirler icin kullamilan terminolojisi (nomenklatiir)

Biiylik histokompatibilite kompleksine (MHC) farkli tiirlerde farkli isimler
verilmistir (Klein, 1986). Farede H-2, insanlarda HLA, evcil tavuklarda B, siganda RT1 ve
kostebekte Smh olarak adlandirilirmistir. incelenen tiirlerin gogunda, MHC'ye lenfosit veya
16kosit antijeninden dolayr ‘LA’ sembolii ile atif yapilir, 6n ek olarak da tiirlerin ortak
isimleri kisaltilir. Ornegin, sempanze i¢in ChLA, gorilde GoLA, rhesus maymununda
RhLA, tavsanda RLA, evcil sigirlarda BoLA, domuzda SLA ve benzeri adlar verilir. Ayn
sekilde allelerin adlandirilmasinda kullanilan ilk harfler gen boélgesini, diger harfler
sirastyla gen lokusu, alt bolgeyi, sonrasinda harf ve rakam a veya B polipeptid zincirini,
sonrasinda gelen ilk iki rakam allel ailesini diger iki rakam spesifik alleli gdsterir (Cruvinel

ve ark., 2010) (Sekil 1.1).

Gen Bolgesi  Alt Bolge  Allel Ailesi

’_T

BOLA-DRB3*01:03

St

Bos Lokosit Gen a veya - Spesifik
taurus Antijen Lokusu Polipeptid Zinciri Alleli

Sekil 1.1. Major histokompatibilite kompleksinin spesifiklik ve allellerinin terminoloji
yorumlanmasi i¢in yol haritasi (Cruvinel ve ark., 2010).

1.3.3. MHC’nin molekiiler yapisi ve fonksiyonu

MHC molekiilleri glikoproteinlerden olusan peptit antijenlerini T lenfositlerine
sunan membran proteinleridir (Behl ve ark., 2012; Dustin, 2002). MHC molekiillerinin 3
boyutlu yapist X-1s51m1 kristalografisi yardimiyla belirlenmis ve antijen ile T-hiicre
reseptorlerinin interaksiyonu ve peptit baglanma boélgeleri agiga ¢ikartilmistir (Garrett ve
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ark., 1989; Brown ve ark., 1993). MHC molekiiliiniin alt kisminda hiicre zarina baglanma
bolgesi, tist kisminda ise ufak bir oluk bulunur ve bu bdlge antijen baglanma bolgesi olarak
bilinir. Iste bu bélge kiigiik peptitlerin T hiicrelerine sunuldugu yerdir. Antijen baglama
yeri, aynit zamanda peptid-baglama bolgesi, peptit-baglama olugu, peptit-baglanma alani,
antijen tanima bdlgesi veya antijen sunum bdolgesi olarak ifade edilebilir. Antijen baglanma
alaninin peptit yapisi belirlenir, epitoplar baglanir ve bir immiin cevabini etkilemek i¢in T
hiicrelerine sunulur (Doherty ve Zinkernagel 1975b; Stern ve ark., 1994). MHC
molekiilleri iki ayr1 polipeptit zincirden olusur, bunlar molekiiler olarak agir bir veya daha
fazla olan alfa zincirleri ve onlardan daha hafif bir veya iki adet beta zincirleridir (Amills
ve ark., 1998) (Sekil 1.2). MHC’nin immiin regiilasyonunda birden ¢ok fonksiyonu oldugu
kesfedilmistir (Benacerraf ve McDevitt, 1972; Bonner, 1986; Penn ve Potts, 1999). MHC
molekiillerinin  fonksiyonlart immiinolojik fonksiyonlar ve immiinolojik olmayan
fonksiyonlar olmak {izere iki bashk altinda ele almabilir. Immiinolojik foksiyonlar;
transplantasyon, antijen isleme ve sunum, anti-timdr aktivitesinin aktivasyonu
gosterilirken, immiinolojik olmayan fonksiyonlar olarak steroidal metabolizmadaki (steroid
hidroksilaz enzimini diizenlemesi) ve stres yanitindaki (HSP70 gibi 1s1 sok proteinlerini

kodlamasi) rolii gosterilebilir (Stocki ve Dickinson, 2012; Garrido ve ark., 2016).

& peptit

| Peptit
baglanma

Sekil 1.2. MHC smif I ve MHC smif II molekiillerinin protein yapilarinin karsilagtirilmasi
(Ribbon diagrami). (A) MHC smif I molekiiniiniin diagrami, (B) MHC simif II
molekiiliiniin diagrami, (C) smif I baglanma olugu, (D) siif II baglanma olugunu (al
bolgesi harig¢ tiim alanlar disiilfir bagi ile dengelenir) gostermektedir (Deng ve Mariuzza,
2006; Ratcliffe, 2016; MHC Class 1, Protein Data Bank: 51B1, MHC Class Il, Protein Data
Bank: 4AEN ,http://www.rcsb.org/pdb/home/home.do).
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Gen kompozisyonlari, sira, diizen ve sekans farkliliklar tiirler arasinda degismekle
birlikte tim omurgali genomlart bir MHC lokusuna sahiptirler (Kelley ve ark., 2005).
Memeli MHC lokusu I, II ve III olmak ti¢ farkli boliime ayrilir. Bu bolgelerin tamami
orantisiz bir sekilde yliksek seviyede immiin fonksiyonlarla iligkili genlerden olusur ki bu

bolgelerde genellikle fonksiyonel gruplar bir arada kiimelenmistir (Traherne, 2008).
1.3.3.1. MHC smnif I bolgesi ve molekiilleri

Diger bolgelere gore daha telomerik MHC smif I bolgesi (HLA smif I) yaklasik 2
Mb’lik bir bolgeyi kapsar ve protein kodlayan genlere ek olarak birgok sessiz gen igerir.
HLA sinif I molekiilleri siif Ia (klasik) molekiilleri ve smif Ib (non-klasik) molekiilleri
seklinde ikiye ayrilmaktadir (Shiina ve ark., 1999). Hem klasik siif Ia hem de non-klasik
siif Ib genleri dogal katil hiicreleri igin ligandlar (bir biyomolekiile baglanarak bir
kompleks olusturan bir bilesiktir) olarak gorev yapabilirler (Braud ve ark., 1998; Sivori ve
ark., 1996). Insan viicudundaki ¢ekirdekli hiicrelerin her birisi 100 000’den fazla MHC
siif I molekiilii igerirler. Bunlarin fonksiyonu Sitotoksik T lenfositlere hiicre i¢inden ki
(endojen antijenleri) antijenleri sunmaktir (Takeshima ve Aida, 2006). Klasik sinif Ia
genleri polimorfiktir ve bunlar insan viicudunun hemen her yerinde goriilen g¢ekirdekli
hiicrelerde, transmembran glikoproteinleri seklinde ifade edilirler (Daar ve ark., 1984).
CD8+T ve dogal katil hiicrelere kisa antijenik peptidleri sunarlar (Townsend ve ark.,
1985). Boylece hiicre igindeki patojenlerin varligini belirleyerek bagisiklik sistemini
uyarirlar (Trowsdale, 2001). Bu durum, dendritik hiicreler tarafindan antijen sunumunda
birlikte rol alirlar bunun anlami, uyarlanabilir ve dogal bagisikliktaki baglantilariyla kilit
rol oynarlar (Schmidt ve ark., 2014; Joffre ve ark., 2012). Smif Ia molekiilleri, viral
hastaliklarda ve kanserlerde kendinden olan ve olmayan peptidleri ayirt ederek temel
edinilmis bagisiklik tepkisinde dnemli bir rol oynar (Bjorkman ve ark. 1987b). HLA tiim
haplotip iizerinde mevcut olan ii¢ klasik sinif Ia loci igerir (HLA-A, HLA-B ve HLA-C)
(Cao ve ark., 2001; Horton ve ark., 2008). MHC sinif I genleri insanlarda es se¢imi ve
gebelik sonucu gibi diger alanlarla da iliskilendirilmislerdir (Ruff ve ark., 2012). Sinif Ib
klasik olmayan molekiiller (HLA-E, HLA-F ve HLA-G), T hiicrelerine korunmus
mikrobiyal epitoplart sunarlar ve smirli doku ekspresyonu sergileme ve ¢ok polimorfik
degillerdir (Koller ve ark., 1988; Geraghty ve ark., 1990; McMaster ve ark., 1995). Simif |
bolgesi igerisindeki diger genler, MOG (Myelin oligodendrocyte glycoprotein: Miyelin
Oligodendrosit glikoprotein) ; miyelin kilifinin bir pargasi, MICA ve MICB; epitelde stres

belirteci olarak kabul edilirler, HFE; demir seviyesinin diizenlenmesinde goérev alan bir gen



ve BTN (butirofilin genleri); immiinoglobiilin siiper ailesinin bir iiyesi ve T hiicrelerinin
uyarilmasina yardimei gorevleri bulunan genler gosterilebilir (Zai ve ark., 2004; Bahram

ve ark., 1994; Feder ve ark., 1996; Rhodes ve ark., 2001).

MHC simf 1 molekiilleri, agir bir alfa zinciri (45 kDa) ve hafif bir B2
mikroglobulini zinciri (12 kDa) igerirler ve bu zincirler ii¢ tane ekstraseliiler alfa
domaininden, bir adet transmembran bdlgesi ve bir de sitoplazmik domainden olusurlar
(Bjorkman ve ark., 1987b). Polimorfik olan bolge alfa bolgesidir, polimorfik olmayan (32
mikroglobulini MHC disindaki (15. Insan Kromozomunda) bir bdlgede bulunan genler
tarafindan kodlanir ve non-kovalent bag ile baglanir (Goodfellow ve ark., 1975). Alfa
bolgesini olusturan al, a2 ve a3 bolgelerinden, en polimorfik olan al ve a2 dzellikle peptit
baglayict bolgeyi olustururlar (Bjorkman ve Parham, 1990; Flutter ve Gao, 2004). Non-
polimorfik olan a3 bélgesi MHC I molekiiliiniin CD8+T hiicresine baglanmasini saglar.
Oldukc¢a korunumlu a3 ve 2 mikroglobulin alanlar disiilfid bag ile birlestirilen iki anti-
paralel B-tabakadan olusurlar (Becker & Reeke, 1985; Bjorkman ve ark., 1987a;
Cunningham ve ark., 1975). a3 ve B2 mikroglobulin domainleri hiicre zar1 yakindirlar ve
siif I molekiillerinin peptit baglayici yarigini olusturan asir1 degisken al ve a2 domainleri
icin destek gorevi goriirler. al ve a2 domainlerinin {i¢iinciil yapilar1 benzerdir, her biri, C-
ucunda uzun bir a-sarmal bdlge olan dort anti-paralel B-zincirinden olusur. al ve a2
domainindeki sekiz B-zinciri bliylik bir B-tabakasini olusturur, bu yap1 peptit baglanan
yargin taban kismudir ve iki a-heliks yarigin cevresel sinirlarmi olusturur. Peptidler,
genellikle uzunluk olarak 8 ila 10 amino asitten olusurlar, hiicre yilizeyine ulasimlari
oncesinde smif I molekiilii ile stabilize edilirler. Bu peptidler kendi proteinlerinden
tiiretilebilirler veya enfekte olmus hiicrelerdeki patojen proteinlerinden olabilir (Townsend
ve ark., 1985; Davis ve Bjorkman, 1989). Sonrasindaki durumda peptit/MHC kompleksi
CDS8+T hiicreleri tarafindan taninmasi bir bagisiklik tepkisi baslatabilir. iki polimorfik
domain tarafindan olusturulan peptit baglanma bolgesinin degisken dogasi sayesinde, her
MHC alleli peptidlerle kisitli bir diziye baglanacaktir, bu peptidler birka¢ yapiskan
bolgeleri ile karakterize edilirler (Saper ve ark., 1991). Bir bireyde, her sinif I geninin iki
farkli alleli ifade edebilir. Insanlar ii¢ klasik simif I geni tasidiklarindan her birisi kendi
peptit baglayici 6zelliklerine sahip maksimum alt1 ayr1 allel ile ifade edilir (Bodmer, 1987).
Bu giine kadar insanlarda HLA smf I allel sayisi1 11,553 olarak belirlenmistir

(http://hla.alleles.org/nomenclature/stats.html).
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1.3.3.2. MHC smnif II bolgesi ve molekiilleri

Sentromerik MHC simnif II bdlgesinin tamami yaklasik 0.7 Mb yayilan ve klasik
smif II genlerinin (HLA -DQ, -DR ve —DP) yani sira, sessiz genleri ve LMP1, LMP2,
TAP1, TAP2 gibi antijenlerin islenmesinde gorevli genleri icermektedir (Yuhki ve ark.,
2007). Bu klasik smif II genleri, makrofajlar ve dendritik hiicreler gibi antijen sunan
hiicrelerin  ylizeyi iizerinde sentezlenen glikoproteinleri kodlarlar. Klasik smf 1I
molekiillerinin temel gérevi humoral immiin tepkisini baglatmak icin CD4 + yardimci T
hiicrelerine kisa ekzojen peptitleri sunmaktir (Hughes ve Nei, 1990). Sif II klasik ve
klasik olmayan genlerinde o/f gen ciftleri bulunur, ve burdaki her bir gen, bir alfa (30-34
kDA) veya beta zincirini (26-29 kDA) kodlar, ki bunlar transmembran heterodimerik o/p
proteini olustururlar (Stern ve ark., 1994; Wan ve ark., 2009). MHC sinif I molekiillerine
benzer sekilde, hiicre ylizeyine yakin alanlarda o2 ve P2 alt birmleri ki bunlar
immiinoglobiilin benzeri yapilardir ve al ve B1 alanlar1 ise MHC sif I al ve o2
bolgelerine benzemektedir. Her iki zincirin amino ucunda bulunan al ve B1 alt birimleri
olduk¢a polimorfik noktalar1 igerirler ve 10-30 amino asit uzunlugunda peptidlerin
yerlesebilecegi biiyiikliikte bir peptid baglama olugu olustururlar. Degisken olmayan (2
alt birimi T hiicre es-reseptorii CD4’{in baglanma noktasini igerir. CD4 yalnizca sinif 11
MHC molekiillerini bagladig: i¢in CD4+ T hiicreleri yalnizca siif II MHC molekiillerinin
sundugu peptidlere yanit verebilir (Abbas ve ark., 2012).

Sif II molekiilleri, makrofaj gibi uzmanlagmis antijen sunum hiicreleri tizerinde
ifade edilirler (Vogt ve ark., 1997). Temel fonksiyonlar1 yardimci T hiiclerine peptit
sunmaktir. Yardimc1 T hiicreleri, makrofajlar ve B lenfositlerini aktive etmekte dahil
birgok Onemli rolleri vardir. Makrofajlarin gorevi ekstraselliiler viriisleri, bakterileri ve
diger paraziter isgalcilerin bagisiklik hiicreleri tarafindan sunulan parcalarim1 bulmak ve
yok etmektir. Ayrica makrofajlar patojenleri sindirirler ve yardimecr T hiicrelerine peptit
orneklerinin sunumunda smif II molekiillerini kullanirlar. Yardimer T hiicreleri CD4
molekiillerine sahiptirler bunlar sunum sirasinda etkilesimle yiizey stabilizasyonunu
saglarlar. Peptidler yabanci olarak tanimlandiginda, yardime1 T hiicreleri diger makrofajlar
aktive ederler. Sinif II molekiilleri, B hiicrelerinde ifade edilir. Bir B hiicresinin yiizeyinde
yer alan bir immiinoglobulin yabanci bir antijenine baglandigi zaman, B hiicrelerinde
cogalma gecirir ve antikor salgilayan plazma hiicreleri haline gelirler. Antikorlar baglanir
ve yabanci istilacilan etiketlerin bdylelikle bagisiklik sistemi verimli bir sekilde onlar

ortadan kaldirabilir. Fakat bir B hiicresi aktive hale gelmeden 6nce, yardimc1 T hiicreleri
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tarafindan yabanci bir antijenin sunulmasi gereklidir (Abbas ve ark., 2012; Ratcliffe,
2016).

MHC smif II bolgesindeki genlerin bir ¢ogu polimorfiktir fakat HLA tek bir
monomorfik DRA geni ve farkli HLA haplotipleri arasinda degisken sayida DRB genlerini
icerir (Hughes ve Nei 1990). Klasik olmayan HLA -DM ve -DO genler klasik simif II
molekiilleri tizerine peptidlerin uygun yiiklemesi ile ilgilenirler (Wan ve ark., 2009). HLA
smif II bolgesi birkag tane sessiz gen igerir; sinif I molekiilleri ile iliskili TAP1 ve TAP2
tasiyici genleri; PSMBS8 ve PSMB9 proteazom genleri; Tapasin kodlayan bir TAPBP geni,
smif I antijen sunumu ile iligkili bir saperon molekiilii; ve BTNL2, immiinoglobiilin
superfamilyasinin bir liyesidir (Rhodes ve ark., 2001; Wan ve ark., 2009). Bu giine kadar
insanlarda  ~ HLA  smf II  allel sayist 4,082  olarak  belirlenmistir

(http://hla.alleles.org/nomenclature/stats.html).

1.3.3.3. MHC sinif III bolgesi ve molekiilleri

HLA smif III bolge sinif 1 ve II bolgeler arasinda sikismis bir bolgedir ve hem
dogustan hem de edinsel bagisiklikta rolleri bulunan, bununla birlikte hicbir belirgin
immiinolojik fonksiyonu olmayan proteinleri kodlayan genlerin (yaklasik 900 kb genomik
dizide 60'dan fazla geni kodlarin) heterojen bir koleksiyonu igerir (Yu ve ark., 2000). Bu
bolge, MHC smif I ve sinif II bolgelerinden daha heterojen bir gen seti igerir. Sif III
bolgesinin gen igerigi ve organizasyonu farkli tiirler arasindaki tim MHC bdélgelerinin en
korunmus olanidir (Xie ve ark., 2003). Bu genlerin fonksiyonlar1 arasinda, inflamasyon ve
hiicre stresi, hormonal sentez, 1s1 soku proteinleri, hiicre dis1 matris organizasyonu ve
immiinoglobulin siiper ailesi gdsterilebilir (Hauptmann ve Bahram, 2004). Insanlarda simif
III bolgesi tamamlayici rol oynayan genleri igerir (C2, CFB, C4A ve C4B); hormonal
sentez, CYP21; inflamasyon ve hiicre stres, NFKBIL1, LTA, TNFa, LTB, LST1, NCR3,
AIFT1; 1s1 sok proteinleri HSPATA, HSPA1B, HSPAI1L; hiicre dis1 matriks organizasyon,
TNX; diizenleyici reseptorler NOTCH4 ve AGER; ve immiinoglobulin superfamily
LY6GSB ve LY6GOC (Carroll ve ark., 1984; Yu ve ark., 2000). HLA smif I1I bolgesi tiim
insan genomunda gen acisindan en yogun boliimiidiir, 700 kb alana 60 gen yayilmustir,
buda yaklasik 12,9 kb her bolgeye bir gen demektir (Xie ve ark., 2003). HLA diger
bolgelerin aksine, sessiz genler siif III bolgesinde hemen hemen yoktur (Xie ve ark.,
2003). Tamamlayict genler sinif III bolgesinin en polimorfik olanlaridir (Polimorfik genler
(¢ok bigimli), her lokusta birden fazla alele sahiptirler) ve HLA haplotiplerinde C4 geninin
say1st iki ile alt1 kopya olarak degisebilir (Schneider ve ark.,1986; Yang ve ark., 2007).
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1.3.4. MHC’nin insanlar ve farklh memeli tiirlerindeki genomik organizasyonu

MHC lokusu tiim hayvanlarda bulunan, kromozom {izerinde 200’den fazla
kodlanan loci igeren bir gen koleksiyonudur (Dustin, 2002). MHC bdélgesi tiim spesifik
immiin yanitlar1 kontrol eden siif I ve II genlerinin yaninda biiyiime, gelisme, iireme,
koku ve koku alma duyusunu etkileyen bir¢ok gen igerir. Bagisiklik sistemini kontrol eden
smif I ve II MHC loci omurgalilar arasinda bilinen en yiiksek polimorfik genler
bulundurur. Mevcut MHC genetigi bilgisi dncelikle insan MHC veya insan 16kosit antijeni
(HLA) ve fare MHC (H-2 genleri) ¢alismalarina dayanmaktadir. Sentromer'den telomere
kadar MHC genleri genellikle sinif I, sinif II, sinif III, genisletilmis sinif I ve genisletilmis
smif II bolgeler dahil olmak {izere benzer islevleri olan bolgelere ayrilmistir (Klein, 1977;
Herberg ve ark., 1998; Stephens ve ark., 1999). Her bolgenin gen sayist ve varlig tiirler
arasinda degisir. Smuif I bolgesi, klasik (la) ve klasik olmayan (Ib) genlerden olusur. Klasik
siif I molekiilleri genelde CD8+ T lemfositlerine peptid antijenler, T hiicresi reseptorleri
vasitasiyla sunulurken klasik olmayan genlerin fonksiyonlart gesitlidir (O’Callaghan ve
Bell 1998; Williams ve ark., 2002). Her iki kategorideki tiyeler dogal 6ldiiriicti hiicreler
tizerindeki reseptorler igin ligand gorevi yapabilir. Smif II molekiiller, CD4+ T
lenfositlerine antijenler sunabilir (Villadangos, 2001). Sinif I boélgenin doniisiim orani
genel olarak sinif II bolgesinden daha biiyiik olarak gézlemlenmektedir (Takahashi ve ark.,
2000). Smuf III bolge, cesitli bagisiklik ve bagisik olmayan genlerin olduk¢a yogun bir
sec¢imini igerir (Aguado ve ark., 1996; Xie ve ark., 2003).

Insanlarda MHC ve non-MHC genleri (6rnegin sitokin genleri ve dogustan gelen
bagisikliZin  reseptor genleri) immiinogenetik arastirmalarda ayrintili bir gekilde
calisilmistir (Donaldson, 2004; Trowsdale ve Knight, 2013; Matzaraki ve ark., 2017).
Insan biiyiik doku uygunluk kompleksi (HLA), 6. kromozom iizerinde (6p21.1-21.3) 4
Mb’dan fazla alana yayilmis, % 401 bagisiklik tepkisinde yer alan 120'den fazla geni
kapsayan, insan genomundaki en yogun ve en polimorfik gen boélgelerinden birini temsil
eder (Mungall ve ark., 2003; Robinson ve ark., 2003). Sekil 1.3’ de insan MHC'sinin,
kromozom 6'daki temel genom organizasyonunu gosterilmistir. HLA i¢inde bir¢ok gen
yabanci patojenleri belirlemek, kendinden olan ve kendinden-olmayan arasindaki ayrim
yapabilme yetenegi ile dogal ve edinilmis immiin yanitta Onemli rol oynarlar
(Ovsyannikova ve ark., 2006). Bu nedenle, en fazla bilinen otoimmiin kosullar da dahil
olmak {izere her hangi bir genomik bolgeden daha ¢ok, bir ¢ok hastalik HLA ile
iliskilendirilmistir (Baschal ve ark., 2009). MHC i¢inde dizi varyasyonlar1 hastalia
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yatkinligin ya da direngi etkileyen ve bireyler arasindaki bagisiklik yanitin farkli
seviyelerde goriilmesinin temelini olusturmaktadir (Ovsyannikova ve ark., 2006; Graham
ve ark.,, 2007). Tim bu nedenler goz Oniline alindiginda, HLA hastalikla iliskili
calismalarda ilk akla gelen aday bdlgedir ve insan genomu {iizerinde en fazla calisilan
bolgelerden birisini olusturur. HLA iizerindeki arastirmalarin biiyiik bir kismi diger
tirlerdeki MHC bolgelerini daha iyi anlamamiza ve karsilastirma yapabilmemiz ig¢in
miikemmel bir kaynak olusturmaktadir. Bu agidan HLA bolgesindeki genlerin yapisal
farklilik ve fonksiyonlarmin aydinlatilmasi diger canli tiirleri agisindan son derece

Onemlidir.

6. Kromozom Protein Kodlayan Pdsodogenler

Telomer
Genler P A~ /\l
o HCPSP1S HAL PPIPS 2 MA-DRA
Telomer p24.3 A oot émcwms gwaolzso HLA-OREY
HAF CITRIMG BATY HA-ORBI
APLZ3APY APP21 ATPEVIG2 HLA-DRB2
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Sekil 1.3. Insanlarda 6. kromozom’daki MHC gen haritas1. Kirmiz: siitunlar (soldan 2.
siitun) protein kodlayan gen sayist ve gri siitunlar (soldan 3. siitun) pdsodo gen sayisini
gostermektedir. Beyaz kutular; ekspres olanlari, gri kutular; aday genleri, siyah kutular ;
posodogenleri gostermektedir. Kodlanan klasik ve klasik olmayan MHC smif I genlerinin
konumu kirmizi  kutular olarak  vurgulanmaktadir (Shiina ve ark., 2004;
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Location/Chromosome?r=6).
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HLA islevsel olarak ti¢ bolgeye ayrilmistir (Sinif I, IT ve III). Bu bolgelerin tamami
orantisiz bir sekilde dagilan yiiksek seviyede immiin fonksiyonlarla iliskili genlerden
olusur ki bu bolgelerde genellikle fonksiyonel gruplar bir arada kiimelenmistir (Traherne,
2008) (Sekil 1.3). Bu kiimelenme HLA genleri i¢in bir avantaj olarak kabul edilebilir,
sOyle ki benzer Ozelliklere sahip Ozelliklede immiin fonksiyonlar icin ihtiya¢ duyulan
genlerin sekans degisim ve rekombinasyonu i¢in hizli bir gekilde cesitlendirme ve gen
ifadesinin koordinasyonu i¢in benzer genlerin birlikte bulunmasi biiyiik bir avantajdir.
Fakat bu avantaj aym1 zamanda bu gen kiimelerindeki polimorfik genlerin baglanti

dengesizligi seviyesinin artmasina neden olabilir (Traherne, 2008).

Smif II bolgesinde HLA-DP, -DQ ve -DR lokusu, ¢ift olarak bulunur ve
heterodimerik molekiiliin a- ve B-zincirlerini kodlar. Bu genlerden ‘‘~DR’’ bilinen en fazla
polimorf allele (~900) sahip olandir. Sinif II bolgesinde sinif IT molekiillerin yani sira LMP
ve TAP lokusu tarafindan antijen alimina katki saglayan klasik olmayan HLA-DM ve -DO
lokuslart da bulunmaktadir (Kelley ve ark., 2005). LMP lokusu, proteozom kompleksinin
bilesenlerini kodlar ve TAP proteinleri, tapasin proteini vasitasiyla siif I molekiillerine
yiiklenmeden 6nce, ER membran1 boyunca sitoplazmadaki antijen peptid tasinmasinda yer
alirlar (Rhodes ve Trowsdale, 1999; Mehra ve Kaur, 2003) (Sekil 1.4). insan simf I
bolgesi, antijen sunan molekiillerin agir zincirini kodlayan ii¢ klasik gene (HLA-A, -B ve -
C) ev sahipligi yapar, bunlar homolog klasik olmayan genler veya sinif Ib genleri (HLA-E,
-F ve -G) ve bir takim sessiz genlerdir. Fiziksel haritalama caligmalar1 bu giine kadar 12
sessiz geni tamimlamis ve karakterize etmistir. Bunlardan dordii tam olarak bulunurken,
geri kalanlar kisaltilmig genler veya tekli intron-ekzon parcalari halinde goriilmistiir
(Geraghty ve ark., 1992). Filogenetik analizler, insan sinifi 1 sessiz genleri’nin, sinif Ia
genlerinin duplikasyonundan kaynaklandigini ortaya koymaktadir (Hughes, 1995). Bu iki
bolge arasinda dogustan gelen bagisiklik sistemi islevlerine karisan molekiilleri kodlayan
smif III bolge genleri vardir (Kelley ve ark., 2005). Kompleman sisteminin bilesenleri C2
ve C4 de sinif III bolgesinden kodlanir (Klein ve Sato, 1998). Bununla birlikte, sinif I ve
siuf II bolgelerinde oldugu gibi, sinif III bdlgesinde bulunan bir¢ok genin, edinilmis veya
dogustan gelen bagisik yanitla ilgili baglantilar1 agiklanmay1 beklemektedir (Ratcliffe,
2016).
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Cizelge 1.1. Farkli omurgali tiirlerindeki MHC bdlgelerinin kromozom lokasyonlart.

Organizma MHC  RefSeq (Ac.No) Kromozom No. (Sayis1) Biiyiikliik (Mb) GC% Gen Sayis1  Sessiz Gen Sayisi
Insan (Homo sapiens) HLA NC_000006.12 6. Kromozom (2n: 46) 170.81 39.6 3000 876
Fare (Mus musculus) H-2 NC_000083.6 17. Kromozom (2n: 40) 94.99 42.9 2 005 427
Rat (Rattus norvegicus)  RT1 NC_005119.4 20. Kromozom (2n: 42) 56.21 43.9 1124 267
Kedi (Felis catus) FLA NC_018727.2 B2. Kromozom (2n: 38) 153 40.4 1552 216
Kopek (Canis lupus) DLA NC_006594.3 12. Kromozom (2n: 78) 72.5 39.0 818 156
Domuz (Sus scrofa) SLA NC_010449.4 7. Kromozom (2n: 38) 134.76 43.8 2 595 177
At (Equus caballus) ELA NC_009163.2 20. Kromozom (2n: 64) 64.17 41.3 1100 95
Tavuk (Gallus gallus) BF-BL ~ NC_006103.4 16. Kromozom (2n: 78) 0.652338 54.0 115 5
Koyun (Ovis aries) OLA NC_019477.2 20. Kromozom (2n: 54) 51.05 43.6 1022 75
Kegi (Capra hircus) GLA NC_030830.1 23. Kromozom (2n: 58) 48.87 43.8 990 98
Sigir (Bos taurus) BoLA  AC_000180.1 23. Kromozom (2n: 60) 52.53 43.4 1134 93
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Omurgalilarin en yakin yasayan omurgasiz akrabasi olan ilkel omurgali amphioxus
da MHC bulunmaz (Castro ve ark., 2004). Ancak, edinilmis (kazanilmig) bagisiklik
fonksiyonlart olmayan MHC genlerinin insan ortologlari, Branchiostoma floridae
amphioxus tiiriinde bulunmustur (Vienne ve ark., 2003). insan MHC ve amphioxus
arasindaki bu iyi korunmus genler " anchor genleri -baglant1 genleri" olarak adlandirilir.
Anchor genleri igceren Amphioxus'un tek bir kromozomu i¢inde haritalanmistir (Castro ve
ark., 2004). Ilging olan dokuz MHC anchor geninin insanlarda ii¢ farkli kromozomda (1.,
9. ve 19. kromozomlarda) paralog olarak bulunmasidir (Abi-Rached ve ark. 2002; Castro
ve ark., 2004). Ayn1 zamanda bu anchor genleri plasentalilardaki MHC smif II ve Siif 111
genomik bdlgelerinin mevcut pozisyonlarina karsilik gelmektedir. MHC smif I genleri
plasentalilarda tek bir kromozom boyunca smif I, III ve II seklinde diizenlenmislerdir
(Ohta ve ark., 2002). Tavuklardaki sinif III bolgesi, sinif I ve II bolgesinin diginda yer alan
92 kb’lik olan ‘‘en kii¢iik temel MHC’’ bolgesidir (Kaufman ve ark., 1999). Aslinda, Sinif
I ve II bolgelerinin Teleost balik (gercek kemikli baliklar) (simif 1 ve II bolgeleri ayri
kromozomlar {izerindedir) hari¢ bugiine kadar rapor edilmis olan tiim memeli olmayan
tiirlerde birbirine bitisiktir (Sato ve ark., 2000). Teleost baliklardaki MHC yapisi, sinif I ve
Il lokuslarinin normal fonksiyonlarini yerine getirmesi icin sinif I ve II bolgesinin spesifik
bir organizasyonuna gerek olmadigini gdstermektedir. Bunun aksine kdpek baliklarinda

MHC siif I ve II birlikte bulunur (Ohta ve ark. 2002) (Sekil 1.5).

Si1gir, domuz, monotremata’larda (tek delikli) ve keselilerde MHC farkli sekillerde
oldugu goriilmiistiir, bunlarda smif I ve II genleri fonksiyonlarini koruyarak kromozom
tizerindeki diizenlenmeleri farkli olabilmektedir. BoLA’da yaklasik 20 Mb uzunlugunda,
perisentrik konumda bulunan BoLA sinif II bolgesi genis bir inversiyon yer degistirmesidir
(Childers ve ark., 2006). Yer degistiren bolge, BoLA IIb olarak adlandirilir, yaklasik 450
kb uzunlugunda ve HLA klasik smif II ile homolog genler icerir ve bazi istisnalar disinda
smif II bolgesi genisletilmistir (Kelley ve ark., 2005). Domuzlarda, 7. kromozomda
bulunan domuz 16kosit antijen kompleksi (SLA) sinif II bolgesi diger MHC’lerden farkli
olarak sentromer ile ayrilir ve sinif II antijen genleri q kolunda bulunurken, sinif I ve III
genleri p kolunda bulunur (Smith ve ark., 1995). Plasentalilarda (memelilerde) smif I ve
smif II bolgeleri karsilikli olarak smif III bolgesinden ayrilmistir (Belov ve ark., 20006).
Kangurularda smif I genleri diger canlilarin aksine ¢ok istisnai bir sekilde 6 farklh
kromozoma dagilmistir (Deakin ve ark., 2007). Simuf I sessiz genleri insan sinif II

bolgesinde bulunur ve fonksiyonel veya fonksiyonel olmayan genler benzer sekilde
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farelerde de sinif II bolgesinde bulunmaktadir (Hurt ve ark., 2004). Plasentalilardaki MHC
simif II bolgesi antijen isleyen genleri igerir (TAP1, TAP2, PSMB8 ve PSMN9) ki bu
genler MHC smif I molekiillerinin sunumu i¢in endojen peptitleri isler ve tasirlar.

Homolog antijen islem genleri memeli olmayanlarda simif I bélgesinde bulunurlar

(Kaufman ve ark., 1999).

DO DM DO LMP TAP

B C A G
| |
l l_ l l_
Proteozom
Simf II TAP 1 ve TAP2 Smmf 11T Simf I

Sekil 1.4. Antijenlerin islenmesi ve T lenfositlerine sunumundan sorumlu olan MHC

lokusundaki genler ve MHC molekiillerini olusturan a ve B zincir bolgeleri (Mehra ve
Kaur, 2003).

Farkli omurgali tiirleri arasinda MHC igerisindeki genlerin yerlesimleri degiskenlik
gostermektedir. Daha acik bir ifadeyle MHC bolgeleri farkli omurgalilarda farkli
kromozomlarin, farkli kollarinda ve farklt sayilarda genler igerirler. MHC genleri
genellikle birlikte kiimelenmis halde bulunduklart nedeniyle fonksiyonlar1 kendi
gruplamalar1 bozulsa bile degisme gdstermez (Ohta ve ark., 2002). insanda (Homo
sapiens) 6. kromozomda bulunan MHC bdlgesi ve genleri (HLA), farelerde (H-2)0 17.,
koyun (OLA) ve ratlarda (RT1) 20., tavuklarda (BF-BL) 16., kegi (GLA) ve sigirda
(BoLA) 23. kromozomlarda bulunur (Cizelge 1.1).
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Sekil 1.5. Biiyiik histokompatibilite komplekslerinin karsilastirmali genomigi. Genler, seklin alt kisminda belirtildigi gibi ait olduklar1 bolgelere
gore renklendirilmistir. Mor renk; genisletilmis sinif I bolgesini, kirmizi renk; smif I bolgesini, yesil renk; sinif III bolgesini, mavi renk; sinif I
bolgesini, sar1 renk; genisletilmis sif II bolgesi (Kelley ve ark., 2005).
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Plasentali memelilerde DR, DQ ve DP sinif II genleri ortaktir ve yardimer T
hiicrelerine eksojen peptidleri sunmak igin siif II molekiillerini kodlarlar (Wan ve ark.
2009). Birgok eutherian (plesantal1) ‘da smif II bolgesi tek bir DRA genine sahiptir, fakat
kedilerde 4 foksiyonel DRA geni bulunur (Yuhki ve ark. 2008). Kedi MHC’s1 fonksiyonel
DQ boélgesinden yoksundur ve sadece DP geninin homolog sessiz genine sahiptir (Yuhki
ve ark., 2008). Ruminantlardaki MHC’ler fonksiyonel DYA ve DYB gen cifti ve bir veya
iki fonksiyonel DQ gen c¢iftlerine sahiptir (Ballingall ve ark., 2004a; Sigurdardéttir ve ark.,
1992). Atlar, iki ya da ii¢ fonksiyonel DQ gen ¢iftine sahip olabilir ve dev pandalarda iki
fonksiyonel DQ gen ¢iftleri bulunur (Fraser ve Bailey, 1998; Wan ve ark., 2009).

Dev pandalar, korunmus smif II gen bolgelerini igeren diger memeliler gibi
(insanlar, kediler, kopekler, sigir, domuz ve fareler) siif II gen kiimesine (DOB, TAP2,
PSMBS8, TAP1, PSMB9, DMB, DMA, BRD2, DOA) sahiptirler (Wan ve ark., 2009). Bu
korunmus smif II bolge igindeki genler arasina DO ve DM genleri dahildir, klasik olmayan
smif II molekiilleri ki bunlar klasik sinif II molekiilleri iizerine peptidler yiiklenmesinde
yardimct olurlar; PSMB, smif I molekiilleri tarfindan sunulan peptitlere baglanan bir
proteazom alt iinitesini olusturu; TAP, antijen islenmesinde bir tasiyicidir; BRD2, bir
mitojen aktive edici ¢ekirdek kinaz ve BTNL2, immiinoglobiilin {ist ailesinin bir iiyesi
(Wan ve ark., 2009). Insan MHC sinde birden ¢ok DR, DQ ve DP genleri vardir. Bugiine
kadar insan, HLA’da iki fonksiyonel DPA ve DPB genlerine sahip tek tiirdiir (Wan ve ark.,
2009). DM genleri sadece smif II kiimesinde bulunduranlar memeliler, kuslar, kurbagalar,

kemikli ve kikirdakli baliklardir (Kumanovics ve ark., 2003).

MHC’de en korunumlu bolge MHC simif 1T bolgesidir, su ana kadar tiim memeli
tiirlerinde tespit edilmistir, ayrica deniz kestanesi gibi derisi dikenlilerde ve C. elegans ve
D. Melanogaster’daki proteozomlara benzer homololojiye sahiptirler (Trachtulec ve Forejt,
2001; Danchin ve ark., 2003). Bu MHC smif III genlerinin MHC nin genomik boélgesine
Ozgiin genler oldugunu ve edinilmis bagisiklik sisteminin gelisimi sirasinda sans eseri
sikisip kaldigint géstermektedir. Sinif [ ve II MHC genleri sinif 111 bolgesinde kendilerini
konumlandirilmig ve daha sonra kopyalanmis, farklilagsmis ve giinlimiizdeki memelilerde

goriilen MHC genlerini olusturmuslardir (Kelley ve ark., 2005; Wan ve ark., 2009).

1.4. Sigir ve Hastalik Direncinin Onemi

Simdilerde soyu tiilkenmis olan 10 milyon yil 6nce Neolitik donemde cografik

olarak yaygin olan yabani Auroch (Bos primigenius), modern sigir irklarinin atalarinin
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atast olarak kabul edilir (Beja-Pereira ve ark., 2006). Paleolitik kaya ve magara
resimlerinde tasvir edilen Aurochlar, insanlar i¢in 6nemli bir besin kaynagi ve ayni
zamanda ritiiellerinde 6nemli bir rol almis olabilecegini gdstermektedir (Gotherstrom ve
ark., 2005). Fosil kanitlari, Hindistan’daki oncii tiirlerin (Bos acutifrons) 1.5 ile 2 milyon
yil 6nce Aurochlardan evirildigini ve sonrasinda Avrupa ve Kuzey Afrika ya yayildigimi
gostermektedir (Hassanin ve Douzery 1999; Pilgrim, 1947). Modern sigir irklari arasindaki
genetik varyasyon analizleri Aurochlarin sigir popiilasyonlarina biiyiik bir etkisi oldugunu
gostermektedir (Gibbs ve ark., 2009). Auroch’larin genetik bir seklide ayrilan 3 alttiir
Avrupa (Bos primigenius primigenius), Asya (Bos primigenius namadicus) ve Afrika da
(Bos primigenius opisthonomus) dahil olmak iizere degisik cografik bolgelerde tespit
edilmistir (Loftus ve ark., 1994). Aurochlar uzun bir zaman boyunca genis bir cografik
alana yayilmistir, bu yilizden birden fazla zamanda ve yerde evcillestirilmis olmasi
disiiniilmektedir. Yaygin goriis, en az iki ayri evcillestirmenin oldugu ve sonucunda
Auroch’dan farkli iki alt tiiriin modern Bos indicus ve Bos taurus sigirlarinin olustugudur
(Loftus ve ark., 1994).

Afrika Bos taurus irklari, Avrupadaki Bos taurus irklarina gore daha biiyiik 1s1
tolerans ve hastalik direnci gostermektedir (Bradley ve ark., 1996; Freeman ve ark., 2004).
Afrika da goriilen ¢ege sinegi (Glossina morsitans), tripanozomiyaz diger bir degisle uyku
hastaligina neden olan parazitin (Trypanosoma gambiense) sigir irklarinda yayilmasini
saglar. Fakat, Bati Afrika Bos taurus irklar1 g¢ece sineginin goriildiigii bolgelerde
gelisebilir, ¢iinkii tripanozomiyaz karsi bir direng gelistirmistirler (Freeman ve ark., 2004).
Tripanotolerans olarak bilinen bu essiz kalitsal direnci, Bos indicus veya Avrupa Bos
taurus sigir irkinin herhangi birinde bulunmaz (MacHugh ve ark., 1998). Her ne kadar
Afrika sigirinin mtDNA’s1 Bos indicus sigir irkina gére Avrupa Bos taurus sigir irkina
daha ¢ok benzer olsa da, modern Afrika Bos taurus irklar1t Avrupa Bos taurus irklarindan

ayirt edilebilir.

Mitokondriyal DNA (mtDNA) evrim calismalari i¢in idealdir ¢linkii anneden
kalitilir, rekombinasyon yoktur, genellikle niikleer DNA’dan daha yiliksek mutasyon
oranina sahiptir ve ayrica her memeli hiicresi niikleer DNA’dan bir veya iki kopya
bulunurken mtDNA 10.000 kopyaya kadar ¢ikabilir (Robin ve Wong, 1988). MtDNA artan
kopya sayisi, antik DNA calismalarinda 6zellikle kullanilir, orijinal materyaldeki 6zgiin
DNA’nin ¢ogu bozulmus veya kaybedilmistir, soyu tiikenmis Aurochs’larin kemik
iliginden ekstre edilmis mtDNA en iyi 6rnektir. Mitokondriyal D-loop (displacement loop:
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yer degisim halkasi) sik bir sekilde evrimsel g¢aligmalarda kullanilir ¢linkii niikleotit
farklilik oraninin en yiiksek oldugu yerdir (Robin ve Wong, 1988). Mitokondriyal D-loop

varyasyon analizi 6zellikle sigir irklarinin ayriminda kullanilmaktadir.

Arzu edilen Ozellikler i¢in yapilan seleksiyonlar farkli irklarin yiizlerce
c¢esitlendirilmesine yol agmistir (Scherf, 2000). Evcil sigirlardan et, siit ve deri gibi iirlinler
elde edilir, bir¢ok insan toplumlari i¢in otlaklarin kullanilmasinda 6ncii hayvan olmustur.
Bunlara ek olarak insan kiiltiirel degisimini etkilemistir, si@irin evcillestirilmesi insan
populasyonundaki bazi selektif genetik baskilar1 yerlestirmistir. insan besini olan sig1r, ilk
evcillestirilmesinden ve tarimin ortaya ¢ikmasindan bu yana c¢ok degismistir ve hala
insanoglu bu besini gelistirmeye ¢aligmaktadir, en yogun seleksiyon yapilan sigir irki
Holsteins’dir, en yiisek siit liretimine sahip bu irk yillarca seleksiyona tabi tutulmustur
(Jakobsen ve ark., 2002; Shook, 2006). Selektif yetistiricilik sigirlarda, sagliginda dahil
oldugu konformasyon ve dogurganlik sorunlariyla iliskili problemlere yol agmistir (Fisher
ve Mellor, 2008). Bu problemlerin oniline ge¢cmek i¢in bir¢ok yontem kullanilmistir. Bu

yontemlerin basinda da asilama gelmektedir.

Enfeksiyona neden olan patojenlerden hayvanlari korumak igin kullanilan as1
uygulamasi, tiim hayvanlarda ayni derecede immiin cevap ve ayni derecede koruma
saglamamistir (Duff ve Galyean, 2007; Salak-Johnson, 2007). Kantititatif 6zelliklerin
gelistirilmesi (yemden yararlanma, biiyiime, randiman ve diger o6zellikler) i¢in genetik
seleksiyon uygulanmaya baslanmistir. Fakat bu seleksiyon uygulanirken higbir zaman
hayvan salig1 veya hastalik direnci ve duyarlilifi gibi o6zellikler dikkate alinmamistir.
Bunun altindaki asil neden immiin cevap ve hastalik direncinin genetik mekanizmasini
anlayamayisimiz, fenotipteki komplekslik, komplikasyon ve kaliteli data toplamadaki

kisitlamalar ve maliyet gosterilebilir.

Sigirlardaki hastalik salginlar1 hayvan refahimi ve verimliligi, antibiyotik
kullanimina talebin artmasini, yiyeceklerde bulunma riski ve uluslararasi ticareti
etkilemektedir (Thompson ve ark., 2002). Bu tiir hastaliklar, bakterilerin ve viriislerin, i¢
ve dig parazitlerin, yem kaynakli toksinlerin ve genetik bozukluklarin neden oldugu
hastaliklar1 kapsamaktadir. Daha 6nceden sinirlar ile kisitlanan bulagict hastalik salginlari,
hayvansal iiretimin ve ticaretteki biiyiik Glgekli biiylime sinirlarin ortadan kakmasiyla
bulasic1 hastalik salgmlarini giderek daha ¢ok uluslararasi bir sorun haline getirmistir. ilag
tedavileri hastalik salginlarin1 6nlemede genellikle etkili olur, ancak hayvansal tiriinlerdeki

kimyasal kalintis1 ve yaygin kullanilan ilaglarin patojenlerde direng gelistirmesi, bilim
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insanlarini alternatif metotlar aramaya yonlendirmistir. Genetik olarak hastaliklara direngli
sigir yetistiriciliginin seg¢ilmesi ‘‘kimyasaldan arindirilmis’” bir ¢evrenin olusturulmasina

yardimc1 olabilir. Diinyada kullanilan tiim antibiyotiklerin % 50’si veteriner amaglar i¢in

kullanildig1 tahmin edilmektedir (Teuber, 2001).

Sigir endiistrisinde antibiyotikler, enfeksiyonlarin tedavisinin yaninda genel saglik,
biiyiime ve yem kullanimmi artirmak i¢in kullanilabilmektedir (Teuber, 2001).
Hayvanlarda kullanilan bu antibiyotikler zamanla bakterilerde antibiyotik direncinin
gelismesine yol agacagl ve bunun sonucu olarak da insanlardaki hastaliklara etkili olan
antibiyotikler etkilerini yitirecegi on goriilmektedir. Bakteriler ek olarak bazi ciftlik
hayvanlarindaki parazitler geleneksel ila¢ tedavilerine karsi diren¢ kazanmaktadirlar.
Nematodlarin, koyun ve sigirlarda kullanilan bazi ilaglara kars1 direng kazandigin1 gosteren
verilerin yaninda sigirlardaki kenelerinde (Boophilus microplus) bocek ilaglarina karst

direngli oldugunu belirten ¢alismalar vardir (Anziani ve ark., 2001; Li ve ark., 2005).

Siiri yonetimi, hayvan yetigtirme, asilar ve veteriner bakimi idaresi, gevre sicakligi
ve beslenme kalitesi dahil bir¢ok genetik olmayan faktoér hayvanlardaki immiin cevabin
kuvvetini etkileyebilir (Frisch, 1981). Ancak patojenlere karsi meydana gelen immiin
yanittaki degiskenligin dnemli bir kismini genetik miras olusturur. MHC’de bulunan genler
omurgalilardaki bir ¢ok hastalikla iligkilendirilmistir ve MHC’nin hastalikla iligkisi
hakkinda en fazla ¢alisilma insanlardadir (Stewart ve ark., 2004). Bunun bir sonucu olarak
BoLA hastalik iligkisini arastirmak icin yapilacak ¢aligmalarda, HLA hastalik baglantili

arastirmalar kullanilabilir.

Hastaliklara diren¢ ve immiin cevaptaki varyasyon genellikle yiiksek diizeyde
polimorfik MHC’ye atfedilmis ve iliskili gen markerlari, serotipler ve son zamanlarda SNP
haplotipleri tanimlanmistir (Kelley ve ark., 2005). Hastaliklarla iligkili ¢alismalar immiin
cevap ile iliskili cok sayida degisik allel gosterilmistir. Sigirlarda sinif II allellerinin sap,
dematofilosis, mastitis ve sigir 16semi viriisii gibi hastaliklara karsi hayvandan hayvana
degisen hastalik duyarlilig1 ile iliskilendirilmistir (Lewin ve ark., 1999; Untalan ve ark.,
2007; Fadista ve ark., 2010; Miyasaka ve ark., 2011). Hastalik ve {iriin 6zellikleri
arasindaki dolayli iliskinin DRB3 allelinin mastitise duyarli/direngli ~ 6zelligine
dayandirilarak gosterilmistir (Oprzadek ve ark., 2012). Baz1 tanimlanmis hastaliklarda,
etkilenmis bireylerde yiiksek frekansa sahip yaygin haplotiplerin belirlenmesiyle haplotip
ve hastalik duyarlilik iliskisi gosterilmistir (Todd ve ark., 1988). Fakat tanimlanan SNP-

Haplotiplerinin bagisiklik cevaptaki varyasyonlarla iliskili oldugunu gostermek i¢in daha
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fazla kamita ihtiyag vardir. Immiinite ile ilgili genom bélgelerindeki genetik yapinin
anlagilmasi, immun cevabin altinda yatan genetik mekanizmayr anlamamizi
kolaylastirirken hayvanlarin  gelistirilmesinde kullanilmak {iizere ileri seleksiyonda
programlarinda kullanilabilecek bir potansiyele sahiptir. Bu agidan MHC nin sigirlardaki

karsilig1 olan BoLA hakkindaki bilgiler detayl bir sekilde arastirilmalidir.

1.5. Sigir Biiyiik Doku Uygunluk Kompleksi (BoLA)

Bos taurus ve Bos indicus daki MHC arastirmalarinin immiinogenetik orijinleri ve
kesiflerinin agiklanabilmesi i¢in insanlardaki 16kosit antijen (HLA) sistemi ve farelerdeki
H-2 kompleksi lizerindeki ¢alismalardan yararlanilmistir (Klein, 1986). HLA gibi, sigir
MHC aragtirmalarinin temeli klasik serolojik ve transplantasyon genetigine dayanir.
Sigirlardaki MHC’nin kesfi Amorena ve Stone (1978) ve Spooner ve ark. (1978)’larina
atfedilmektedir. Genetik bolgeleri, deri transplantlar1 ve alloimmiinizasyon kullanilarak
iretilen serolojik reaktifler kullanilarak tanimlanmig ve sigir 1okosit antijen (BoLA) sistemi
olarak isimlendirmistir (Spooner ve ark. 1979). Sigir major histokompatibiliti kompleksi
(MHC) immiin cevap veya hastalik duyarlilig1 ile ilgili temel genlerin yogunlastigi, sigir
23. kromozomu {lizerinde yer alan bir gen bolgesidir (Miyasaka ve ark., 2011; Takeshima
ve Aida, 2006). BoLA, smif I, I ve III olarak 3 bolgeye boliinmiistiir, diger memelilerdeki
MHC’ler ile benzerlik gosterirken genomik organizasyonunda simif II bolgesi diger

memelilerden farklilik gostermektedir (Kelley ve ark., 2005).

BoLA sinif II bolgesinde biiyiik bir inversiyon (ters ¢evirme) goériilmektedir, MHC
IT bolgesinin sentromere yakin bdlgesine IIb bolgesi denilmektedir, bu bolge temel MHC
bolgesinden yaklasik 20 Mb non-MHC (MHC olmayan) DNA ile ayrilmistir (Childers ve
ark., 2006). BoLA smif Ila bolgesi smif 1 bolgesine siki bir sekilde baglhidir, ekspresyonu
gerceklesen DQ ve DR genlerinden olusur, MHC haplotip gruplarinin cesitlenmesini
saglayan bolgedir (Davies ve ark., 1997). BoLA sinif I ve Ila yiiksek diizeyde polimorfik
olmalariyla siniflandirilirlar ve gesitli bagisiklik yanitlart ile iliskilendirilmistirler. BoLA
siif 1 deki varyasyonlarin biiyiik bir kismi bu bolgedeki delesyon ve duplikasyonlardan
meydana geldigi disiiniilmektedir, bunun sonucunda genleri olusturan niikleotid
dizilerinde farkliliklar olugsmaktadir (Ellis ve ark., 1999). Diger taraftan gen bolgelerindeki
SNP’lerden, kaynaklanan immun cevaplardaki farkliliklara olabildigi gibi polimorfik
BoLA ve BoLA haplotiplerindeki varyasyon immun cevaptaki farkliligi katkida
bulunmaktadir (Baker ve ark., 2006).
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BoLA genleri 5 Adet peptit-baglanma proteini kodlar: DQ, DR, DN, DO ve DY
(Kelley ve ark., 2005; Baker ve ark., 2006). Smif I ve MHC Ila genlerin bagisiklik
fonksiyonunu anlamada odak noktayir olusturmaktadirlar. MHC simif Ila bolgesi sinif |
bolgesine siki bir sekilde baglidir, ekspresyonu gergeklesen DQ ve DR genlerinden olusur,
MHC haplotip gruplarinin ¢esitlenmesini saglayan bolgedir (Davies ve ark., 1997). MHC
smif II allerleri yiliksek diizeyde polimorfiktir, bu da bireylerde tanimlanabilir epitoplart (
antikorlarin antijenleri tanimak icin baktiklar1 kisimlarma verilen ad) arttirmaktadir
(Norimine ve Brown, 2005). Sigirlardaki MHC’de simif II deki DQa, DQP ve DR genleri
en polimorfik genlerdir, diger tiirlerle benzerlik gosterirler (Andersson ve ark., 1986b). 5
farkli DQa ve DQP geni ve 3 tane DR genleri tanimlanmistir. En ¢ok ifade edilen iki tane
DQa ve DQP genleri ve bir tane fonksiyonel DR geni belirlenmis, DQ genlerinin sayisi
haplotiplerde ¢esitlilik gosterir (Andersson ve ark., 1988; Gelhaus ve ark., 1999;
Takeshima ve Aida, 2006). Bu giine kadar 106 DRB3, 46 DQA ve 52 DQB alelleri
bildirilmigtir (Norimine ve Brown, 2005; Baxter ve ark., 2009). Polimorfik MHC genleri
ve MHC haplotiplerindeki varyasyon, immun cevaplarin ¢ok cesitli olmasina katkida

bulunur.

1.5.1. BoLA bélgesinin genomik organizasyonu

Sigir genomunda 23. otozomal kromozomunda (BTA23) haritalanan BoLA bolgesi
yapisal genler igerir ve bu kromozom sigir tiirlerinde en iyi bicimde karakterize edilmistir
kromozomdur (Fries ve ark., 1993; Takeshima ve Aida, 2006). Yapisal genlerin birgogu
sperm tiplendirme ve aile ¢alismalar1 kullanilarak baglanti haritalar1 belirlenmistir (Sekil
1.6). Sigir MHC bolgesinin fiziksel haritasinin tamamlanmasiyla birlikte, bu bolgenin 154
genin igerdigi ve genlerden 60 tanesinin sinif [ bolgesinde, 38 tanesi sinif Ila ve sinif 1Ib’de

ve 56 tanesinin de simif III bolgesinde bulundugu belirlenmistir (Bensaid ve ark., 1991;

Takeshima ve Aida, 2006).

Smuf I bolgesi 770-1650 Kb’lik bir dizilime sahiptir. Birbirine siki bir seklide bagh
yaklasik 200 Kb uzunlugunda BoL-A ve BoL-B seklinde iki bolgeden olusur (Bensaid ve
ark., 1991). Sigir MHC simf I; 10 gen ve sessiz genlerden olusur, bu genlerden 4’
transkripte olur fakat ekspresyonlar: bireyler arasinda degiskenlik gosterir (Babiuk ve ark.,
2007). Yirmi sekiz farkli sinif I niikleotid dizilimi tespit edilmistir (Takeshima ve Aida,
2006). Alellik polimorfizm antijen-baglanma bolgesi ile iliskilidir ki bu iliski kazanilmis
immun cevabin 6zgiinliigiinii ve haplotiplerin tanimlanmasi i¢in kullanilir (Ballingall ve

ark., 1998). Sinif III bolgesi immiinolojik ve diger fonksiyonlar: olusturan gen setlerinin
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heterojen bir sekilde dagilmasindan olusur, 6rnegin bu bolgede BF ve C4 tamamlayici
faktorler, CYP21 (steroid 21-hydroxylase), HSP70 (heat shock protein 70) TENA ve
TFNB (tumour necrosis factor a ve 3) genleri bulunur (Teutsch ve ark., 1989; Bishop ve
ark., 1994; Barendse ve ark., 1994; Andersson ve ark., 1995; Obexer-Ruff ve ark., 1996;
Schwaiger ve ark., 1996). Sinif I genlerinin rekombinasyon ile ayrilmadigi gosterilmistir
(Lindberg ve Andersson, 1988). BoLA-A lokusu, en fazla eksprese olan sinif I genidir,
sinif Ila bolgesinin telomeriginde yer alir (Eijk ark., 1995).

Telomer Sentromer

-~ Cal

BTA 23. Kromozom
swe, |
o RN

24 4.2cM
| [ | |
F13A PL1 TNFA DYA
PRL BF LMP2
PRP@  BOL-A DRB3
ca DOAL DYB
cYpP21 DQA2 DOB
HSP70-1 DQB1 DOA
HSP70-2  DQB2 TAP1
HSC7 DRA LMP7
M DRB1 E‘I:\zi
BOL-B DRB2 o
/1 lla DNA
DIB
lib

Sekil 1.6. Sigir 23. kromozomu {izerindeki BoLA bdlgesinin fiziksel haritalamas:.
Degerler santimorgan birimleri (cM) olarak ifade edilmistir. Lokuslar kalin yazilmstir.
(Amills ve ark., 1998; Takeshima ve Aida, 2006).

Sif II bolgesinin genetik haritalanmasi sonucunda, iki alt bolgesi tanimlanmistir
(Andersson ve ark 1988; Eijk ve ark., 1993). Bu iki alt bolge arasinda biiyiik bir mesafe
vardir, sinif IIb deki DY A geni ile sinif IlTa DRB3 geni sekans dizilimleri arasinda 15 ¢cM
uzunlugunda bir bolgedir. Bu ylizden BoLA genleri bir sistem olarak diistiniilebilir, bu
genler kiimeler halinde organize edilmistir ve bazi lokuslar yakin bir sekilde bagliyken
digerleri kismen birbirlerinden uzaktirlar. Sigirlardaki MHC’yi insan ve farelerdekinden
ayiran en 0onemli 6zellik sinif 1I teki bu iki alt bolge arasindaki genetik mesafedir. Smif Ila
alt bolgesi DR ve DQ gen kiimelerinden olusur. Fiziksel ve genetik haritalama sigir DR ve

DQ genlerin yakin bulundugunu gostermektedir (Andersson ve ark 1986a; Scott ve ark
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1987). Siuf IIb bolgesinin gen igerigi ve yerleri tiim Pecoran (Iinfra takim) ruminatlarin
karakteristik 6zelligidir (Childers ve ark., 2006). Sinif IIb bdlgesi DMA, DMB, LMP2,
LMP7 ve TAP genleri kapsayan bir bolgedir, bu genler antijen sunumu ve tasimasiyla
gorevlidir, bunlarin disindaki sinif II genlerinden olan DOA, DOB, DYA ve DYB gibi
genlerin fonksiyonlari heniiz bilinmemektedir (Lewin, 1996; Russell ve ark 1997; Davies

ve ark 1997).

Smif I ve II genlerine ek olarak CYP21, BF, HSP70 ve C4 smif III genleri sigir
MHC bdélgesinde smif Ila bolgesinin telomeriginde gosterilmistir (Lewin, 1996). BoLA
siuf III bolgesi genleri, HLA smif III genlerinde goriilen fonksiyon ve organizasyonlarini
korundugu goriiliir (Brinkmeyer-Langford ve ark., 2009). BoLA genleri belirli bir sistemde
kromozom iizerinde yerlesmelerine ragmen, kiimeler seklinde diizenlenmislerdir, baska bir
deyisle bazilar1 birbirine sikica bagli ve nispeten digerlerinden uzaktir. Farkli sigirlar
arasinda, DRB3 ve DYA arasindaki rekombinasyon oranlarinda onemli varyasyonlar

gozlenmistir (Park ve ark., 1995; Park ve ark., 1999).
1.5.1.1. BoLA smif I bolgesi ve molekiilleri

Sigirlarda, sinif I bolgesi en az 10 adet sinif I geni ve birden fazla sessiz gen igerir
(Lindberg ve Andersson, 1988; Bensaid ve ark., 1991). Klonlama, cDNA,
trasfeksiyon/ekspresyon ve dizi analizleri kullanilarak, sigirlarda en az 4 sinif I locisinin
transkripsiyonu oldugunu belirlenmistir (Ellis ve ark., 1999; Birch ve ark., 2006). BoLA
sinif I genleri yiiksek diizeyde polimorfiktir ve immiin cevapla iligkili ¢ok sayida haplotip
gosterilmistir. Insanlarda, ii¢ smmif polimorfik simf I geni (HLA-A, -B ve -C) haplotipi
bulunmaktadir. Fakat sigirlardaki dort sinif I geninin ayni haplotiplerle ekspresyon olup
olmadig1 tam olarak agiklanamamistir. Klasik sinif I, a zinciri ve kismen polimorfik bir f3;
mikroglobulin (MHC lokusunda kodlanmayan) zincirinden olusan heterodimer yapida
molekiillerdir. BoOLA’nin Sinif I bélgesinin organizasyonu MHC smf II genlerine gore
daha karmagiktir ve daha az anlasilabilmistir. BoLA siif [ bolgesinin karmasikligi
interlokus rekombinasyonundan kaynaklanmaktadir ve buda alleller arasinda ¢esitliligin

artirllmasina yardimei olmaktadir (Holmes ve ark., 2003; Babiuk ve ark., 2007).

CD8+ T lenfositleri (CTLs), enfekte olmus hiicrelerin yiizeyi iizerinde MHC-I ile
gosterilen antijenleri ile etkilesen, virlis ile enfekte hiicreleri oOldiirebilen sitotoksik
hiicrelerdir. Bu simif T hiicreler viral enfeksiyonlarda konak¢ini cevabr icin yiiksek bir

onem tasidigi kabul edilmektedir (Murphy ve ark., 2008). MHC sinif I molekiilleri
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intraseliiler peptitleri (8 ya da 9 amino asit uzunlugunda) CD8+ T hiicrelerine sunarlar ve
NK hiicreler ile etkilesimdedirler, smif I genlerinin polimorfizmler, 6zellikle viral
enfeksiyonlara immun cevap tizerinde bir etkiye sahiptir (Childerstone ve ark., 1999;
Guzman ve ark., 2008). Biitlin hiicrelerde, hiicresel proteinlerin doniisiimii sabittir ve
sitoplazmada multimerik proteolitik kompleksler kiiclik peptitlere ayrilir (Rivett, 1993).
Memelilerde MHC smif II bolgesinden kodlanan iki proteozom bilesenleri vardir, bunlar
diisiik molekiil kiitleli polipeptit; low molecular mass polypeptide (LMP2) ve LMP7’dir.
LMPler ve Smif I molekiillerinin ekspresyonu sitokinin interferon gama tarafindan artirilir.
Proteazomdan elde edilen peptitler dimerik bir protein (MHC Smif II bolgesinden
kodlanan tasiyici protein: TAP) yardimiyla endoplazmik retikulum (ER) =zarina
tasinmaktadir. ER’de, Simif I molekiilleri peptid ve Bz-mikroglobulin ile bir kompleks
olusturur ve daha sonra hiicre yiizeyine tasinirlar. CTL'ler TCR’lerin yardimiyla viicutta
stirekli gozetleme yaparlar. Herhangi bir enfeksiyonun yoklugunda, sinif I molekiilii kendi
peptitlerine bagli bulunur. Bir virlis ya da baska bir hiicre i¢i parazitli enfeksiyon sirasinda,
kendinden olmayan veya yabanci peptitler proteazom tarfindan bazi proteinlere yikilir
(Chaplin,2010). CTL’ler MHC 1 ve yabanci peptitin olusturdugu kompleksle
karsilastiklarinda sitotoksik reaksiyon ile enfekte olmus hiicreyi dldiirtirler. CTL’ler sadece
kendi MHC sinif I ile baglanmig yabanci peptitleri tantyabilir, MHC I CTL rin siirlayicisi
olarak bilinir (Zinkernagel ve Doherty, 1974). Ancak simdiye kadar sigirlarda TAP’la ilgili

bir rapor bildirilmemistir.

Bununla birlikte, 107 allel (http://www.ebi.ac.uk/ipd/mhc/BoLA/) tespit edilmis ve

MHC smif I serotipleri ve hastalik arasinda iliski bulunmustur. Kene saldirilarina karsi
direngli BoLA Simif I allelleri (w6.1 ve w7) tespit edilmis ve bu allellerin kenelere karsi
koruyucu oldugu vurgulanmistir (Stear ve ark.,1984, 1990). Bir¢ok ¢alismada BoLA simif |
molekiilleri ile mastitis ve Mycobacterium bovis gibi hastaliklar arasinda direng veya
duyarhilik iliskisi oldugu belirlenmistir (Weigel ve ark., 1990; Mejdell ve ark., 1994;
Aarestrup ve ark., 1995; Mallard ve ark., 1995). FMDV enfeksiyonu (sap hastaligl) ve
asilama sonrasinda konakgidaki MHC sinif I ile FMD viriisiine (FMDV) 6zgiin CD8" T

hiicrelerinin bulundugu kanitlanmistir (Guzman ve ark., 2008).
1.5.1.2. BoLA simf II bolgesi ve molekiilleri

Smif I bolgesi serolojik teknikler, heterolog ve homolog smif II problar
klonlanarak, RFLP, PZR-RFLP ve niikleotid dizileme kullanilarak karakterize edilmistir
(Andersson ve Rask, 1988; Groenen ve ark., 1989; Sigurdardottir ve ark., 1991; Davies ve
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ark., 1992; Davies ve ark., 1994; Maillard ve ark., 1999). Simif II bolgesi iki farkli alt
bolgeye dagilmistir. Siif Ila fonksiyonel bir sekilde ekspresyon olan DR ve DQ
genlerinden ve sinif IIb bolgesi de fonksiyonlar1 heniiz tanimlanmamis DYA, DYB, DMA,
DMB, DOB, DOA, TAP1, TAP2, LAP2 ve LMP7 genlerinden olusur. Bu sinifin DRB3 ve
DQB gibi bazi genleri yliksek 6l¢iide polimorfiktir. BoLA siif II molekiilleri APC’lerde
(antigen-presenting cell) ifade edilir. BoLA sinif II sisteminde, DQ daha kompleks iken,
DRB3 hem ifade edilir hem de fonksiyoneldir (Glass, 2004). Sigirlarda BoLA-DR ve
BoLA-DQ lokus iiriinlerinin ekspresyonu goriilir. DRA, DRB3, DQA ve DQB genleri
transkripsiyonu gercgeklesir, DR ve DQ f{irtinleri CD4+ T-helper hiicrelerinde restriksiyon
elementi olarak hiicre yiizeyinde tespit edilebilirler (Glass ve ark., 2000). Insanlarm aksine
sigirlarda MHC boélgesinde DP genleri yoktur. BoLA sif II polimorfizm iizerine yapilan
bir ¢ok calismada, BoLA smif II genleri ve hastalik direncinin baglantili oldugu
gosterilmistir, bir¢ok 1slah programinda bu durum kullanilmistir, 6rnegin dermatophilosis’e
duyarli hayvanlarin itlaf edilmesi buna en iyi Ornektir (Maillard ve ark., 2003). Sigir
solunum sistemi sinsitiyal viriisii (BRSV), sigirlarda BoLA smif II CD4" ve CD8" tastyan
sinirlt T hiicrelerinde enfeksiyona neden olurken ve buzagilarda solunum sisteminde T
hiicrelerinin azalmasina yol agmaktadir. Buda hiicresel bagisikliginin sigirlarin korunmasi
i¢in nedenli 6nemli oldugunun en iyi gostergesidir (Taylor ve ark ., 1995; Gaddum ve ark.,
1996; Fogg ve ark., 2001).

1.5.1.2.1. BoLA Simf IlIa alt bolgesi

Temel smif II bolgesinin smirlarini olusturmasi ve yliksek oranda polimorfizm
gostermesi nedeniyle Siif Ila bolgesindeki genler ve gen iiriinleri kapsamli bir seklide
incelenmistir. Sinif Ila bolgesinde 1 adet DRA, 3 adet DRB (DRB1-DRB3), 5 adet DQA
(DQA1-DQAS5) ve 5 adet DQB (DQB1-DQB5) geni olmak iizere toplam on dort tane gen
tammlanmustir (Cizelge 1.2). Insan galismalarinin aksine HLA-DP problari ile yapilan
hibridizasyon calismalarinin sonucunda sigir genomunda DP genlerine (insan bagisikligt

i¢cin onemli) rastlanmamistir (Takeshima ve Aida, 2006).

DR alt bolgesinin genetik yapisi tiim canlilarda en korunumlu bdlgedir, neredeyse
non-polimorfik DRA geni, birkag tane ifade edilen DRB geni, sessiz genler ve gen
fragmentlerinden olusur. Popiilasyondaki fonksiyonel MHC cesitliliginin yiiksek seviyesi,
DRA geni ile en az bir yiiksek bir sekilde polimorfik DRB geninin birlikte ifade edilmesi
ile olusturulur. DR smif II molekiilleri heterodimerdir, DRA monomorfik bir a zincirinin

ve DRB de yiiksek oranda polimorfik B zincirini olusumunu saglar. BOLA-DRA uzun siire
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monomorfik olarak tanimlanmistir, ¢ilinkii tek bir alleli rapor edilmistir. Fakat son
calismalar BoLA-DRA lokusunun sigirlardaki allel varyasyonlar1 gosterilmistir (Zhou ve

ark., 2007).

Cizelge 1.2. BoLA- Sinif Ila genlerinin molekiiler 6zelligi

BoLA Simif Ila
23. kromozom genomu:AC_000180.1

Ekzon Uzunluk  Allel

Gen Molekiiler Ozelligi Sayisi (MRNA) Sayisi mRNA (Ac.No) Kaynak
BoLA- DR Alfa zincirini, 4 726 bp- Aida ve ark.,(1994); Zhou ve
DRA monomorfik . ekzon 253 aa 5 XM_005910872.1 ark.,(2007); Behl ve ark.,(2012)
Sessiz gen (Betal stop
BoLA-  kodonu ve transmembran :
DRB1 hatan), Bl - - 2 - Davies ve ark.,(1997)
polimorfizim.

Diisiik seviyede

ekspresyon, Betal Davies ve ark.,(1997); Muggli-Cockett

BoLA- o . 6 791 bp-
DRB2 domamlvn 19 pozisyonunda ekzon 263a 1 XM_002697316.2  ve Stone (1989).
glikosilasyon alanindan
yoksundur, monomonfik.
BoLA- Yiiksek seviyede 5 801 bo- Davies ve ark.,(1997); Aida ve
DRB3 ekspresyon, yiiksek ekzon 266 ag 132 NM_001012680.2  ark.,(1995); Sun ve ark.,(2013);
polimorfizim. Anonim, (2017).
. ) Davies ve ark.,(1997); Nishino ve
BD%A'?‘l DQ alﬁizr:]%%rilz'iﬁuksek ekion 72658522 31 NM_001013601.3  ark.,(1995); Takeshima ve ark.,(2007);
P ) Miyasaka ve ark., (2011).
BoLA- . . . 4 765 bp- Davies ve ark.,(1997); Morooka ve
DQA2 ik pollinpatid, ekzon 254 aa = Al Uil ark.,(1995); Miyasaka ve ark., (2011).
) ) Davies ve ark.,(1997); Ballingall ve
Bch_:;’ Polimorfik ek;lon 726552132 2 NM_001079577.1  ark.,(1997); Ballingall ve ark.,(1998);
Miyasaka ve ark., (2011).
BoLA- : ) a ) ) Davies ve ark.,(1997); Ballingall
DQA4 Mogigeriik vd.,(1998); Miyasaka ve ark., (2011).
BoLA- " 4 768 bg- ) Davies ve ark.,(1997); Gelhaus ve
DQAS I ekzon  255aa NM_001012675.2 ;. ' 1999h); Miyasaka ve ark., (2011).
P Davies ve ark.,(1997); Dikiniene ve
BoLA- DQ beta zinciri. Yiiksek 5 786 be- - . .
DOB1 polimorfizim, ekzon 261 aa 81 NM_001012676.3 ﬁlndoan%%(g)o,l\gl)ang ve ark.,(2005);
Davies ve ark.,(1997);
%%—BAZ‘ Yiiksek polimorfizim, ekfon 72%61"3‘; 81 ; Dikiniene ve Aida (1995); Wang ve
ark.,(2005); Anonim, (2017).
Davies ve ark.,(1997); Marello ve
%%-Ig Yiiksek polimorfizim. eki’on 72%612‘;' 81 - ark.,(1995); Wang ve ark.,(2005);
Anonim, (2017).
BoLA- .. . . 5 786 bg- ) Davies ve ark.,(1997);
DoB4  Yuksekpolimorfizim. o0, 9515, 81 Wang ve ark..(2005): Anonim, (2017).
BoLA- . . . 5 786 be- ) Gelhaus ve ark.,(1999a);
poBs  Yiksekpolimorfizim. o0, 9614 81 Wang ve ark.,(2005); Anonim, (2017).

DR molekiiliinden kodlanan B-zinciri diger genlerin aksine yiiksek derecede
polimorfiktir. Polimorfizm yiiksek diizeyde 2. ekzondadir, bu bodlge peptit baglanma
bolgesinin degisken pargasidir. Sigirlarda en az 3 DRB loci’si bulunurken sadece 1 tane
DRB (DRB3) geni fonksiyoneldir. BOLA-DRBI stop kodonu, B1 ve transmembran bolgesi
igeren bir sessiz gendir bu yiizden c¢oklu stop kodonlar1 goriiliir. Cok diisiik seviyede
polimorfizm gosterir. BOLA-DRB2 zayif bir ekspresyon sergiler ve monomorfiktir (Burke
ve ark., 1991). BoLA-DRB3 geni ifade edilir, yiiksek diizeyde polimorfiktir (simdiye kadar
bildirilen 111 allelleri vardir) ve fonksiyonel bir sinirlama eleman1 kodlar (Davies ve ark.,

1997: http://www.ebi.ac.uk/ipd/mhc/group/BoLA). Bu eleman, DRB3’iin 6 ekzonundan en
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polimorfik olan, 2. ekzonundan kodlanan peptit baglanma boslugudur. Bir¢ok ¢aligma bu
gendeki polimorfizlerin immiin cevapla 6nemli bir sekilde iliskili oldugunu gostermistir
(Xu ve ark., 1993; Sharif ve ark., 2000; Garcia-Briones ve ark., 2000; Baxter ve ark., 2009;
Gowane ve ark., 2013a-b).

MHC sinif ITa bolgesindeki DQ genleri fare, sigan, domuz ve tavsanlarda tek kopya
seklindedir. Insan ve k&peklerde multi DQ genleri tammlanmis fakat sadece bir DQ
molekiiliiniin ekspresyon oldugu goriilmiistiir (Kappes ve Strominger, 1988; Ando ve ark.,
1989). MHC smuf II DQ genleri hederodimer seklinde kodlanir, o zinciri: DQA ve P
zinciri: DQB den olusur. DR genlerinin aksine her ikisi de polimorfiktir. DQ bdlgesi 5
DQA locisi ve 5 DQB locisinden olusur, DQA1, DQA2, DQB1 ve DQB2’nin ekzon 2
bolgeleri en polimorfik bolgeleri olusturur. Sigirlarda 31 adet DQAL allelli, 13 adet DQA2
alleli, 9 adet DQBI allelli ve 4 adet DQB?2 alleli vardir (Takeshima ve ark., 2007) (Cizelge
1.2). BoLA haplotiplerinde bir veya daha fazla DQ {irlinleri ifade edilir. Yaygin sif 11
haplotiplerinin yaklasik yarisinda DQ genleri duplikasyon seklinde goriiliir, bu durumda
DQ duplikasyonlarinin her ikisi de eksprese olabilir (Xu ve ark., 1994). Sigir DQ
molekiilleri sigir CD4" T hiicrelerine antijen sunabilirler. Fakat DQ genlerindeki
polimorfizm hakkinda bilgi DRB3 genlerine gore daha kisithidir. DQ polimorfizmi ile
iliskili bazi ¢alismalarda, DQB*1804 alleline sahip hayvanlarin sigir dermatophilosisne
duyarli oldugu tespit edilmistir (Maillard ve ark., 2003). Ancak, bu DQ alleli bir DRB3
haplotipi ile baglantilidir (DQB*1804-DRB3.2*09/*45), bu acidan hastaligin DQ veya DR
polimorfizmlerinin etkileri ile baglantili olup olmadigi heniiz net degildir. Mastitise
duyarlilik BoL A haplotipleriyle DQ genlerinden tek bir kiimesi ile iliskilendirilmistir; son
zamanlarda DQA heterozigotluk mastitis direnci ile iliskili oldugu belirlenmistir ve bunun
da DRB3 allel direnci ile baglantiya sahip olabilecegi vurgulanmistir (Park ve ark., 2004;
Takeshima ve ark., 2008). Bununla birlikte, bunlarin gen iirlinlerinin T-hiicre cevabi i¢in
onemli oldugundan, bu genler, bulasic1 patojenlere kars1 farkli immiin cevaplar acisindan
onemli olmas1 muhtemeldir, DQ polimorfizmi ve bakteriyel, viral ve parazitik istilasi ile
ilgili yapilan bir¢ok ¢alisma bunu en iyi gostergesidir (Glass ve ark., 2000; Norimine ve

Brown, 2005).
1.5.1.2.2. BoLA Simf IIb alt bolgesi

Sinif Ila genlerinin aksine, sinif IIb alt bolgesinde bulunan DY genleri sadece gevis
getiren hayvanlarda goriilmiistiir. Diisiik seviyede polimorfizm sergilerler ve dendritik

hiicredeki sinirli dagilimlar ile transkripsiyon edilirler (Ballingall ve ark., 2004a). Ilk
30



olarak sigirlarda DY A ve DYB transkriptlerinin tam uzunlukta analizi ile sirasiyla 253 ve
259 amino asit proteinden olusan open reading frameslerin bulundugu belirlenmistir.
Ayrica sigirlardaki DRA, DOA ve DYA genlerinin niikleotit dizileri ortaya ¢ikartilmistir
(Van der Poel ve ark., 1990). Simif I MHC a ve B polipeptit zincirlerinden farkli olarak
translasyon yetenegine sahip DY genleri sigirlarda ilk defa ekspresyon analizi ile
etiketlenerek gosterilmistir (Ballingall ve ark., 2004a). Insanlarda, DMA ve DMB genleri
simif II molekiilleri ile tiim peptitler ile kompleks olusturan bir molekiilii kodlar bunun
aksine DNA, DOA ve DOB den kodlanan proteinler DM molekiiliiniin islevini
diizenlemektedir (Sloan ve ark., 1995; Liljedahl ve ark., 1996). Sigirlarda DMA/DMB ve
DNA/DOB ortolog olarak tanimlanmistirlar (Amills ve ark., 1998; Niimi ve ark., 1995).
Sigirlarda, DM ve DO genleri insanlardaki diziler kullanilarak elde edilen cDNA
primerleri ile dizilenmistir (Niimi ve ark., 1995). Sigirlarda siif IIb bolgesi proteazom alt
birimlerini kodlayan LMP2 ve LMP7 genlerinin ve endoplazmik retikulumun liimenine
sitosol peptidlerin tasinmasinda rol oynayan molekiillerini kodlayan TAP1 ve TAP2
genlerini kodlar (Shalhevet ve ark., 1995) . Baska bir sigir simif II B-zincir geni (BoLA-
DIB) niikleotid dizisi DRB/DQB genlerinden faklidir. Bu DIB geni siki bir sekilde DOB
genine baglanmistir, bu durumun DIB geninin sigir smif II genlerinden ikinci grup
icerisinde oldugunu gostermektedir (Muggli-Cockett ve Stone, 1991; Stone ve Muggli-
Cockett, 1993) (Cizelge 1.3).

Cizelge 1.3. BoLA- Sinif IIb genlerinin molekiiler 6zelligi.

BoLA Simf IIb
23. kromozom genomu:AC_000180.1

Ekzon Uzunluk Alel

Gen Molekiiler Ozelligi o (MRNA) S

mRNA (Ac.No) Kaynak

DM alfa zinciri.

BoLA- Transkripsiyonal olarak aktif 4 ekzon 783 bg-260 aa - NM_001012674.2

Davies ve ark.,(1997);

DMA ve monomorfik Niimi ve ark.,(1995);
DM beta zinciri. . .
BDO'\I;I'S Transkripsiyonal olarak aktif 6 ekzon 789 bg-262 aa - XM_005223197.1 ﬁﬁ\%?sv\éea?&k'('gggs;) ’
ve monomorfik " '
BoLA- DO alfa zinciri. Davies ve ark.,(1997);
DOA Transkripsiyonal olarak aktif 5 ekzon 754 bg-250 aa - NM_001205920.1 Takeshima ve Aida
ve monomorfik (2006);
BoLA- DO beta zinciri. Davies ve ark.,(1997) ;
Transkripsiyonal olarak aktif 6 ekzon 816 bg-271 aa - AB117945.1 Takeshima ve Aida
DOB - .
ve monomorfik (2006);
BoLA- DY alfa zincir . Segerek Davies ve ark.,(1997);
DYA ekspresyon ve diisiik 4 ekzon 762 bg-253 aa 3 BC149795.1 Ballingall ve
polimorfik. ark.,(2004);
BoLA- DY beta zinciri. Selektif Ballingall ve
DYB ekspresyon ve monomorfik. g TED AR B ) s Lo AE e ark.,(2004);
TAP1 Peptid transporter 11 ekzon 2254;;_750 XM_005223252.1  Davies ve ark.,(1992)
TAP2 Transkr|p5|yo'nal ol'arak aktif & ezl 1689 bg-562 2 NM 1742222 Ambagala ve ark.,
ve polimorfik. aa - (2002)
Proteozom alt } ) Davies ve ark.,(1997);
LMP2 tinitesi.Ekspresyon. 6 ekzon 660 b¢-219 aa BC102963.1 Eleuteri ve ark.,(1997)
LMP7 PIOEIG Gekzon  780bg-259aa - XM_0052231951 Eleuteriveark.(1997);

iinitesi.Ekspresyon. Cannon ve Pate (2003).

31


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/74267807?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=EZ6WYVH6014

PZR-RFLP teknigi kullanilarak DRB, DQA, DQB, DYA, DOB, ve DIB genlerinin
polimorfizmleri ve 5 siif IIb (DYA-DOB-DIB) haplotipi belirlenmistir (Davies ve ark.,
1994; (Gelhaus ve Forster, 2001). DOA ve DOB locilerinin baglant1 analizleri sonucunda
BoLA siif IIb bolgesinde genetik haritalar1 ortaya c¢ikartilmisti. MHC DOA ve DOB
locilerinin ikinci ekzonunun tamami incelendiginde DOA igin iki DOB i¢in ise 4 allellik
varyasyon olabilecegi tespit edilmistir (Gelhaus ve Forster, 2001). Amino asit dizileri
DOB’nin non-informatif iken, DOA genlerinin polimorfizmlerin varyasyonlara uyumlu
oldugu goézlemlenmistir. DY polipeptitlerinin sigir, insan ve farede MHC alfa ve beta
zincirlerinin sekanslarinin karsilagtirilarak yapilan analizde varsayilan peptit baglanma
bolgelerinde benzersiz 16 amino asit tespit edilmistir. Bunlara ragmen hala DYA ve DYB
genlerinin islevi bilinmemektedir (Ballingall ve McKeever, 2005). DYA genleri koyun ve
sigirlarda (yaklasik 20 milyon yil 6nce birbirinden ayrildig: iki tiir) karsilastirildiklarinda
pseudogenlerden ziyade fonksiyonel genler gibi daha ¢ok korunmuslardir. Korunma
seviyeleri promotorda % 97, kodlanan bolgede % 94 ve intronik bolgede % 91 seklindedir,
bu oranlar fonksiyonel MHC genleriyle karsilagtirildiklarinda elde edilen sonuglardir. Bu
simif II MHC genleri arasindaki koruma derecesi evrim ile tutarlidir, bu genler

ruminatlarda bu ozellikleriyle benzersiz bir fonksiyonu barindirmaktadir (Behl ve ark.,

2012).
1.5.1.3. BoLA simnif III bolgesi ve molekiilleri

Smif III molekiilleri oldukg¢a farklit MHC molekiillerini olustururlar, bu {iriinler
daha ¢ok immiin siirecle iliskilendirilmistir, bunlara en iy1 6rnek tamamlayict sistem
bilesenleri, steroit 21-hidrolaz enzimleri ve tiimor nekrosis faktorleridir (TNF) (Behl ve
ark., 2012). BoLA smuf III bolgesindeki TNFa geninin promotor bolgesindeki
polimorfizmlerin, BLV enfeksiyonun ilerlemesine katkis1 oldugu belirlenmistir (Konnai ve
ark., 2006). Bu gibi molekiiller MHC simif III genlerinin MHC’nin genomik bdlgesine
0zgiin genler oldugunu ve edinilmis bagisiklik sisteminin gelisimi sirasinda olustugunu
gostermektedir (Baxter ve ark.,2010). BoLA smif III bolgesi genleri smif Ila ve siif I
bolgeleri arasinda yer alan bir bolgedir ve tipki HLA smf III genleri gibi fonksiyon ve
organizasyonlarint korumaktadirlar (Brinkmeyer-Langford ve ark., 2009). Smif III bolgesi
TFNA, C4, BF, HSP70-1, HSP70-2 ve PRL gibi genleri icerdigi belirlenmis olmasina

ragmen hala BoLA sinif III bolgesi ve genleri lizerinde arastirmalara ihtiyag vardir.
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1.6. Tiirkiye Yerli Sigir Irklar

Tiirkiye’deki biyolojik ¢esitlilik, genetik kaynaklar acisindan yiiksek bir
potansiyele sahiptir. Bu potansiyelin énemli bir kismini da hayvan genetik varligimiz
olusturmaktadir. TUIK verilerine gore toplam sigir varligmz 13.994.071°dir. Bunun
1.874.925’ini yerli sigir irklar1 olustururken, 6.385.343’linii kiiltiir ve 5.733.803’{i de melez
sigir 1rklar1 olusturur (27 Aralik-2016, http://www.tuik.gov.tr/). 2002 TUIK verilerine
gore, yerli sigir irkimizin sayist 3.586.163 iken, kiiltiir irklart 1.859.786 ve melez irklarin
sayis1t 4.357.549°dur. Yerli irklarimizdaki bu azalisin en 6nemli sebeplerinden bir tanesi,
hayvan basina diisen verimin diger 1rklara oranla ¢ok diisiik olusudur. Genotipleri goz ardi
edilecek olursa, diisiik verimin 6zelliklerinde, ¢evresel etkiler, kalitesiz yemlerin kullanimi
gibi bakim ve beslenme kosullar1 énemli bir paya sahiptir. Verim 6zellikleri gelistirilen
kiiltiir irklarinin aksine yerli irklarimiz iilkemizdeki ekolojik sartlara, bakim ve beslenme
olanaklarima daha da onemlisi salgin ve hastaliklara karsi adaptasyon yetenekleri daha
yiiksektir (Bakir ve Kaygisiz, 2003). Bagka bir agidan bakildiginda sigir evcillestirme
bolgesinin Catalhoylik (Turkiye) oldugu ve Avrupadaki sigir irklarindaki dominant
mitokondriyal DNA haplotiplerinin Anadolu koékenli oldugu diistiniildiigiinde yerli sigir
irklarimizin nedenli 6nemli gen kaynagi potansiyeline sahip oldugu ortaya ¢ikmaktadir
(Troy ve ark., 2001; Mannen ve ark., 2004). Tirkiye’de yetistirilen yerli sigir irklar
olarak; Yerli Kara (YK), Kilis (Gliiney Anadolu Kirmizisi-GAK), Yerli Giiney Sarisi
(YGS), Boz Irk (BOZ), Dogu Anadolu Kirmizis1 (DAK) ve Zavot (ZAV) gosterilebilir. Bu
irklarin en onemli Ozelliklerinden bir tanesi yiliksek oranda hastaliklarin neden oldugu

salginlara direncli oluslaridir.

1.6.1. Yerli Kara (YK)

Yerli Kara sigir irk1, Bos taurus primigenius’un (kisa boynuzlu grup) alt grubu olan
Bos taurus taurus’tan (kisa boynuzlu bir 1rk) kdken aldigr belirtilmektedir (Kumlu, 2003).
Tiirkiye’de en yaygin ve en biiylk (sigir varligimizin yaklast %3.4° lik kismi)
populasyona sahip olan yerli sigir irk1 olup, siyah renkli ve kii¢iik ciisselidir (Sekil 1.7).
Orta ve Kuzey Anadolu da yayilmistir. Renkleri siyah, al¢ak boylu, bedeni uzun yapili,
kisa boynuzlu, memeleri ve meme baslar1 ufak, memelerinde tiiylenme goriilebilir, et ve
stit verimi diistik, iyi besi tutmayan, kas gelisimi yetersiz, gégiis dar, butlar zayif ve ince,
ergin disilerde canli agirlik yaklasik 200 kg iken erkeklerde 250 kg dolayinda olan bir
rktir. Ince derili, killar mevsime gore degisken, yazlari kisa ve ince, kislar1 uzundur (Batu,

1962; Mason, 1969). Anadolu’nun ekstansif kosullarina uyum saglamis, hastalik ve
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zararhilara karsi direnci yiiksektir (Ek Cizelge A.1’de bazi o6zellikleri 6zetlenmistir).
Sayilar1 her gegen giin giderek azalmaktadir (Ozhan ve ark., 2004; TUIK, 2016).

Sekil 1.7.Yerli Kara Sigir1 (Tagem Katalog-TC Gida Tarim ve Hayvancilik Bakanligi-
2004).

1.6.2. Dogu Anadolu Kirmizisi

Basta Erzurum, Kars ve Ardahan illeri olmak iizere Dogu ve Kuzeydogu Anadolu
Bolgesinde yetistirilen kombine verimli (et ve siit) bir yerli wrktir. Kiigiik yapilt ve sert
mizagl genellikle renkleri kirmizi ve tonlar1 seklindedir. Kulak kenarlari, boyun, g6giis, 6n
bacaklarin 6n yiizleri, tirnaklarin deriyle birlestigi kistmlar koyudur. Erkek ve disileri kisa
boynuzlu olup, boynuzlart koyu renkli 6ne dogru kivrimlidir. Olumsuz ¢evre sartlarina

dayaniklidirlar ve kalitesiz yemlerle hayatlarini stirdiirebilirler. Engebeli alanlardaki

otlaklar1 degerlendirebilir ve hastaliklara karsi1 direncleri yiiksektir (TAGEM, 2009).

1.6.3. Giiney Anadolu Kirmzisi

Diger kombine verimli yerli sigir irkimiz Giliney Anadolu Kirmizis1 kokenini Bos
taurus brachiceros yabani wrkindan aldigi belirtilmektedir. Giiney Anadolu Bolgesinde
yayilis gosterirken, Suriye, Liibnan, Irak ve Urdiin gibi iilkelerde yetistiriciligi
yapilmaktadir. Asil ve zarif goriiniimiiniin yaninda boyun kisa, bas dik, cidago belirgin ve
yiiksektir. En ¢ok rastlanan renkleri sarimsi kirmizidir ancak saridan kirmiziya ve
kahverengiye kadar farkli renklilere de goriilebilir. Kuyruk piiskilii siyah renklidir. Kisa
boynuzlu sigir irklarindandir. Boynuzlar dar, ince, yukari ve iki yana dogru uzanir.
Tiirkiye’nin en iri ve siit verimi en yliksek yerli irkidir. Giiney Anadolu ve Akdeniz’in
sicak iklimine uyum saglamistir. Kene ve kan parazitlerinin meydana getirdigi hastaliklara

dayaniklidir. Bakim ve beslemenin diizenli olmadig: sartlarda ¢ok az sorunla yetistirilebilir
(TAGEM, 2009).
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1.6.4. Yerli Giiney Saris1 (YGS)

Bagta Mersin, Hatay ve Sanlrfa illeri ile Toros ve Amonos daglar1 arasinda kalan
bolgeler de yetistirilen kombine verimli bir yerli wrktir. Kii¢iik yapili, kisa boynuzlu,
boynuz rengi siyahimsi koyu, kendi rengi saridan kirmizi olan bir sigir irkidir. Kegi gibi
daglara tirmanabilir. Hastaliklara direngli, kotii ¢evre sartlarina dayaniklidir. Engebeli
arazilerde otlayabilme yeteneginde olup daglik bélgelere uyum saglanmstir. flkel bakim,

besleme ve barindirma kosullarinda yaygin olarak koy siiriileri seklinde yetistirilir
(TAGEM, 2009).

1.6.5. Boz Irk (BOZ)

Trakya, Marmara, Bat1 Anadolu, Kuzey ve i¢ Ege’de yayilis gosterirler. Kombine
verimli , saglam viicut yapisina sahip, kil rengi acik glimiisten koyu kiil rengine kadar
degisiklik gosteren, Inekler bogalara gore daha acik renkli olan bir sigir irkidir. En belirgin
Ozellikleri aniis bolgesinin siyah renkte olmasi gosterilmistir. Erkek ve disileri hilal
seklinde boynuzlara sahiptir. Ani yem degisikliklerine dayaniklhidir. Diisiik kalitedeki
yemleri degerlendirebilecek sindirim sistemine sahiptir. Her tiirlii olumsuz doga sartlarina,
yetersiz beslenmeye ve hastaliklara karsi olduk¢a dayaniklhidir. Hastalandigi takdirde ¢ok
hizli iyilesir (TAGEM, 2009).

1.6.6. Zavot (ZAV)

Kars ve Ardahan illerinin ¢evresinde yetistirilen kombine verimli bir yerli irktir.
Viicutlar1 orta biiyiikliikte, saglam mizagh genellikle beyaz renklidirler. Disi ve erkek
bireyleri boynuzludur. Karasal iklime, engebeli ve daglik arazilere, ilkel barinaklarin
bulundugu sartlara adapte olmuslardir. En 6nemli 6zelliklerinin basinda zor iklim sartlarina

ve hastaliklara kars1 dayaniklilik gosterilebilir (TAGEM, 2009).

1.7. Calismanin Onemi ve Amaci

Simdiye kadar hayvanlar lizerinde uygulanan genetik seleksiyon programlarinda
genellikle verime odaklanilmig ve buna paralel olarak dogal hastalik direnci potansiyeli
azalmistir. Aslinda bir¢ok calisma, hayvansal iiretimdeki artisin, hastaliklara direnci
azalttigin1 gostermistir (Boettcher ve ark., 1992; Lund ve ark., 1994; Luttinen ve ark.,
1997; Rogers ve ark., 1998). Yerli irklarimizin tamami hastaliklara ve zararlilara kars1 bir
cok kiiltiir irkina gore daha direncli olmasi nedeniyle iilkemiz i¢in bulunmaz gen
kaynaklarindandir. Yiizyillar boyunca ozel ilgi gostermeden ekstansif olarak yetismeleri

saglanan bu irklarm hastaliklara diren¢ noktasinda yiiksek potansiyele sahip olmalari
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sasirtict bir sonug¢ degildir. Bugilin bir ¢ok verim 6zelliginden yararlandigimiz ciftlik
hayvanlarinda diinya genelinde uygulanan seleksiyon programlari yiiksek verim
Ozelliklerini baz almaktadir. Kiiltiir irk1 olarak isimlendirdigimiz bu irklar sadece verim
Ozellikleri 1iyilestirilmis ancak bu irklarin ne ¢evre kosullarina dayanikliliklar1 ne de

hastaliklara direng 6zellikleri {izerinde tam anlamiyla durulmamastir.

MHC lokusu sigir wrklarindaki adi ile BoLA bdlgesi yerli irklarimizda yeterince
calisilmamis bir bolge olusu, bu bolgenin diinyadaki diger irklarla farklilik gosterme orani
ve hepsinden 6nemlisi bu bolgenin immiin sistemle iligkisi bu bolgeyi ¢alisilir kilmaktadir.
Yerli sigir wklarinin  disindaki irklarda, bu lokusdaki ilgili genler iizerinde yapilan
calismalarin ~ birgogunda gen bdlgelerinin  tamami  yerine belirli  ekzonlara
yogunlagmaktadir. Enfeksiyon hastaliklarini sebepleri birgok faktoriin kontroliinde olabilir
ancak enfeksiyon hastaliklarindan kaynaklanan sonuglardaki degiskenlik biiyiik Olcilide
bireyin genetik yapisindaki varyasyonlardan kaynaklanmaktadir. Bu nedenle hastaliklara
kars1 verilen tepkilerin bireyin genetik yapistyla iligkisini belirlemeye ¢alisilarak
hastaliklara dogal diren¢ gelistirilmeye c¢alisilmalidir. Literatiir taramas1 gosterdiki;
Tiirkiyede Bozkaya vd. (2007) MHC bélgesine yerlesmis mikrosatelitler kullanarak koyun,
kegi ve sigir tiirleri arasinda genetik mesafeyi inceledikleri ¢alisma ile Oner ve Elmaci
(2011) sigirlarda BoLA-DRB3 geni polimorfizimi adli derleme galismasindan baska bir

arastirmaya rastlanmamustir.

Bu calismanin temel amaci, yerli sigir rklarimizdan olan Yerli Kara irkinin
bagisiklik kapasitesi ve bu 6zellikleri yoniinden diger irklardan benzerlik ve farkliliklarini
belirlenmek, MHC (Major Histocompatibility Complex-Biiyilk Doku Uygunluk
Kompleksi-sigirlardaki karsiligi BoLA veya sigir 16kosit antijenleri) lokusunun molekiiler
diizeyde analizi gergeklestirmek, bu acidan BoLA bolgesindeki; BoLA-DMA, BoLA-
DMB, BoLA-DQA, BoLA-DQB, BoLA-DRA, BoLA-DRB2, BoLA-DRBS, BoLA-DYA,
BoLA-DYB, LMP2, LMP7 genlerindeki farkli ekzon bolgelerinin dizi analizi
gerceklestirilerek, Yerli Kara sigir irkinin dogal bagisiklik sisteminin temelini olusturan bu

gen bolgeleri ile iligkili referans veriler elde etmektir.

Bu amag dogrultusunda, ilk olarak sayilar1 her gegen giin azalan Yerli Kara (YK)
sigir rkimizdan Amasya-Merzifon (Inalani, Derealan ve Asa@ibiik kdyleri) ve Kars-
Sarikamis (Karakose kdyii) bolgelerinden 67 kan (29, & - 38, Q) drnegi temin edilmistir.
Ornekler belirlenirken hayvanlarin saf irkin beligin 6zelliklerini (irka 6zgii fenotipik

ozellikler) gostermesine dikkat edilmistir. Bu Orneklerin DNA’lar1 laboratuvara
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kazandirlarak diger calismalar igin kaynak olusturulmustur. ikinci olarak yukarida
bahsedilen gen bolgelerine 6zgiin primer dizaynlart edilerek bu bolgelere 6zgiin niikleotid
dizi karakterizasyonu yapilmistir. Elde edilen niikleotid diziler NCBI’ya girilerek uluslar
arast bir boyut kazandirilmistir. Ayrica muhtemel protein dizileri incelenerek referans
veriler elde edilmistir. Son olarak Onceki calismalarda elde edilen allel bilgilerinden
faydalanilarak, hastaliklara direng 6zellikleri incelenmis ve tiir igindeki bireyler arasindaki

varyasyonun derecesi arastirilmistir.
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2. ONCEKIi CALISMALAR

Sigirlardaki serolojik yaklasimlarda, insan ve farelerdeki MHC {iriinleri gibi benzer
Ozellige sahip belirleyici molekiillerin biyokimyasal 06zelliklerinden faydalanilmistir
(Hoang-Xuan ve ark. 1982a, b). Karisik lenfosit reaksiyonu (MLR) ve allospesifik
sitotoksik T lenfosit (CTL) gibi histogenetik yontemler, MHC sinif I ve II antijenlerinin
ozelliklerini tanimlamak i¢in kullanilmistir (Usinger ve ark. 1981; Teale ve ark. 1985).
BoLA arastirmalarinin modern ge¢misi, Southern blot ve restriksiyon fragment uzunluk
polimorfizm (RFLP) analizleri ile baslamistir. HLA genlerinden elde edilen molekiiler
problar, niikleik asit hibridizasyonlarinda kullanilarak ortolog genlerini tanimlamak, sinif
I genlerindeki polimorfizmleri ortaya ¢ikarmak ve BoLA haplotiplerinin belirlemek i¢in
kullanilmistir (Andersson ve ark. 1986a, b). BoLA sinif I ve sinif I molekiillerini kodlayan
genlerin sekanslanmasi ve molekiiler klonlanmalar1 HLA genlerine benzerliklerini ortaya
cikarmigtir. PZR teknolojisi uygulamalart ile genomik sekans analizleri, BoLA genlerini
olusturan ekzonlarin varyasyonlarinin belirlenmesine izin vermistir (Takeshima ve ark.,
2001). BoLA bolgesi i¢i kullanilan tiim bu yontemler, hastaliklarla olan iligkisini ortaya
cikarmak i¢in uygulanmistir (Andersson ve ark., 1991; Aida ve ark., 2000).

Artiodactyla (¢ift toynaklilar) takimindaki eutherian (plasentali) memelilerin en
kapsamli genom dizisi, ilk tam olarak gdsterilen evcil sigirdir (Tellam ve ark., 2009). Sigir
genom dizisi, memeli evrimi tarihinin ve sigir karmasik fenotipik 6zellikleri ile genetik
varyantlar1 arasindaki iliskiyi anlamak i¢in ¢ok 6nemlidir. Bos taurus genom dizisinin
kapsamli bir ¢alismas1 2009 yilinda yayimlanmis ve sigir genomunun belirli 6zelliklerinin
analiz edildigi bircok yaym buna eslik etmistir. Ozellikle, insan genomundaki protein
benzerliginin ve kromozomal korumanin herhangi bir kemirgen genom dizisinden daha
biiyiik bir 6lciide, sigir genomunda bulundugu kesfedilmistir. Sigir genomunun yaklasik
2.87 Gbp, 22.000’in lizerinde protein kodlayan gen ve bu genlerin yaklasik 1,217 sinin
eutherianlara 6zgiin oldugu goriilmiistiir (Elsik ve ark., 2009; Bovine HapMap Consortium,
2009). Sigir spesifik evrimsel kesme noktalar1 kapsayan bolgelerdeki parcasal
duplikasyonlar ve tekrar elementlerin yiiksek yogunlukta bulunmasi, nonallelik homolog
rekombinasyonlar, parcasal duplikasyonlar ve tekrar elementleri gibi islemler tarafindan
mevcut Bos taurus karyotipi bigimlendirilmistir (Elsik ve ark., 2009; Bovine HapMap
Consortium, 2009). Segmental duplikasyonlar sigir genomunun  %3,1’inde tespit

edilmistir. Ayrica % 76’sinda tam veya kismi gen duplikasyonlari igerdigi goriilmiistiir. Bu
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duplike olmus genlerin birgogunun, dis ¢evreye miidahale eden proteinleri kodladigi
belirlenirken, buna en iyi 6rnek olarak, immiin ve duyu genlerin ekspresyonu gosterilebilir.
Sigirlardaki spesifik gen duplikasyonlari, farkli ruminant fizyolojisinin gelisimi veya
gevredeki degisimlere hizli adaptasyon igin islevsel olarak 6nemli olabilmektedir.
Dogustan gelen bagisiklik, p-defensin ve interferon genleri gibi genlerin yaygin
duplikasyonlari ve ayrigmasinin bir sonucu olarak, sigir evrimi boyunca enfeksiyoz
hastalik ajanlarina bir ¢esit adaptasyon i¢in gerekli oldugunu gostermektedir. Bagisiklik
ilgili genlerdeki degisiklikler, mikrobiyal fermantasyonun gelisimi veya bir siirii ortaminda
hastalik bulagsma oranlarinin artist veya gecisi ile iliskili olabilmektedir (Elsik ve ark.,

2009; Bovine HapMap Consortium, 2009).

2.1. Haplotip Yapisi Ile iliskili Calismalar

MHC haplotip yapis1 hemen hemen tiim memelilerde korunmus durumdadir, fakat
sigir ve diger ruminantlarda ¢oklu DQA ve DQB lokuslarinin ekspresyonu benzersizdir, bu
Ozelligin immun fenotiplerdeki varyasyonlarin gozlenmesine katki saglayabilecegi
vurgulanmistir (Scott ve ark., 1987). En az 4 DQB lokusu tanimlanirken, 5. DQB lokusu
icin giliclii kanitlar vardir, tek bir haplotipte sadece iki DQA ve DQB lokusu tanimlanmistir
(Gelhaus ve ark., 1999). DQ lokuslar tek ve kopyalanmis cesitleri ile haplotiplenir, tiim
lokuslar fonksiyonel olarak bulunur (Gelhaus ve ark., 1999). Bir heterozigotta var olan DQ
duplikasyonu immiin fenotiplerinin c¢esitliliginde artisa sebep olabilir ve bu durum bazi
varyasyonlarla agiklayabilir, ki bu varyasyonlar daha 6nceden SNP-haplotiplendirilmesi ile
tanimlanmamis olsa bile, eger gendeki duplikasyonlar klasik SNP panelleri ile
belirlenmemis ise yeni lokuslar olarak tanimlanabilmektedir. Bu fikri destekler nitelikte,
Gelhaus ve ark. ayn1 haplotipte DQAS ve DQBS birlikte bulunabilecegini, DQAS veDQBS5
triinleri farkli immiinolojik fonksiyonlar gosteren farkli formlarda DQ molekiilleri
olusturabilecegini sdylemislerdir (Gelhaus ve ark., 1999). Bunlara ek olarak, DQ
duplikasyonunun bulunmasi, inter- ve intra- haplotiplere alfa ve beta zincirlerini
saglayarak hiicre yiizeyindeki sinif II molekiilerinin, ¢esitlerini artirma potansiyeline
sahiptir (Glass ve ark., 2000). Haplotipleri olusturan genlerdeki duplikasyonlar immiin
cevaptaki varyasyonlara avantaj sunabilir ki bu avantajin sigirlara uyarlanmasi

mumkindiir.

Yaklasik 92 BoLA haplotipi ¢esitli sigir irklarindaki SNP’ler karsilastirilarak
belirlenmistir. Haplotiplerdeki farkliliklar diger yapisal farkliliklardan ziyade SNP’ler ile
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daha once tanimlanmistir (Downey ve ark., 2014). Spesifik varyasyonlar ile ayni
genotiplerin olusturulmasini, sekans farklilasmasi veya olas1 kopya sayis1 etkiler (Usinger
ve ark., 1981). Bir genin birden fazla kopyasi bir haplotip olarak ifade edilebilir fakat
mevcut metotlarla haplotip tanimlanmasi yetersizdir. Agciklanamamis kopya sayisi
varyasyonlar1 ve ekspresyonlar tek bir haplotip ile iliskili immun cevaplarin ¢esitliligini
etkileyebilir (Ellis ve ark., 1999). Heniiz tespit edilmemis bazi polimorfizimler, BoLA

haplotiplerindeki varyasyonlardan kaynaklanmaktadir.

Park ve ark. (2004), gelismis hastalik direnci igin segilebilecek genetik ve
immiinolojik belirtecleri tanimlamak i¢in, Flow (akis) sitometrik analizi ve mikroarray
tiplendirme teknigini kullanarak mastitise kars1 genetik direng ile iliskili oldugu tahmin
edilen haplotipleri belirlemeye c¢alismislardir. Bunun i¢in c¢alismada sigir 1l6kosit
antijenlerine ve Flow sitometrisine 6zgli monoklonal antikorlar1 kullanarak mastitise
direngli ve duyarli ineklerden alinan lenfosit hiicrelerinin alt popiilasyonlar1 analiz
edilmistir. Mastitis yatkinlig: ile iligkili olan DH24A ve DHO7A haplotiplerinin daha 6nce
tek bir DQ gen setine sahip olduklar1 belirlenirken mastitis direnci ile iligkili goriinen
DHI16A ve DHOSA haplotiplerinin daha dnce ¢ogaltilmis DQ genleri oldugu gosterilmistir.
Ayrica duyarli ineklerin hem meme bezi salgilar1 hem de periferik kaninda T yardime1
hiicrelerinde CD4 (ayirim kiimesi: clustel of differentiation) ve T sitotoksik hiicrelerinde
CD8 molekiillerinin oranlarmin birden az oldugunu ortaya koymustur. Bu sonuglara
bakarak, bir inegin sahip oldugu DQ genlerinin sayisinin ve / veya bir inek CD4: CD8
oraninin, sigir mastitine yatkinlik gostergesi olarak kullanilabilme olasiligint artirdiginm

sOylemislerdir.

Traul ve ark. (2005), Amerikan bizonlarinda (Bison bison) yaptiklar1 bir ¢aligmada,
Amerikan bisonu ve evcil sigirlarin (Bos taurus ve Bos indicus) 1-1.4 milyon yil once
ortak bir atadan evrimlestigini ve bununla beraber bulasici hastaliklara duyarliliklarinda ani
farkliliklar gosterdiklerini, ki buna [malignant catarrhal fever (MCF)] mavi dil hastaliginin
da dahil olabilecegini ve Bizon popiilasyonu igerisinde, major histokompatibilite
kompleksi (MHC) smif II genlerindeki polimorfizmlerin, MCF'ye direnci etkiledigi
hipotezini 6ne siirmiislerdir. Bizonlardaki MHC haplotiplerini (Bibi) ilk defa karakterize
etmislerdir. Bunu i¢in 14 bizon tarafindan taginan MHC sif II haplotiplerini, DRB3,
DQA ve DQB allellerinin PZR temelli klonlanmas1 ve dizilenmesini kullanmislardir. 14
bizonda 12 MHC smuf II haplotipi tanimlamig ve bu haplotiplerin alt1 tanesinin daha
onceden bildirilmis haplotipler oldugunu gosterirken, alt1 Bibi-DRB3 ve on bir Bibi-DQA
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ve on Bibi-DQB alelini yeni olduklarint belirtmiglerdir. Dahasi, bu haplotiplerin ortolog
s1g1r haplotipleri ile ayn1 atasal haplotiplerden kaynaklandig1 vurgulamislardir.

Codner ve ark. (2012), Kanada’daki Holstein siit¢ti bogalarindaki MHC smif 1
bolgesinde genetik c¢esitliligin  kapsamini arastirmak, cesitliligin zamanla kaybolup
kaybolmadigini tespit etmek ve siit sigirlarinda MHC gesitliligini etkileyen secici
kuvvetleri belirlemek i¢in yaptiklari ¢alismada, 20 yil boyunca MHC cesitliliginde bir
azalma olduguna dair herhangi bir kanit bulunmazken, bazi haplotiplerin goriilme
sikliginin degistigi: eski orneklerde nadir goriilen A12 (w12B) haplotipinin A15 ile birlikte
en yaygin hale gelmisken, onceki 6rnege egemen olan A19'un frekansinin 6nemli 6l¢iide
azaldigimi vurgulamiglardir. MHC ile iiretim, hastalik ve dogurganlik 6zellikleri arasinda
anlamli iligkiler tespit etmisler ve MHC ¢esitliliginin, bu kontrollii 1slah sisteminde sadece
hastalik tarafindan sekillendirilmez oldugunu gostermisledir. Cesitlilikteki, zaman ig¢indeki
frekans degisiklikleri, hastalik, fertilite ve iiretim oOzellikleriyle iliski analizler, siit

sigirlarindaki sinif I MHC ¢esitliliginin se¢imi dengeleyerek siirdiiriilmekte oldugunu

sOylemislerdir.

Sigir 16semi viriisii (BLV) sigirlarin en yaygin neoplastik hastaligi olan enzootik
sigir 10kosisinin etyolojik ajanidir. Miyasaka ve ark. (2013), Japon siyah sigirlarinda BLV
proviral yiikiin ve BoLA smif II polimorfizminin iliskilendirilmesi {izerine yaptiklari
calismada; BoLA-DRB3 ve BoLA-DQA1 igin, 186 BLV ile enfekte olmus ve klinik olarak
normal olan sigirlarda, polimeraz zincir reaksiyon-dizilemeye dayali yontemi kullanarak
genotiplendirme yapmislardir. BoLA-DRB3*0902 ve BoLA-DRB3*1101 diisiik proviral
yiikle (LPVL), BoLA-DRB3*1601 ise yiiksek bir proviral yiikle (HPVL) iliskilendirirken,
BoLA-DQA1*0204 LPVL ve BoLADQA1*10012 HPVL ile iliskilendirmislerdir. Dahasi
DRB3-DQAT1 haplotipi ve BLV proviral yiik arasindaki korelasyonu teyit etmislerdir.
Diisiik bir BLV proviral yiik ile iliskili olarak 0902B veya C (DRB3*0902-DQA1*0204)
ve 1101A (DRB3*1101-DQA1*10011) olmak iizere iki haplotip, 1601B (DRB3*1601-
DQA1*10012) yiiksek bir BLV proviral yiik ile iligkili bir haplotip tanimlamislardir.
Direncliginin baskin bir 6zellik oldugunun, duyarliligin ise resesif bir 6zellik oldugu
sonucuna varmislardir. Buna ek olarak, Japon siyah1 ve Holstein sigirlar1 arasinda direngli
allellerin ortak ve duyarli alellerde farklilik oldugunu belirtmislerdir. Ayrica bu ¢alisma
DRB3-DQA1 haplotipi ile BLV proviral yiikiindeki varyasyonlar arasindaki iligkiyi

tanimlayan ilk rapordur.
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Downey ve ark. (2014), yiiksek ¢oziiniirliiklii radyasyon hibrid haritalamasi ile
BoLA-BSA'nin (AF396750.1) sekansini lokalize oldugu, 92 farklit BoLA haplotipindeki
BSA allellerinin dagilimini ve ¢esitliligini karakterize etmek i¢in dizileme de kullanmistir.
BSA, smif I bolgenin distal ucunda kromozom 23'te BoLA bdlgesinde lokalize oldugunu
belirlemiglerdir. BSA lokusunun 62 benzersiz alleli tanimlamiglardir. Test edilen BoLA
haplotiplerinin yaklasik % 61'1 BSA dizisini igerirken, BSA amplikonlar1 haplotiplerin %
39'unda bulunmamistir. Filogenetik analiz, BSA allellerinin gesitlilik gosterdigini ve en az

yedi farkli evrimsel gruptan olustugunu vurgulamiglardir.

Sa ve ark. (2015), mezbahanedeki hayvanlarin yumurtaliklarindan elde edilen
parthenogenetik sigir embriyolarindan alinan hiicreleri kullanarak, bireylerdeki BoLA
haplotiplerini karakterize etmeye ¢aligmislardir. Bu sekilde elde edilen 15 parthenogenetik
embriyonun, 8'inde BoLA bdlgesi lizerinde mayotik rekombinasyon gerceklesmemis ve
BoLA haplotiplerini tanimlamak i¢in kullanilmistir. BoLA'nin tek niikleotid polimorfizm
(SNP) analizi, Illumina'daki BovineHD chip SNP'lerden tasarlanan 6zel bir GoldenGate
genotiplendirme assay kullanilarak gerceklestirilmistir. BoLA sinif Ila bolgesinin detayli
analizi sonucunda yedi haplotip gosterilmis bunlardan alt1 tanesinin daha Once
tanimlanmadigi ve ayrica iki adet BoLA-DQA ve bir BoLA-DQB yeni allelinin
bulundugunu belirtmislerdir. Ek olarak yontemlerinin BoLA haplotiplerini tanimlamak i¢in

giivenilir homozigot DNA kaynagi sagladigini sdylemislerdir.

2.2. Polimorfizm Calhismalar

Memeli genomlarinin en polimorfik genlerini MHC igermektedir. Yiiksek diizeyde
polimorfizme sahip MHC genleri, patojenlere tepki ve immiin cevaptaki bireysel
farkliliklarin gelismesine katki saglamaktadirlar (Babiuk ve ark., 2007). BOLA smif I ve II
genlerindeki polimorfizmler, peptit baglama bélgelerini, antijen sunumunu, T-hiicresi
repertuarini, hiimoral cavabi, sitotoksik yaniti, sitokin aglari, as1 cevabini ve hastalik
duyarliligin etkileyerek immun yanit:1 etkileyebilir (Miyasaka ve ark., 2011; Takeshima ve
Aida, 2006). HLA smuf II genlerindeki SNP’ler immiin cavabin 6zgiilligiinii belirlemede
ve hastaliklara duyarlilikta rol oynadiklar1 gosterilmisitir (Nagaoka ve ark., 1999). Benzer
sekilde, SNP’ler ve insersiyon/delesyon polimorfizleri tanimlanmis ve sigirlarda bireysel
degisimi ile iliskilendirilmistir (Schrider ve Hahn, 2010). Alellerdeki spesifik

polimorfizimler, sigir irklar1 arasinda farklilik gostermistir ve bagisiklik fenotipleri
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cesitliligi ile birlikte bagisiklik cevabinin siiresini etkileyebilecegi belirlenmistir (Miyasaka

ve ark., 2011; Baxter ve ark., 2009).

Maillard ve ark. (1999), Bati Hint adalarinda 568 zebu Brahman sigirinda (Bos
indicus) MHC simif II DRB3 geninin ikinci ekzonunda, Rsal, BstY| ve Haelll restriksiyon
enzimleri kullanilarak PCR-Restriksiyon Fragment Uzunluk Polimorfizm (RFLP) teknigi
ile 18 yeni BoLA-DRB3 alleli karakterize edilmistir. Rsal ile sindirim yapilarak dort yeni
PCR-RFLP 6rnegi elde edilmistir. Bu kaliplar 'v', 'w', 'x' ve 'y' olarak adlandirilmistir.

Ledwidge ve ark. (2001), Multi-primer hedef polimeraz zincir reaksiyonu (MPT-
PCR) spesifik BoLA-DRB3 allellerinin tanimlanmasi i¢in hizli bir yontem oldugunu
belirtmislerdir. Tek bir PCR islemi ile Kanadali Holstein sigirlarda mastitis riskini artiran
iki DRB3.2*23 (DRB3*2701-2703, 2705-2707) allelinin ve riski azaltan DRB3.2*16
(DRB3*1501,1502) allelinin tespit edilebilir oldugunu sdylemisledir. Bu yontemde hedef
bolge iki dis primer ile ¢ogaltilirken aym1 zamanda iki i¢ primer ile allel spesifikligi
altirllarak  Orneklerdeki alleler ¢ogaltilmaktadir. Kulandiklar1 yontemi PCR-RFLP
genotiplendirme teknigi ile kiyaslayarak, bu teknigin tiim orneklerinde dogru sonucu

verdigini ve BoLA allelerinin tanimlamsinda kolaylik saglayacagini dile getirmisledir.

De ve ark. (2002), nehir mandalarindaki (Bubalus bubalis) major histokompatibilite
kompleksi (MHC) smnif II DRB genindeki polimorfizm belirleme c¢alisilmalarinda,
genotiplendirme ve yeni allellerin hizli tanimlanmast i¢in dogrusal olmayan kompozit jelle,
tek zincir konformasyon polimorfizmi (SSCP) ve heterodubleks bantlar (HA) ayn1 anda
analiz edilmistir. SSCP, HA ve son dizilim, 25 baglantisiz Hint nehir mandasinda, 22
MHC-DRB ekson 2 alleli tanimlamasina izin vermistir. Bunlar, bildirilen ilk nehir mandasi
DRB ikinci ekson dizileridir. Peptid baglama bdlgelerini kodlayan dizilerde yiiksek
derecede bir polimorfizm gdzlemlenmis ve bazi amino asit bolgelerinin, nehir mandalar

icin benzersiz oldugunu bulmuslardir.

Miltiadou ve ark. (2003), BoLA-DRB3 ekzon 2 ig¢in hizli, yiiksek ¢oziniirliikli
sekans-baz tiplendirme (dizi tabanli=sequence-based typing )(SBT) sistemi
gelistirmislerdir. Ekzon bolgesinin amplifikasyonunun nested PZR ile yaparak direk PZR
iriiniiniin  sekanslamasii gercgeklestirmiglerdir. Heterozigot dizi verileri, her iki allelin
otomatik dizi analizi ile elde edilmistir. Tiim heterozigot pozisyonlarin tanimlanmasin
dogrulamak i¢in ileri ve geri sekans verileri toplanilmistir. Allelik tayini i¢in 6zel yazilim

olan Haplofinder (Roslin Enstitiisii Yazilimi, Roslin, Birlesik Krallik) kullanilmistir.
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Holstein-Charolais siiriisiinde yaptiktiklar1 bu analizin ,SBT stratejisi ve Haplofinder
yazilimi uygun locus-spesifik primerlerin ve alelik dizilerin mevcut oldugu herhangi bir

polimorfik lokusun analizine uygulanabilir oldugunu belirtmislerdir.

Sena ve ark. (2003), MHC DRB (Bubu-DRB) ve DRA (Bubu-DRA) lokuslarindaki
polimorfizm igin dort farkli irktan (iigli nehir ve bir bataklik mandasi) olmak iizere yetmis
bes Bubalus bubalis 6rneginde yaptiklari calisiimada, Bubu-DRB'nin sekiz allelini
belirlemislerdir ve bataklik irkindaki alellerin hepsinin ii¢ nehir irki ile paylasildigin
gostermislerdir. Bununla birlikte filogenetik analizleri sonucu, DRB ve DRA genlerinin,
Bubalus ve Bos arasindaki farkli genetik varyasyon modellerini ortaya koydugunu

belirtmislerdir.

Ballingall ve ark. (2004a), yaptiklar1 ¢alismada DY A ve DIB genelerinin herhangi
bir islevsel 6nemi olup olmadigni ortaya koymaya calismislardir. Ayrica BoLA-DIB
geninin yeniden adlandirilarak bu genin BoLA-DYB oldugunu gostermislerdir. Ilk tam
uzunlukta DYA ve DYB transkriptlerinin analizi ile sirasiyla 253 ve 259 amino asit
proteinlerin olusturma potansiyeline sahip acik okuma gerceveleri ortaya ¢ikartilmistir. DY
polipeptidleri ile sigirlar, insan ve farelerdeki sinif II MHC o ve B polipeptit zincirleri
arasindaki karsilastirmali dizi analizi, varsayimlanan peptid baglama bolgesini olusturup
sekillendirdigi tahmin edilen pozisyonlarda, 16 benzersiz amino asit kalintisi
belirlenmistir. Ayrica sigirlardaki DY genlerinin MHC simif IT o ve B polipeptit zincirlerini

translasyon yapabildiklerinin ilk kanit1 sunulmustur.

Ripoli ve ark. (2004), 15 farkli sigir irkinda URR-BOLA-DRB3 (upstream
regulatory regions: iist diizenleyici bolge; +1 ile -220 niikleotitler arasi) bolgesi i¢indeki
polimorfizmi polimeraz zincir reaksiyonu-tek zincirli konformasyon polimorfizmi (PZR-
SSCP) analizi ile belirlemislerdir. Toplam olarak, yedi PCR-SSCP tanimli allel tespit
edilmistir. Calisilan dizilerin hizalanmasi ile konsensiis dizi kutular1 degismez iken, BoLA-
DRB3 yukar1 diizenleyici bolgenin (URR) inter-konsensus boélgelerinde alti polimorfik
bolge (dort gecis, bir transversion ve bir delesyon) gosterilmistir. Belirlenen alt1 polimorfik
bolgenin besinde inter-konsensus bolgelerinde bir niikleotid farklilik bulunmustur. Bu
bolgedeki farkliligin ekspresyona bir etkisinin olmayacagi beklenirken CCAAT ve TATA
kutular1 arasinda AY364455 dizisindeki delesyonun, promotor bolge ve transkripsiyon
faktorleri arasindaki afiniteyi etkileyecegi belirtilmistir. Ayrica analiz edilen URR-BoLA-
DRB3 DNA sekanslarinin orta seviyede niikleotid ¢esitliligi gostermistir.
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Nassiry ve ark. (2005), Iran holstein sigirlarinda yaptiklari BoLA-DRB3 allellerini
belirleme ¢alismalarinda, bu allelin frekansinin belirlemek i¢in hemi-nested PZR-RFLP
teknigini kullanmiglardir. Yiksek diizeyde polimorfik olan BoLA-DRB3 lokusunda 26
allel belirlemislerdir. Incelenen sigirlardaki allellerin yaklasik % 67'sini, BoOLA-DRB3.2*8,
*24, *11 ve *16 olarak adlandirilan dort allelin olusturdugunu gézlemlemislerdir. Allel
frekanslar1 % 1'den diisiik olarak ise DRB3.2 *54, *37, *36, *28, *25, *14, *13, *10, *1
allellerinin gostermislerdir. Incelenen Iran holstein sigirlar ile diger sigir irklar1 arasinda
onemli farklar bulmuslardir, bunu en agik gostergesi, diger holstein sigirlarinda daha diisiik
kistik ovaryum hastalig1 riski ile iligkili allellere (BoLA-DRB3.2 *22, *2 ve *16) sahip
oldugu, mastitis direnci ve sigir l6semi virlisii (sigir 10ykozu) enfeksiyonuna iligkili
allelerin frekansi sirasiyla % 10,4 ve % 4.4 olarak tespit edilmistir. Bunun soncu olarak

Iran holstein sigirlarinin gesitli hastaliklara direngli oldugunu vurgulamislardir.

Paswan ve ark. (2005), 75 melez ¢iftlik sigirdaki DRB3 ekzon 2 bolgesindeki
genetik polimorfizm i¢in PZR-RFLP teknigini kullanmis ve 284 bp PZR iiriinii i¢in Haelll
restriksiyon enzimi ile kesme yapilarak bes genotip belirlenmistir, yani Haelll-a, Haelll-b,
Haelll-e, Haelll-ab ve Haelll-ae seklinde gozlemlemislerdir. Rsal restriksiyon enzimi ile,
24 farkli restriksiyon notast bulurken, Pstl ile DRB3.2 geninin 284 bp PZR iiriiniiniin
kesiminde herhangi bir restriksiyon bolgesi bulamamiglardir. Bu sonuglar, bazi

hayvanlarda taninma alaninin bulunmadigin1 ortaya koymustur.

Babiuk ve ark. (2007), 36 adet Charolais s1gir melezi ile yaptiklar1 ¢aligmada, allel
varyasyon derecesini belirlerken, BoLA suf I sekanslarinin tam uzunlugu i¢in cDNA
klonlarint kullanmiglardir. Yirmi farkli BoLA smif I alleleni tespit ettikleri bu ¢alismada
sadece dort tanesinin daha onceki ¢alismalarda belirlendigini bulmuslardir. Hayvanlardaki
allel sayisinin 1 ile 4 arasinda degistigini gostermislerdir. Polimorfik amino asit bolgeleri,
ADAPTSITE programu1 kullanilarak pozitif ve negatif seleksiyon i¢in analiz edilmistir.
Antijen tanima bdlgelerinde (ARS), pozitif se¢im altinda olacagi tahmin edilen sekiz
pozisyon ve negatif se¢im altinda olacagi tahmin edilen ii¢ pozisyon olabilecegi toplamda
62 pozisyon belirlenmistir. Buna karsilik, non-antijen tanima bolgeleri (ARS olmayan)
icin, pozitif se¢ilim altinda oldugu tahmin edilen ii¢ pozisyon ve negatif se¢im altinda
olacagi tahmin edilen 20 pozisyon belirlenirken toplamda 278 pozisyon bulunmustur.
Bunun sonucu olarak, Antijen tanima bolgeleri i¢cinde amino asitlerin pozitif se¢ciminin

daha biiyiik bir siklikta gerceklestigini belirtmislerdir.
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Takeshima ve ark. (2007), BoLA-DQA1 i¢in hizli, yliksek ¢oziiniirliiklii dizi tabanli
bir tiplendirme (SBT) sistemi gelistirmislerdir. Yeni tasarladiklar1 primerler kullanilarak
355 bp BoLA-DQAL'i tamamen nested polimeraz zincir reaksiyonu ile amplifiye ettikten
sonra her bir iirliniin dogrudan sekanslamasini yapmisladir. Bu yontemi kullanarak Besinci
Uluslararas1 BoLA Workshop BoLA haplotipleri karakterize edilen 51 hayvandaki lokus
bolgesi aragtirmistir. 15 farkli DQAT1 alleli tanimlamis ve PCR-SBT'nin tiplendirme
sonucu ile restriksiyon fragment uzunlugu polimorfizm analizi arasinda herhangi bir
farklilik bulunmamistir. BoLA-DRB3 tiplendirilirken gelistirilen bu yontemle birlikte,
BoLA-DQAL i¢in PZR-SBT, ayrintili smif Ila haplotip analizi i¢in agik bir ara¢ olarak

Onermislerdir.

Takeshima ve ark. (2008a), Japonyadaki 352 sigirdaki (95 Japon Siyahi, 91
Holstein, 102 Japon Shorthorn ve 64 Jersey sigir) BoLA- DQAL geni, sekans-baz
tiplendirme metodunu kullanarak dizilemislerdir. Bunu sonucu olarak toplamda 19 yeni
allel belirlemislerdir. Bu allerlerden 13 tanesi Holstein, 12 tanesi Jersey, 10 tanesi Japon
Shorthorn ve 15 tanesi Japon siyah (Japanese Black) irklarinda bulunmustur. Dort Japon
sigir wkinin DQA1 gen alel frekanslari, neighbor-joining yontemiyle olusturulan
dendrogram, Holstein ve Japon Siyah irklarinin birbirlerine en yakin olduklarini, Jersey
Shorthorn'dan bu iki irktan daha uzak oldugunu gosterilmistir. Buna ek olarak, Wu-Kabat
analizi, sirastyla, Holstein ve Japon Siyaht DQAI1 allellerinin en ¢ok ve en az polimorf
oldugunu gostermistir. Filogenetik analizler sigir, koyun, bizon ve keci gibi Bovidae'nin
DQAL geninin domuz SLA-DQA genlerine insan HLA-DQA1 ve képek DLA-DQA
genlerinden daha ¢ok benzer oldugu belirlenmistir. Sigir, keci, bizon, koyun, insan ve
domuz DQA1 molekiilleri amino asit dizisi polimorfizminde benzer oranlara sahipken,

polimorfik kalintilarinin dagilimi1 képek DQA1 proteinindeki farkliliklar gostermistir.

Yoshida ve ark. (2008), Tokyodaki Tama bdlgesindeki siit¢iil holstein siiriilerinde
BoLA-DRB3'iin alel frekans1 ve mastitisle iligkisini, PZR-RFLP teknigi ve somatik hiicre
skorlar1 dikkate alinarak belirlenmislerdir. Bunun i¢in 26 siit siiriisiinde 702 bas BoLA-
DRB3 alleli polmorfizim agisindan incelenmistir. Allelik frekanslar < % 1 ile % 20.3
arasinda degisen yirmi allel gozlemlenmistir. Allelerin % 90’1n1 olusturan dokuz allel
sirayla DRB3.2*24, *16, *8, *23, *22, *3, *11, *10 ve *7’°dir. Somatik hiicre sayis1 (SCC)
yoniinden siniflandirilan hayvanlardaki allel frekanslarina dikkate alinmis ve DRB3
allelerinin tek bagina istatistiksel olarak anlamli olmadigi, allel kombinasyonlari

diisiiniildigtinde, DRB3.2 *8 / *23 (P <0.1) ve DRB3.2 *16 /*24 (P <0.05) frekanslari,
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anlamli derecede yiiksektigi goriilmiistiir. Bu nedenle, mastitis direncinin veya ineklerin

duyarliliginin, BoLA-DRB3 allellerinin kombinasyonuna gore degisebilecegi belirtilmistir.

Juliarena ve ark. (2008), yaptiklar1 ¢alismada daha onceden sigir 16semi viriisi
(sigir loykozu: BLV) ile enfekte olan 230 holstein sigirini, diisiik ve yiiksek proviral
yiiklerle (sirastyla LPL ve HPL) karakterize edilen iki enfeksiyon profiline ayirarak, bu
hayvanlarda BoLA-DRB3.2* genindeki  polimorfizm  etkisini  arastirmislardir.
Genotiplendirme sonrasinda, BoLA-DRB3.2* alelleri ile BLV enfeksiyon profili
arasindaki iliski, olasilik oranm1 (OR) olarak belirlemislerdir. Allel *11'in iki alt tipi
belirlenmistir (ISAG*0901 ve *0902). Allel ISAG*0902, alel*11'in kendisinden (OR =
5.82; P <0.0001) LPL profiliyle (OR = 8.24; P <0.0001) giiglii bir iligki gostermistir. Allele
ISAG*1701 (*12) ayrica LPL profili ile anlamli iliski gostermistir (OR = 3.46; P <0.0055).
Yalnizca bir allel, ISAG*1501 veya 03 (*16), HPL ile anlaml iligki gostermistir (OR =
0.36; P <0.0005). Allel ISAG*0902'nin holstein sigirlarinda BLV direnci gosteren en iyi

allel oldugunu belirtmislerdir.

Baxter ve ark. (2008), ¢ok sayidaki heterozigot sigirda BoLA-DRB3 alleli i¢in hizli
ve saglam dizi tabanl genotiplendirme yontemi kullanarak daha dnceden belirlenen 104
allelin konsensiis dizisi HAPLOFINDER yazilimi aktarilmistir. Bu yazilimin en 6nemli
ozelligi, hatalar1 kontrol ederek, ¢ok sayida Ornegi isleme yetenegini gelistiren bir on-
isleme basamagina sahip olusudur. Bu yaklasimi kullanarak BoLA-DRB3 i¢in 400'den

fazla HolsteinXCharolais s1gir genotiplendirilmistir.

Behl ve ark. (2009a), ii¢ Bos indicus irki, yani Sahiwal, Rathi ve Hariana'daki
BoLA-DRB3.2 lokusunun polimorfizmi, Rsal, Bst Y1 ve Hae Ill enzimlerini kullanarak
PZR-RFLP teknigi ile incelemislerdir. 3 Bos indicus ikinda toplam 30 farkl
BoLADRB3.2 aleli bulunmustur. BoOLA-DRB3 allellerinin frekanslarina dayanan UPGMA
metodu kullanilarak bir dendrogram olusturulmustur. Rathi ve Hariana irklart genetik
olarak en uzakta bulunurken, Hariana irki, diger iki wrktan (Rathi ve Sahiwal) farkli bir
dala kiimelenmistir. DRB3 allelleri icin en kiigiik genetik uzakliklar Sahiwal ve Rathi
arasinda 0.5461 mesafelerdeyken, Hariana ve Sahiwal arasindaki genetik uzaklik ise

0.6123 olarak bulunmustur.

Ruzinaa ve ark. (2010), BoLA-DRB3 geninin polimorfizmi, Bos taurus
turanomongolicus grubunu temsil eden ii¢ si8ir irkinda (Mogolca, Kalmyk ve Yakut) PCR-

RFLP teknigi kullanilarak incelemislerdir. 35 BoLA-DRB3.2 alelleri, Mogol irkinda ve 34
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allelin ise Kalmyk irkinda tespit edilmistir. Her iki popiilasyondaki allel frekanslar1 esit
olarak dagilmistir; Mogal irkinda en ¢gok goriilen allelerin (*18, *20 ve *28) frekanslar1 %
7.75 ila % 8.45 arasinda degisirken, Kalmyk sigirlarinin en sik alelleri *28 (% 14.52), *24
(% 7.26) ve *12 (% 6.45) olarak belirlenmistir. Yakut sigir irkinda sadece bes allel tespit
edilmistir, bu allelerden en sik goriileni *29 alleli % 77.3, sonrasinda *1 alleli % 13.1,
kalan ii¢ allel ise sadece % 9.6 seklinde frekanslari hesaplanmistir. Bu daha once sigir
irklarinda belirlenmis BoLA-DRB3 alelleri i¢in en diisiik ¢esitlilik seviyesi olarak

tanimlanmustir.

Wu ve ark. (2010), Cin Holstein sigirlarindaki BoLA-DRB3 ekzonunun (BoLA-
DRB3.2) genetik c¢esitliligini arastirmislardir. PZR {irtinlerinin Hae 11, Bst YI ve Rsa I ile
kesiminden (RFLP) sirastyla 6, 4 ve 11 farkli fragment elde etmislerdir. 25 DRB3.2
allelinin DNA sekans1 gosterilmistir. GLM (General Linear Model) modelleme analizi,
laktasyon ve buzagilama sezonun ile SCC (Somatik Hiicre Sayisi) arasinda pozitif bir
korelasyon sergilerken, BoLA-DRB3.2*3, *8, *18 ve *26 alleleri diisik SCC ile
iliskilendirilmistir (p<0.01).

Sena ve ark. (2011), yaptiklar1 ¢alismada ekonomik olarak 6nemli olan bir sigir tiirii
olan su mandasinda (Bubalus bubalis) DQB allelerini analiz etmislerdir. Bubu-DQB
(Bubalis bubalis-DQB) igin 12 allel, niikleotid dizisi analizi ile belirlenmistir. Filogenetik
analiz yapilarak, sigirlarda bulunan en az ti¢ farkli lokus (BoLA-DQB1, BoLA-DQB3 ve
BoLA-DQB4) ile iligkili su mandalarindaki alleller ile ¢ok sayida trans-tiir polimorfizmini
ortaya cikartilmistir. Su mandalar1 ve sigirlarin ortak atalar1 nedeniyle DQB bdlgesinin

mevcut diizenini paylastiklar1 sonucuna varmislardir.

Chu ve ark. (2012), yaptiklar1 ¢alismada Beijing Holstein ineklerinin, BoLA-DRB3
geninin 2. ekzonundaki  polimorfizmi ve somatik hiicre skoruyla olan iliskisini
incelemislerdir. 211 Beijing Holstein Orneginde genetik polimorfizmi belirlemek icin
endoniikleaz Haelll ve BstYI kullanilmistir. PZR iirlinlerinin Haelll ile kesilmesi
sonucunda yedi genotip tespit edilmistir. AA, AB, AC, AD, BB, BC ve BF genaotiplerinin
frekans1 sirasiyla 0.4638, 0.0193, 0.0193, 0.3478, 0.0290, 0.0386 ve 0.0822 olarak
belirlenmistir. Ayn1 PZR iirlinlerinin BstYI ile kesilmesinde ii¢ genotip bulunmustur. AA,
AB ve BB genotiplerinin frekansi sirasiyla 0.0569, 0.2844 ve 0.6587 olarak hesaplanmistir.
PCR iirlinlerini BstYT ile sindirerek ii¢ genotip bulundu. AA, AB ve BB genotiplerinin
siklig1 sirastyla 0.0569, 0.2844 ve 0.6587'dir. BoLADRB3 geninin ekson 2'sindeki

polimorfizmler ile Pekin Holstein ineklerinde somatik hiicre skoru (SCS) arasindaki iliski,
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en kiicilik kareler dogrusal modeli ile analiz edildi. Yedi Haelll-RFLP genotipi i¢in somatik
hiicre skorunun (SCS) en kiigiik kareler ortalamalar1 arasinda anlamli bir fark tespit
edilmemistir (P> 0.05). BstYI-RFLP analizi i¢in, AA igin SCS'nin en kiigiik kareler
ortalamasinin AB veya BB icin olana oranla anlamli derecede diisiik oldugunu
bulunmustur, ayrica AB ve BB genotipleri arasinda anlamli bir fark olmadig: tespit
edilmistir (P> 0.05). Mastitis direnci i¢in en uygun genotip BstYl AA iken, en uygunsuz
olan genotip olarak BstYI BB belirlenmistir.

Das ve ark. (2012), PZR-RFLP metoduyla Giiney Hindistan’daki Malnad Gidda,
Hallikar ve Ongole (Bos indicus) sigir irklarindaki BoLA-DRB3.2 lokusunun genetik
polimorfizminin degerlendirmislerdir. Malnad Gidda popiilasyonunda, % 1.87 frekansina
sahip yeni bir DRB3*2503 allelide (GenBank: HM031389) dahil olmak {izere 37 BoLA-
DRB3.2 alleli tespit edilmistir. Ayni zamanda Hallikar ve Ongole popiilasyonlarinda
sirastyla 29 ve 21 adet BoLA-DRB3.2 alleli belirlenmistir. Malnad Gidda
popiilasyonundaki en yaygin BoLA-DRB3.2 alelleri ve frekanslari (allel frekansi >% 5)
sirastyla; DRB3.2*15 (% 10.30), DRB3*5702 (% 9.35), DRB3.2*16 (% 8.41), DRB3.2*23
(% 7.01) ve DRB3.2*09 (% 5.61) allelleridir. Hallikar popiilasyonunda en sik goriilen
alelleri; DRB3.2*11 (% 13.00), DRB3.2*44 (% 11.60), DRB3.2*31 (% 10.30),
DRB3.2*28 (% 5.48) ve DRB3 .2*51 (% 5.48)’dir. Ongole popiilasyonundaki en yaygin
alleller; DRB3.2*15 (% 22.50), DRB3.2*06 (% 20.00), DRB3.2*13 (% 13.30),
DRB3.2*12 (% 9.17) ve DRB3.2*23 (% 7.50)’diir. Bos indicus ve Bos taurus sigir irkinda
gozlemlenen BoLA-DRB3.2 allel frekanslarina dayanilarak olusturulan filogenetik agac,
spesifik Bos indicus sigir irklarinin birbirinden farkli kiimelesmesi ile bunlarin arasinda

gozlenen benzersiz genetik farkliliklari ortaya koymustur.

Lee ve ark. (2012), Kore yerli si@ir 1wkt alaon Hanwoo ve Holstein
poplilasyonundaki BoLA-DRB3.2 alleri incelenmistir. Hanwoo'da 11 yeni allel (BoLA-
DRB3*1303, *4702, *7101, *7501, *7201, *7301, *7601, *1104, *7701, *7401 ve
*50021) birlikte 38 allel ve Holstein irkinda da yeni bir allelinde (BoLA-DRB3*7601)
dahil oldugu dokuz allel belirlenmistir.

Giovambattista ve ark. (2013), yaptiklar1 calismada Latin Amerika’daki Bolivian
Yacumefio ve Colombian Harton del Valle Creole sigir iwrklarinda MHC-DRB3
cesitliliginin karakterizasyonunu yapmisladir. Yacumefio irkinda 35 allel belirlerken bu
allelerden {igiiniin yeni oldugunu, Harton del Valle irkinda ise belirlenen 24 allelin ikisinin

yeni alleler oldugunu vurgulanmistir. Ilging olan Latin Amerika Creole sigirlarindaki
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kiiciik populasyon hacmine ragmen yiiksek diizeyde gen cesitliligi gostermislerdir ve
belirlenen 10 allelden {i¢’li yeni allel oldugu goriilmiistiir. Filogenetik agacgtan elde edilen
sonuglara gore Yacumeno ve Harton del Valle irklarinin birbirleriyle yakindan iliskili

oldugu gosterilmistir.

Gowane ve ark. (2013b), kapali ve melez bir sigir popiilasyonunda, in aktif {i¢
degerli (O, A ve Asyal) sap hastalig1 viriisii asisina karsi bagisiklik tepkisinde degiskenlik
gosteren, baglanma ceplerindeki varyasyonlar kullanilarak DRB3’tin 2. ekzonundaki
polimorfizm ile ilisksini arastirmislardir. Korunmus (>1.8) ve korunmasiz (<1.8)
hayvanlar1 ayirmak i¢in antikor titresi > 1.8 (genellikle serumun mililitresinde bulunan ve
tinite olarak ifade edilen mevcut antikor miktar1) kesme degeri olarak ayarlanmistir.
Calisilan melez popiilasyonda frekans degeri %3’lin {izerinde 11 farkli allel tespit
edilmistir. DRB3*0201, *0801 ve *1501 alleleri her zaman koruyucu immiin yanitin
yiiksek diizeyi ile baglantiliyken, *0701, *1103 ve *1101 alleleri ise her ii¢ serotip iginde
korunmasiz bagisiklik cevabin diisiik diizeyi ile baglantili bulunmustur. Benzer sekilde
baglanma ceplerindeki spesifik kalintilar FMD asisina karst immiin yanit i¢in ¢ok dnemli

oldugu belirlenmistir.

Ramirez ve ark. (2014), yaptiklar1 ¢aligmada Kolombiyadaki sigirlarda subklinik
mastitis ile BoLA-DRB3 ve TLR4 (toll benzeri reseptor ) allellerinin iliskisini
aragtirmislardir. Iki y1l boyunca 32 siiriideki laktasyon dénemindeki 996 bas drnek aylik
olarak degerlendirilmis ve subklinik mastitis i¢in teshis edilmistir. Ayrica TLR4 alici-
baglayici bolge 2 (T4CRBR2) ve BoLA-DRB3’iin ikinci ekzonu i¢in genotiplendirilmistir.
Aday alleller ile subklinik mastitis arasindaki iligki lojistik regresyon analizi ile
Olciilmiistiir. Populasyonda en sik goriilen BoLA-DRB3 alleleri sirastyla DRB3.2 *#8, *22,
*24, *16, *10, *23, *gba, *11, *2, *mbb, *jba, *3 ve *15 seklindedir belirlenmis ve
popiilasyonun % 58.9’unu olusturduklar tespit edilmistir. TACRBR2-A ve -B allelleri i¢in
frekanslar sirasiyla 0.352 ve 0.647 olarak hesaplanmistir. DRB3.2 *23 allelinin subklinik
mastitis ve koagiilaz-negatif Staphylococci enfeksiyonu ile iligskilendirilmistir. Higbir allel
Streptococcus agalactiae enfeksiyonu ile iligkilendirilememistir. Allel *mbb koagiilaz-
negatif Staphylococci enfeksiyonu olusumu ile iligkiliyken, allel *jba ve *15’in koagiilaz-
negatif Staphylococci enfeksiyonuna direncgle iliskilendirilmistir. Ancak T4CRBR2 ve

subklinik mastitis arasinda anlamu bir iliski gézlenmemistir.

Xi ve ark. (2014), Cin’deki yakow (Bos grunniens x Bos taurus) irkindaki MHC

smif II DQB 2. Ekzon allelerindeki niikleotid dizisi ve polimorfizmi diger bovidae
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tiirlerinde daha once bildirilen 6rneklerle karsilagtirarak hastalik direnci ile iliskili genetik
faktorleri arastirmiglardir. Dizi analizleri sonucunda, 44 Cinli yakow arasinda 36 DQB
ekson 2 alleli oldugu ortaya c¢ikartilmistir. Cin yakow arasindaki bu ¢esitliligin, genis bir
yelpazede bulunan peptitlere veya patojenlere bagisiklik tepkileri verme yetenegi

kazandirdigi sonucuna varmiglardir.

He ve ark. (2014), ¢alismalarinda, 32 yak'tan (Bos grunniens) MHC simif II DQB
geninin 2. ekzonunu klonlanmis, dizilemis ve daha once bildirilen diger bovidae modelleri
ile karsilastirmislardir. Sekans analizleri ile 32 yak arasinda 25 DQB ekson 2 aleli ve tiim
alellerin DQB1 lokusuna ait oldugu ortaya cikartilmigtir. Bu alellerin, peptid baglanma
yerlerini olusturan pozisyonlarda ortaya ¢ikan amino asit varyasyonlarinin ¢ogunun yiiksek
derecede bir niikleotid ve amino asit polimorfizmleri sergiledigi belirlenmistir. Yaklar
arasindaki bu degiskenligin, genis bir yelpazede bulunan peptitlere veya patojenlere

bagisiklik tepkileri yiikleyebilme yetenegi kazandirdigini vurgulamigladir.

Takeshima ve ark. (2015), yaptiklar1 caligmalarinda, i1liman ve soguk bdlgelerde
yerel yerli wrklarla seleksiyon ve/veya melezleme yoluyla yetistirilen Giliney Amerika
Holstein (Arjantin, Sili, Japonya, Paraguay, Peru ve Bolivya) popiilasyonlarinda BoLA-
DRB3 geninin genetik ¢esitliligini incelemislerdir. Arjantin ve Paraguay holsteinda en
yiikksek frekansa sahip allel olarak *0101 allelini 17.7 (%15.2-20.4) belirlemisken,
Bolivya, Paraguay, Peru ve Silideki holsteinlarda *1501 alleli sirasiyla 18.2 (%14.2-22.9),
17.7 (%13.2-23.0), 21.4 (%16.7-26.9) ve 21.7 (%16.5-27.6) frekansa sahip oldugunu
gostermislerdir. Filogenetik analiz ile 1liman veya soguk bdlgelerde yetistirilen
Holstein'lara kiyasla Bolivyanin subtropikal popiilasyonunun genetik farkliliginin en
biiyiik oldugu ve bu popiilasyonun Bolivya'daki Creole sigirlariyla yakindan iligkili oldugu

gosterilmistir.

2.3. BoLA ve Hastalk iliskisi Calismalar1

MHC bir¢ok tiirde hastaliklara duyarlik ve immiin cevapla iliskilendirilmistir
(Kelley ve ark., 2005). Hastaliklarla iligkili ¢aligmalarda immiin cevap ile iliskili ¢ok
sayida degisik allel belirlenmistir. Sigirlarda sinif II allelleri sap, dematofilosis, mastitis ve
sigir 16semi viriisli gibi hastaliklara kars1 hayvandan hayvana degisen hastalik duyarlilig
ile iligkilendirilmistir (Lewin ve Bernoco 1986; Xu ve ark., 1993; Sharif ve ark., 1998;
Untalan ve ark., 2007; Fadista ve ark., 2010; Miyasaka ve ark., 2011). Bir ¢ok ¢alismada

sigir irklar1 ve hastalik 6zellikleri arasindaki iliski DRB3 allelinin mastitise duyarli/direngli
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ozelligine dayandirilarak acgiklanmistir (Oprzadek ve ark., 2012). Bazi tanimlanmisg
hastaliklarda, etkilenmis bireylerde yiiksek frekansa sahip yaygin haplotiplerin
belirlenmesiyle haplotip ve hastalik duyarlilik iliskisi gosterilmistir (Todd ve ark., 1988).

DR lokusundan kodlanan beta zinciri diger genlerin aksine yiiksek derecede
polimorfiktir. Polimorfizm yiiksek diizeyde 2 ekzondadir, bu bolge peptit baglanma
bolgesinin degisken parcasidir. Sigirlarda en az 3 DRB locisi bulunurken sadece bir tanesi
DRB geni (DRB3) fonksiyoneldir. BOLA-DRB1; stop kodonu, betal ve transmembran
bolgesi iceren bir psddogendir. Cok diisiik seviyede polimorfizim gosterir. BOLA-DRB2;
cok diisiik seviyede ifade edilir ve monomorfiktir (Burke ve ark.,1991). DRB3 lokusunda
yapilan bir¢ok polimorfizm caligmalar1 bu bolgedeki antijen baglanma bdlgesi ve bu
bolgedeki varyasyonlarin ozellikle patojenlere karsi farkli bireylerde degisik immiin
cevaplarla onemli iligkisi olabilecegini gdstermistir. Ayrica cesitli siir irklarindaki
DRB3.2 (DRB3 geni 2. Ekzonu) lokusunun genetik varyasyonlarin, yiiksek dercede
polimorfik olusunun, gen frekansinin ve allel spektrumunun farkli sigir irklarinda farklilik

gosterdigi belirlenmistir (Cizelge 2.1).

Cizelge 2.1. Farklt BOLA-DRB3.2 Alellerinin Sigir Irklarindaki Gen Frekanslari.

Irk Topslg;Tl]s;lAlel Gen Frekansi %5’den Fazla Olan Aleller N Kaynak
AR %0 %A *E %07 %N % Golijow ve
Aberdeen Angus 16 BOLA-DRB3.2 *36,*8,*4,*5,*22 *20,*10 65 ark.,(1996)
Avrgentine Creole 21 BOLA-DRB3.2 *05,*15,*18,*20,*24,*27 194 oo
ve ark.,(1996)
; Udina ve
- *Q *7 * * *
Ayrshire 18 BOLA-DRB3.2 *8,*7,*28,*10,*24 129 ark.,(1998)
- Sulimova ve
- _ * * * * * * *
Black Pied BOLA-DRB3.2*22, *24, *11,*16, *18, *23, *8 200 ark.,(1995)
- o oA w11 = Udina ve
Black Pied - BOLA-DRB3.2*22.*24,*11,*16 129 ark.,(1998)
. BOLA-DRB3.2*2002, *2003, *3101, *3103, *4302, Wang ve
Chinese Yellowq 23 *5702, *6001 80 ark.,(2008)
) Machado ve
i *7 * * * * *
Gir 27 BOLA-DRB3.2 *7,*16,*20,*27,%29,*35 424 ark.,(2005)
Harianan 16 BOLA-DRB3.2%02, *06, *08, *20 ve *36 35 Behl ve
. ) ) ) ark.,(2009a)
Holstein 27 BOLA-DRB3.2%03, *08, *11, *16, *22, *23 ve *24 835 Sharif ve
ark.,(1998)
) on %o %0 x1h . Dietz ve
Holstein 29 BOLA-DRB3.2*22, *24, *08, *16, *23 ve *11 1100 ark.,(1997b)
- Dietz ve
i *| * * * *
Holstein 22 BOLA-DRB3.2*08, *11, *23, *22 ve *16 127 ark.,(1997a)
. Oprzadek ve
- *Q X7 *Q * * * * *
Holstein 16 BoLA-DRB3.2*3,*7,*8,*16,%22,*23,%24,*27 752 ark.,(2012)
. BOLA-DRB3.2 *3,*7,*8,*9,*10, Starkenburg ve
Holstein 19 *11,%16,%22,%23,%24,*27 186 ark.,1997
) o 5 O 1B %P KD XA Takeshima ve
Holstein 18 BoLA-DRB3.2*3,*7,*8,*16,*22,*23,*24,*27 101 ark.,(2003)
- Kelm ve
- * * * * * * *
Holstein 12 BOLA-DRB3.2 *8, *11,*23,*24,*22,*16,*27 137 ark.,1997
. Nassiry ve
- *Q X7 *kQ * * * * *
Holstein 26 BoLA-DRB3.2*3,*7,*8,*16,%22,*23,%24,*27 250 ark.,(2005)
Iranian Golpayeganik 19 BOLA-DRB3.2*52, *45, *28, *19, *16, *11 ve *10 50 Mosafer ve

Nassiry, (2005)
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Cizelge 2.1. Devama.

Irk TODSI:;TI]S;A\IEI Gen Frekansi %5’den Fazla Olan Aleller N Kaynak
. . Pashmi ve
Iranian Holsteinp 28 BOLA-DRB3.2*08, *11, *16, *22, *23 ve *24 262 ark.,(2009)
Iranian Sistanir 32 BOLA-DRB3.2*08, *10, *11, *20, *34 ve *X 65 Mohammadi ve
ark.,(2009)
BOLA-DRB3*0201, *0503, *1001, *1101, *1201, Miyasaka ve
Japanese Blackt 22 *1501 ve *1601 507 ark.,(2011)
. Yoshida ve
i *| * * *
Japanese Holsteins 16 BOLA-DRB*0101, *1501, *1201 ve *1101 194 ark.,(2009b)
. BOLA-DRB*0101, *1001, *1101, *1201, *1501 ve Miyasaka ve
Japanese Holsteint 17 *2703 143 ark.,(2011)
Japanese Shorthornh 21 BOLA-DRB3.2*08, *09, *21, *27, *07 ve *24 176~ lakeshimave
ark.,(2002)
Sharif ve
- x| * * * * * *
Jersey 13 BOLA-DRB3.2*07, *10, *17, *21, *20, *28 ve *32 66 ark.,(1998)
. Gilliespie ve
- * * * * * *|
Jersey 24 BOLA-DRB3.2*08, *10, *15, *21, *36 ve *ibe 172 ark.,(1999)
) Behl ve
_ * *, * * *, *
Kankrejm 24 BOLA-DRB3.2*15, *06, *20, *37, *46, *34 50 ark.,(2007)
- o M7 *N0 %11 oA %OA % Kulberg ve
Norwegian Redl 27 BOLA-DRB3.2*03, *07, *08, *11, *24, *26, *27 523 ark.,(2007)
) A r Behl ve
Rathin 13 BOLA-DRB3.2*10, *15, *08, *09 ve *37 51 ark.,(2009a)
Russian Ayrshirei 18 BOLA-DRB3.2*07, *28, *08, *10 ve *24 127 Udina ve
0 o Tesh Tkh ark.,(1998)
Ripoli ve
- * * x| * * * x|
Saavedrenof 22 BOLA-DRB3.2*16, *36, *08, *11, *27, *37 ve *07 125 ark.,(2004b)
. % | * *| x| * Behl Y2
Sahiwaln 20 BOLA-DRB3.2*02, *15, *08, *09, *37 ark.,(2009a)
— + o P Mohammdi ve
Sistani 32 BoLA-DRB3.2* 8,%10,*11,*20 65 ark.,(2009)
- Behl ve
i *| * *; * *
Tharparkaro 15 BOLA-DRB3.2*01, *37, *taa, *ilcc ve *10 33 ark.,(2009b)
Zebu x Holstein 40 BoLA-DRB3.2*16,*51,*23,*11 409 Duangjinda ve

ark.,(2009)

Mastitis ya da meme bezi iltihabi, siit sigirlarinda en sik goriilen bulasici bir
hastaliktir ve siit iirlinleri endiistrisi i¢in 6nemli bir ekonomik sorun olusturmaktadir.
Mastitis, hem genetik hem de genetik olmayan faktorleri iceren karmasik etyolojiye sahip
multi-faktoreyel bir hastaliktir (Heringstad ve ark., 2000). Hijyen, barinak, iklim, sagim
ekipmanlar1 ve prosediirleri, meme yaralanmalarinin tedavisinde ve yem kalitesi dahil
olmak {lizere bircok yOnetim uygulamalar1 hayvandaki mastitis duyarliligini
etkileyebilmektedir (Hameed ve ark., 2008). Mastitis enfeksiyonlar1 agir klinik ve hafif
subklinik arasinda  degigmektedir. Klinik enfeksiyonlar, siitin miktarin1  ve
kompozisyonunu degistiren, somatik hiicre sayisini artiran ve 6liimciil olma potansiyeline
sahip enfeksiyonlardir (Heringstad ve ark., 2000). Mastitise neden olan baslica patojenler,
Staphylococcus aureus, Streptococcus agalactiae, Corynebacterium bovis ve Mycoplasma
bovis olarak gosterilebilir (Hameed ve ark., 2008). Mastitise neden olan baslica ¢evresel
patojen bakterilerin tipik 6zellikelri gram-negatif olusladir, koliform grubunda; Citrobacter
sp., Escherichia coli, Enterobacter sp., Klebsiella sp., Seratia, Pseudomonas sp., Proteus
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gosterilirken, streptokok grubunda ise; Streptococcus equines, Streptococcus uberis ve
Streptococcus dysgalactiae gosterilebilir. Cevresel patojenler, klinik enfeksiyonlara
degisik derecelerde yol agarlar ve siireleri nispeten daha kisadir (Hameed ve ark., 2008).
Sigirlardaki bazi bulasici hastaliklara duyarlilik/direnclilik ile BoLA alellerinin bir veya
daha fazla iliskisi oldugu bir¢ok ¢alisma ile rapor edilmistir. Sigirlarda belirli bir DRB aleli

bir¢ok viral hastalilara duyarlilik ve direng 6zelligini gostermistir (Cizelge 2.2).

Cizelge 2.2. Farkli hastaliklarla iliskili BoLA alelleri.

Hastahk BoLA alleli Ozelligi (Direncli/Duyarlr) Kaynak
BLYV enfeksiyonlu sigirlarda DRB3.2*11, DRB3.2*23, .
KL'ye DRB3.2%28 Direng Xu ve ark.,(1993)
Losemi BoLA-DRB3.2*11, *23 ve *28 Direng Sulimova ve ark., (1995)
Dermatophilosis BOLA"AA%&(;IK‘,',A'DRM Yiiksek Direng Maillard ve ark., (1996)
Siddetli mastitis BoLA-DRB3.2*23 Yiiksek Duyarlilik
Yavru zarlarinin atilmamasi BoLA-DRB3.2*03 Diigiik Duyarlilik Sharif ve ark., (1998)

Kistik ovaryum hastaliginda

BoLA-DRB3.2*16, *22

Risk azaltici

Sap sonrasi bagisikliga karsi
koruma seviyelerinin artmasi,

DRB3.2*1, DRB3.2*3,
DRB3.2*7

Sap sonrasi bagisikliga karsi
koruyamama

DRB3.2*12, DRB3.2*18

Garcia-Briones ve ark., (2000)

Ticari kene agisina karsi

N LT DRB3*0201 Sitte ve ark., (2002)
yiiksek immiin yanit
Kalic1 lenfositoz DRB3.2*7 Direng Udina ve ark., (2003)
DRB3*0301-0302 /
Dermatophilosis DRB3*3401-3402 ve Yiiksek Duyarlilik Maillard ve ark., (2003)

DQB*1804

Theileria parva

DRB3*2703, DRB3*1501

kars1 koruma ve sonrasinda
bagisiklig artirma

Ballingall ve ark., (2004a)

Klinik mastitis DRB3.2*03, DRB3.2*11 Diisiik Duyarlilik
Klinik mastitis DRB3.2*08 Yiiksek Duyarlilik
Somatik hiicre sayisinda DRB3.2*3, DRB3.2*11 Azalig Rupp ve ark., (2007)
Somatik hiicre sayisinda DRB3.2*22, DRB3.2*23 Artig
Klinik mastitis DRB3.2*13, *18, *22 ve *27 Diigiik Duyarlilik Kulberg ve ark., (2007)
Amblomma americanum’nin DRB3*4401 Direng Untalan ve ark., (2007)
neden oldugu kene istilas:
Sigir Losemi Viristiniin neden " .
oldugu lenfosarkom ve kalici Bl DRB3,'(2 AR et Direng Juliarena ve ark., (2008)
- ISAG*0902
lenfositoz
Streptococcus dysgalactiae’in
neden oldugu sub-klinik DRB3*2701-2707 Yiiksek Duyarlilik Hameed ve ark., (2008)
mastitis
Subklinik mastitis BoLA-DRB3.2*08 Yiiksek Duyarlilik Pashmi ve ark., (2009)
Mastitis DRB3*0101, *1501 Duyarlilik .
Mastitis DRB3*1101, *1401, *1201 Direng Yoshida ve ark., (2009a-b)
Kalic1 lenfositoz DRB3*0902 ve DRB3*1701 Direng Juliarena ve ark., (2009)
Kalici lenfositoz DRB3*1501 veya DRB3*1503 Duyarlilik "
Klinik mastitis DRB3*1, DRB3*52 Risk artis
L . DRB3*15, DRB3*51, . Duangjinda ve ark., (2009)
Klinik mastitis DRB3*22 Direng
Klinik mastitis DRB3.2*16 Direng Firouzamandi ve ark., (2010)
40 mer (40 m'J.kleovtltllk)vVPl DRB3*1601,
FMDYV peptit bagisikligina -
. DRB3*1801
kars1 diigiik 1gG1 ve 1gG2 Baxter ve ark., (2009)
40 mer (40 niikleotitlik) VP1 "
FMDYV peptit bagisikligina DRB3*1001
kars1 yiiksek IgG1 ve IgG2
T. brucei neden oldugu *
enfeksiyon (trypanosomiasis DIRESL3 Risk artigt
:rodezya uyku hastaligr)
T. congolense neden oldugu Karimuribo ve ark., (2011)
1 1 1 £3 *
enfeksiyon (trypanosomiasis DRB3*35, *16 ve R8T g

:rodezya uyku hastalig1)

*23
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BoLA gen varyasyonlar1 ve mastitis duyarlilik iligkisi, bircok sigir hastaliiyla
iligkili calismalarin odak noktasi olmustur. BoLA sinif I haplotipleri ve sub-klinik mastitis
arasinda kii¢iik baglantilar bulunmustur, ancak heterozygosity ve kopya numarasi
yardimiyla DQ allel sayisinin artirilmast  mastitis direncini artirdigi  ongoriilmiistiir
(Aarestrup ve ark., 1995; Park ve ark., 2004). DQ genlerinin yalnizca bir ¢iftine sahip
inekler mastitise daha duyarli oldugu ve sirastyla Streptococci ve Escherichia’nin neden
oldugu mastitise kars1 duyarliligin, homozigot DQA1*0101 ve DQA1*10011 allellerinin
artirdig1 bulunmustur (Park ve ark., 2004; Takeshima ve ark., 2008y). Polimorfik klasik
BoLA smif II geni (DRB3), birgok mastitis hastalig: ile iligkili ¢aligmalarda, aday gen
olarak degerlendirilmistir. Agirlikli olarak kolliformlarin neden oldugu ciddi klinik mastitis
ve DRB3*2701-2707 alleleri arasinda 6nemli bir iliski bulunmustur (P<0.05) (Sharif ve
ark., 1998). Ayn1 zamanda mastitis duyarlilig1 i¢in, DRB3 geninin antijen baglama alam
icinde belirli bir pozisyonda bulunan amino asitler ile baglantili oldugu gosterilmistir
(Sharif ve ark., 2000). Staphylococcus aureus’un neden oldugu sub-klinik mastitis ile
DRB3*1501-1502 ve DRB3*2701-2707 allelleri  arasinda  higbir  baglant1
tanimlanmamustir, fakat Streptococcus dysgalactiae’in neden oldugu sub-klinik mastitise
duyarliligin artirist ve. DRB3*2701-2707 arasinda bir iliski bulunmustur (Hameed ve ark.,
2008). Holstein sigirlarindaki DRB3*1501-1502 ile diisiik somatik hiicre sayis1 ve mastitis
direnci arasinda O6nemli bir iligki oldugu belirnenmistir (P<0.05) (Sharif ve ark., 1998).
Fakat klinik mastitis direnci ile DRB3*1501-1502 arasindaki baglantinin aksini belirten
raporlarda yaymlanmistir (Kelm ve ark., 1997; Starkenburg ve ark., 1997). Bu celiskiler
daha genis popiilasyonlardaki 6rneklemeler yapilarak, neden olan mikroorganizmalarin
tiirleri dikkate alinarak ve tek bir lokusdaki alleller yerine BoLA haplotiplerinin tamanu

dikkate alinarak ¢6ziimlenebilir.

Dermatofilosis, Dermatophilus congolensis’in  neden oldugu bir deri
enfeksiyonudur, genellikle etkilenen sigirlar tropik c¢evrelerde yasarlar, bu hastalik
etkeniyle birlikte verim azalis1 ve ortalama % 15 mortalite oran1 gosterirler (Maillard ve
ark., 2003). DRB3*0301-0302 / DRB3*3401-3402 ve DQB*1804 allelerini iceren BoLA
simif II haplotipi ile Fransiz Bat1 Hint Adalarindaki Martinik Adasinda yasayan Brahman
sigir populasyonunda (n=568) dermatofilosis’e duyarlhilik ile giiglii bir sekilde
iliskilendirilmistir (P<0.0001) (Maillard ve ark., 2003). Sigir 16semi viriisii (Bovine
Leukemia Virus), kan ve siitteki B lenfositlerini enfekte eden bir sigir onkogenik

retrovirlisiidiir (Udina ve ark., 2003). Tiim BLV enfeksiyonlarinin yaklasik % 30’u BLV-
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enfekte B hiicrelerinde cogalir fazda zararsiz ve sub-klinik olarak bulunurlar, kalici
lenfositoz olarak bilinir (PL: persisten lymphocytosis, KL: kalic1 lenfositoz). BLV
enfeksiyonlarinin  sadece % 10°u o6limciil klinik asamast olan lenfosarkomun
olusturmaktadir, ama lenfosarkom frekansi, PL olan sigirlarda BLV tasiyan sigirlara gore
yaklagik 1/3 daha yiiksektir (Juliarena ve ark., 2008). BLV ig¢in uygun bir as1
bulunmamaktadir, bu yiizden retroviriis ile enfekte lenfositleri iceren viicut sivilarinin
iletimi yoluyla hayvandan hayvana yayillmaya devam eder (Udina ve ark., 2003).
Haplotiplerin tanimlanmasindan sonra Holstein sigirlarindaki kalic1 lenfositoz (KL)
duyarlilik ve direng ile iligkili simif II bolgesi tanimlanmistir (Zanotti ve ark. 1996).
DRB3*0902 ve DRB3*1701 allellerinin KL direnci ile iligkisi bulunurken, DRB3*1501
veya DRB3*1503 allellerinin KL duyarlilikla baglantis1 bulunmustur (Juliarena ve ark.,
2009). Sigirlardaki kene enfestasyonlarmma duyarliligin kalitsal bir bilesene sahip oldugu
diistiniilmektedir, bunun en dnemli sebebi dogalar1 geregi farkli sigir irklarinin digerlerine
gore daha direncli oldugu bilinmektedir, fakat neden olan genetik unsurlar hala tam olarak
bilinmemektedir (Untalan ve ark., 2007). Untalan ve ark. (2007), sigir siiriisiindeki (Lone
Star kenesine duyarli fenotipli, Amblyomma americanum) kene direnciyle iligkili ti¢ BoLA
mikrosatelitini ve DRB3 ekzon 2’yi analiz etmislerdir. Bu ¢alismanin bir sonucu olarak
BoLA-DRB3 geninin ikinci ekzonun ile baglantili DRB3*4401 allelinin kenelere direng
saglayan bir fenotipe sahip oldugunu belirlemislerdir (Untalan ve ark., 2007).

BoLA boélgesi aym1 zamanda, as1 yanitinin bireyler arasindaki varyasyonunun
genetik temeli icin aday bir bolgedir. BoLA sif I genleri, siirlardaki respiratuvar
sinsityal viriis, Brucella abortus, Theileria annulata ve Theileria parva gibi hiicre igi
patojenlere verilen immiin cevap i¢in 6nemlidir (Newman ve ark., 1996; McKeever ve
ark., 1999; Gaddum ve ark., 2003). Hiicre i¢i patojenler icin en etkili asilar epitoplara
ihtiya¢ duyar ki bunlar simif I molekiilleri tarafindan basarili bir sekilde sunulabilir ve
sitotoksit T-hiicreleri tarafindan taninmalarini saglar; fakat BoLA sinif I genlerindeki asirt
degiskenlik epitop tasariminmi zorlastirmaktadir (Glass, 2004). Bu acidan bakildiginda
BoLA smif II genleri daha iyi bir alternatif olabilir. Sigirlardaki DRB3*0201 ve
DRB3*3301 allelleri (her ikiside DRB3 genindeki 2. ekzonda 65. iiglii kodondaki (lizin)
bir delesyona sahiptirler), ticari kene asist (TickGARD) icin daha yiiksek bir yaniti
gostermistirler (Sitte ve ark., 2002). Sigirlarda Theileria parva igin kullanilan bir asi,
DRB3#*2703 alleline sahip sigirlarda (P = 0.027) basarili bir koruma saglarken ayni asi
DRB3*1501 alleline (P = 0.013) sahip sigirlarda Theileria parva karsi korumasiz olmustur
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(Ballingall ve ark., 2004b). Sap viriisii (FMDV) i¢in gelistirilen asilarin etkinliginin, DRB3
polimorfizmi ile iliskili oldugu, FMDYV peptidlerinin basariyla DQA allel 22021 ve DQB
allel 1301 tarafindan sunuldugunun gosterilmesiyle belirlenmistir (Garcia-Briones ve ark.,
2000; Gerner ve ark., 2009). Glass ve ark. (2000), FMDV peptidlerinin DR ve DQ
molekiilleri ile sunulabilir oldugunu ve hayvanlardaki FMDYV peptitlerinin sayisinin DQA
ve DQB gen duplikasyonlarinin interhaplotip ¢iftleri ile artig gosterebilecegini

gostermislerdir.

Takeshima ve ark. (2008b), yaptiklar1 ¢alismada klinik mastitli 120 Holstein
sigirdan 85 Ornek rasgele secilerek dizi analizine gore (BoLA)-DRB3 ve BoLA-DQA1
genleri genotiplendirilmistir. Mastitisli sigirlar mastitisin neden oldugu bakteri tiirlerine
(Staphylococcus aureus, Streptococci, Escherichia ve koagiilaz negatif stafilokoklara) gore
dort gruba ayrilmistir. Her bir grubun BoLA-DRB3 ve BoLA-DQAI heterozigotlugu,
kontrol sigirlarininki ile karsilastirilmistir. Escherichia kaynakli ve Streptococci kaynakli
mastitis gruplart arasinda BoLA-DQA1 genleri agisindan beklenen ve gozlemlenen
heterozigotluklar arasinda onemli farklar gdstermistir. BoLA-DRB3 genleri bakimindan
herhangi bir grup i¢in herhangi bir farklilik gozlemlenmemistir. BoLA-DQA1*0101 ve
BoLA-DQA1*10012 allelleri Streptococci kaynakli mastitise duyarliligi arttirdig
bulunmustur. Aymi  zamanda homozigot BoLA-DQA1*0101/0101 ve BoLA-
DQA1*10011/10011 alleleri sirasiyla Streptococci ve Escherichia kaynakli mastitise
duyarlilig arttirdig belirlenmistir.

Schwab ve ark. (2009) yaptiklar1 calismada; sigir, koyun ve kecilerde aborta
(vaktinden 6nce dogan canli veya cansiz yavrulama) neden olan Neospora caninum igin
bilinen enfeksiyona (Neosporosis) sahip 56 sigir 6rneginin genotipi belirlenmistir. Bu
popiilasyonda 14 farkli DRB3 ve 10 farkli DQAT1 alleli tespit edilmistir. DRB3 veya DQA
genlerinin allel frekansinin dagilimi ile N. caninum enfeksiyonu arasinda bir iligki
bulunamamistir. Bununla birlikte, allel DRB3*1001 ve allel DRB3*2703"in, enfeksiyon

durumuna bakilmaksizin gebelik kaybina kars1 direng ve duyarlilikla iligkisi saptanmistir.

Baxtera ve ark. (2009), BoLA-DRB3 allelleri ve baglanma cepleri ile sap viriisii
(FMDV) VP1’den tiiretiilen 40-mer peptid’e immiin cevabi aragtirmiglardir. Charolais ve
Holstein sigirlarindan olusan bir melez popiilasyonda (n=197), FMDV peptidi ile
immiinize edilip, spesifik IgGl ve IgG2 yanitlar1 6l¢iilmiistiir. Bu popiilasyonda on sekiz
farkl1 DRB3 alleli tespit edilmis ve bunlarin bir¢ogun antikor yaniti ile cok dnemli iliskiler

sergiledigi vurgulanmistir. DRB3*1601 alleli nispeten diisiik IgG1 ve IgG2 yanitlariyla
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korelasyon gosterirken, DRB3*1001 nispeten yiliksek IgGl ve IgG2 yanitlaryla
iligkilendirilmistir (p <0.001). DR molekiiliiniin peptid baglayict yarik igindeki birkag
konumdaki amino asitler ile antikor tepkisi seviyesi arasinda anlamli bir iliski
belirlenmistir (p <0.001). Yapilan analizler, baglanma ceplerindeki spesifik notlarin asi
tasarimi i¢in gok dnemli oldugu gosterilmistir. Ozellikle, cep 4'teki 70. pozisyonda bulunan
polimorfizmlerden glutamik asit diisik FMDV peptit spesifik 1gGl ve IgG2 yanit1 ile
iliskili iken, aym1 pozisyondaki arginin yiiksek FMDV peptid spesifik 1gGl ve 1gG2
seviyeleri ile iligkilendirilmistir (p <0.001). Veriler, DRB3 allellerinin baglayici
ceplerindeki amino asitlerin, bagisiklik yanit1 derecesini belirlemek icin kritik oldugunu ve
ek olarak IgGl/IgG2 oranimi etkileyebilecegini ve bunun da koruyucu bagisikligin

baslatilmasi i¢in peptidin etkinligini etkileyecegini gostermektedir.

Yoshida ve ark. (2009a), Japon Holstein ineklerinde, BoLA-DRB3 allellerinin
amino asit motifleri ve mastitis’e neden olan, Streptokoklar, koagiilaz-negatif
Staphylococci, Escherichia coli ve Staphylococcus aureus arasindaki iliskiyi PZR-sekans
baz tiplendirme metodu ile belirlemeye calismislardir. Mastitis kaynakli patojenlere
duyarlilik veya direncin, 9., 11., 13. ve 30. pozisyonlarindaki amino asitlerin varligina gore
degistigi belirtmislerdir. DRB3*0101 ve DRB3*1501 alelleri Glu®, Ser'!, Ser® ve Tyr*
amino asidi motiflerine sahiptirler ve 4 mastitis patojeni iginde duyarli oldugu
bulunmustur. Bunun tam tersi olarak, DRB3*1101 ve DRB3*1401 allellerindeki Glng,
His?, GIylS, His® ve Val®® amino asidi motiflerinin, streptokokal ve koagiilaz-negatif
stafilokokal mastitise karsi direngli oldugu kabul edilmistir. Ayrica Escherichia coli’nin
neden oldugu mastitisi karst, 9, 11, 13 ve 30 konumlarindaki amino asit konumlarinin ¢ok
diistik bir etkisinin bulundugu, daha ziyade 7. baglanma cebindeki 47, 67 ve 4. cepteki 71,
74 pozisyonlardaki, Tyr*’, 11e®”, Ala’* ve Ala’* amino asitleri direncle iliskilendirilmistir.

Bu motif DRB3*1201'de bulunmustur.

Yoshida ve ark. (2009b), Japonya'daki 5 bolgeden aliman 194 Holstein inek
orneginde (2 veya 3 tiir patojenin enfeksiyon bulasmis 24 karisik enfeksiyonlu, 41 saglikli
ve 153 mastitis inegi) ¢alismislardir. 16 BOLA-DRB3 alleli tespit edilmistir. Belirlenen
allelerden DRB3*0101, *1501, *1201 ve *1101'in tiim allerin % 56.8'ini olusturmaktadir.
Bu dort allelin dort fakli mastitis patojenine karst direng ve duyarhilik ile
iliskilendirilmistir. DRB3*0101 allelinin, koagiilaz-negatif Staphylococci ve Escherichia
coli’ye duyarliyken, DRB3*1501 alleli Escherichia coli duyarlilikla iligkilendirilmistir.
DRB3*1101 alleli, Streptococci ve koagiilaz-negatif Staphylococci’nin neden oldugu
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mastitisi kars1 direngli olurken, DRB3*1201 allelinin ise Streptococci, Escherichia coli ve

Staphylococcus aureus karsi direngli olarak belirlenmistir.

Lei ve ark. (2012), sap viriisiine (foot-and-mouth disease viriis-FMDV) maruz
kalmis Wanbei sigirlarinda BoLA-DRB3 geni polimorfizmi ve FMDV’ye Kkarsi
diren¢/duyarlilik iligkisini aragtirmiglardir. Asemptomatik ve FMD’li 100 hayvanda
yapilan incelemede BoLA-DRB3 genlerinin 2. Ekson amplifiye edilerek RFLP tekniginde
Hae III enzimi kullanilarak genotip frekanslar1 hesaplanarak analiz edilmistir. Bunun
sonucu olarak 6 RFLP deseni belirlenmistir. FMD’li sigirlardaki enfeksiyonlu ve
sagliklilar arasindaki genotipik frekanslar1 ve alleleri analiz edilerek, Wanbei sigirlarindaki
FMD’ye Hae III A allelinin duyarliliga (P <0.05), Hae III C’nin dirence (P <0.01) ve
FDM’ye kars1 giiclii bir koruyucu etkiye sahip oldugunu séylemislerdir. Hae III CC ve Hae
IIT BC genotipi FMD'ye direng ile iligkiliyken, Hae III AA genotipi FDM'e duyarlilikla
iligkilendirilmistir (P <0.01).

Rastislav ve Mangesh (2012), Mycobacterium avium subsp. neden oldugu
paratiiberkiiloz ile enfekte ve saglikli sigirlardaki DRB3 geninin antijen tanima
bolgesindeki tek niikleotid polimorfizm ve mutasyonlar ile enfeksiyona karsi degisen
duyarlilik arasinda bir korelasyon olup olmadigini arastirmislardir. 200 hayvandan olusan
bir popiilasyonun % 19.6’s1 paratiiberkiiloz ile enfekte olmus 6rneklerden olusmustur. Bu
popiilasyonda 19 genotip belirlenmistir. Dort mutasyonun ‘“Val53Glu (OR 453.7),
Val53Leu (OR 453.7), Asp57His (OR 1.944) ve Arg84Gly (OR 1.458) enfeksiyon
duyarhiligini artirirken, Asp57Asn (OR 0) ve Phe60Tyr (OR 0.453) mutasyonlarinin

direnci arttirdig1 bulunmustur.

Yoshida ve ark. (2012) yaptiklar1 ¢alismada, 26 siitgiil sigir siirlisiindeki 714 bas
Japon Holstein inegi uzun siireli somatik hiicre sayimi (SCC) temel alinarak saglikli veya
mastitik olarak yeniden siniflandirilmistir. Birinci veya ikinci laktasyondan besinci
laktasyona kadara tigten fazla laktasyon kayitina sahip olan inekler segilerek BoLA-DRB3
alleleri PCR-RFLP ile daha onceden tanimlanmis inekler secilmistir. Tim aylik
kayitlarinda ml’deki SCC sayis1 <200 000’den az olan sigir drnekleri (n=91) saglikli kabul
edilirken, ardisik iki test sonucu >300 000 hiicre/mL olan veya ardisik olmayan dort test
sonucu > 500 000 hiicre/mL olan 6rnekler mastitisli olarak kabul edilmistir (n = 201).
Saglikli inekler ve cesitli derecelerde mastitisli inekler arasindaki DRB3 allelik
frekanslarindaki farkliliklar ve mastitis patojenlerine kars1 direngli veya duyarli olan DRB3

allellerindeki ¢esitli amino asit motiflerinin iligkileri yeniden incelenmistir. DRB3.2%22
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(DRB3*1101), DRB3.2*23 (DRB3*2703) ve DRB3.2*24 (DRB3*0101) allelleri, direng
ile iligkili bulunmusken, DRB3.2*8 (DRB3*1201) ve DRB3.2*16 (DRB3*1501) allellerin
duyarhilikla iliskili oldugu bulunmustur.

Liitzelschwab ve ark. (2016), yaptiklar1 ¢alismada sigir losemi viriisii (BLV)
deneysel enfeksiyonunun konakg¢i immiinolojik parametreleri ve Mycobacterium bovis
enfeksiyonunun bazi virolojik etkilerini belirlemeyi amaglamaktadir. Direng iliskili markor
alleli BoLA-DRB3*0902’i tasiyan 26 Arjantinli Holstein buzagi, duyarlilikla iliskili
marker alleli BoLA-DRB3*1501 veya notr BoLA-DRB3 alleleri M. bovis'e maruz
birakilanlar kullanilmistir. Yirmi buzagiya BLV ile inokiile edilmistir, {i¢ii dogal olarak
enfekte olan ve diger tigii BLV-negatif olarak kullanilmistir. BoLA-DRB3*0902'i alleninin

s1gir [dsemi viriisline verilen immiin cevabi degistirmedigi bulunmustur.
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3. MATERYAL ve METOD

3.1. Kullanilan Kimyasallar

Tez calismast boyunca temel kimyasallar1 farkli firma belirtilmedik¢e, Merck
(Almanya) ve Sigma (Almanya) grubundan; molekiiler biyoloji sarf malzemeleri ve Kitleri
Fermentas (USA), Promega (UK), Thermo Fisher Scientific (USA) ve Favorgen’den

(Tayvan) temin edilmistir.

3.2. Kullanilan Cihazlar ve Aletler

Su banyosu (J.P. selecta), sogutmali santrifuj (J.P. selecta), PZR cihaz1 (Favorgen-
Peltier-based Thermal Cycler, Model FAPCR 96G ve Eppendorf- Mastercycler EpS
Thermal Cycler), hassas terazi (Vibra), vortex (Velp), otomatik pipetler (Eppendorf veya
Biohit), inkubator (niive), spektrofotometri (J.P. selecta), NanoDrop (thermofisher), DNA
dizileme (3130xl Genetic Analyzers, Applied Biosystems), elektroforez tanki (Thermo
Scientific- Owl™ A6 Wide Gel Horizontal Electrophoresis System), U. V. cihazi (UVP),
jel gortintiileme (Olympus), kullanilmistir.

3.3. Orneklerin Toplanmasi

Tez calismasi kapsaminda, Yerli Kara (YK) sigir irkimizdan Amasya-Merzifon
(Inalan1, Derealan ve Asagibiik kdyleri) ve Kars-Sarikamis (Karakose koyii) bolgelerinden
67 kan (29, & - 38, Q) 6rnegi temin edilmistir. Ornekler belirlenirken hayvanlarin saf irkin
beligin ozelliklerini (irka 6zgii fenotipik 6zellikler) gostermesine dikkat edilmistir. Kiipe
numaralar1 T.C. Gida Tarim ve Hayvancilik Bakanligi- Veteriner Bilgi sisteminden kontrol

edilmistir. Calismada kullanilan 1rklara ait 6rneklerde cinsiyet faktorii dikkate alinmistir.

3.4. Kan Orneklerinin Alimi

Yerli Kara sigir irkindan 67 kan (29, & - 38, §) ornegi EDTA’ tiip igerisinde
toplanmistir. Kan alma isleminde sterilizasyona azami derecede dikkat edilmistir.
Hayvanlarin boynunun sol tarafinda bulunan “Venae Jugularis Externa” toplar damarindan
kan almmis ve kan alinan tiipler alt-list ettirilerek kanin EDTA ile iyice karigmasi
saglanmistir. Her bir tiip laboratuvara gelene kadar soguk zincirde takip edilerek muhafaza
edilmistir. Tiiplerin birbiri ile karigtirilmamasi i¢in hayvanin kiipe numaras: tiip tizerindeki
etikete kaydedilmis ve etiketlenerek (6rmn; YKO-1: Yerli Kara Ornek 1 seklinde)
kodlanmistir (Ek ¢izelge C.1).
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3.5. DNA izolasyonu

Laboratuvara getirilen 0rneklerden DNA izolasyonu gercgeklestirilene kadar sivi
azot ile 6n muamele seklinde dondurulmus ve daha sonra -80 °C de saklanmistir. Kandan
DNA izolasyonu FavorPrep Blood Genomic DNA Extraction Mini Kit; (Kat. No: FABGK
001, Favorgen, Tayvan) kullanilarak, iiretici firmanin protokoliine uyularak yapilmigtir.
Her 6rnek icin A ve B serisi olmak iizere 2 tiip DNA izolasyonu yapilmistir. Sonug
alinamamas1 veya saflik ve konsantrasyonunun yetersiz kalmasi durumunda DNA
izolasyonu fenol/kloroform yontemi ile asagida belirtildigi sekilde kismi modifikasyon
yapilarak gergeklestirilmistir (Green ve Sambrook, 2012) (Sekil 3.1). Ependorf tiiplerine (2
ml’lik) 500 pl kan 6rnegi eklenmis, daha sonrasinda kan drneklerin tizerine 10 pl 0,5 M
EDTA (Etilendiamin tetraasetik asit) (pH’1 8.0’a ayarlamak i¢in NaOH ¢ozeltisi
kullanilmustir) ve lysis buffer (155 mM NH4CI, 10 mM KHCO3; ve 0.5 mM EDTA)
¢ozeltisi ile 2 ml’e tamamlanmustir. Ornek tiipleri nazikge ters diiz edilmis ve 30 dakika
buzda bekletilmistir. Buzdan alinan tiipler 5000 g’de +4 °C’de 10 dakika santrifiij
(sogutmal1 santrifiij-J.P. Selecta) edilmistir. Santrifiij sonrasi tiipte siipernatant fazi
uzaklastirilmis ve pellet tizerine 300 ul SE-Buffer (75 mM NaCl, 25 mM EDTA) (1 M
NaOH ile pH 8.0'a ayarlanir) eklenerek vorteks (Velp) ile iyice karistirilmistir. Daha
sonrasinda ependorf tiiplerine 50 pl %10’luk SDS (Sodyum dodesil siilfat-Sigma) (w:v)
ve 25 pl Proteinaz K (10 mg/ml) eklenerek calkalamali inkiibatérde (Niive; NF800) 37
°C’de bir gece inkiibasyona birakilmigtir. Inkiibasyon sonrasinda tiiplerin iizerine 1 ml
fenol (pH 8.0) eklenmistir. Tiipler 10 dakika ters diiz edilerek nazik¢e karistirilmistir ve
5000 g’de +4 °C’de 10 dakika santrifiij edilmis ve sonrasinda siipernatant kismi yeni bir
ependorfa alinmistir. Esit hacimde fenol/kloroform/isoamil alkol karigimi (25:24:1)
eklenmis 10 dakika ters diiz edilerek 5000 g’de +4 °C’de 10 dakika santrifiij edilmistir.
Daha sonrasinda silipernatant kismi yeni bir ependorfa alinmis ve {lizerine 1 ml
kloroform/isoamilalkol (24:1) eklenmis 1-2 dakika ters diiz edilerek 5000 g’de +4 °C’de
10 dakika santrifiij edilmistir. Olusan iist faz yeni tiipe alinmis, iizerine 300 pl 3 M sodyum
asetat (pH 5.2) ve 1 ml isopropanol eklenmis, 5000 g’de +4 °C’de 10 dakika santrifiij ile
yogunlasan DNA’nin ¢okmesi saglanmustir. Ornekler 1 ml %70 etanol ile 65 °C’de 30
dakika bekletilerek yikanmis ve tuzlarin uzaklagmasi saglanmistir. DNA pelleti 5000 g’de
10 dakika santrifiij edilerek coktiiriilmiis ve siipernatant uzaklastirilmistir. Etanoliin
tamamen uzaklastirilmast igin tiiplerin kapaklar1 agik bir sekilde +70 °C’de 10 dakika
bekletilmis ve elde edilen DNA pelletleri 100 pl TE tamponu (1 mM TrisHCI, pH 8.0; 0.1
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mM EDTA) veya dH,O icerisinde ¢oziilmiis ve kullanilincaya kadar -20 °C’de

saklanmistir.

Sekil 3.1. Kandan DNA izolasyonu; manuel DNA izolasyonu (A-B), ticari kit DNA
izolasyonu (C-D).

Her iki yontem ile elde edilen DNA oOrneklerinin varligi (Kalitatif), saflik ve
konsantrasyonu (Kantitatif) belirlenmistir. izolasyonunu gergeklestirilen DNA’nin varligini
belirlemek i¢in agaroz jel elektroforez sistemi kullanilmistir. DNA Orneklerinin safligi ve
konsantrasyonunun belirlenmesi i¢in spektrofotometre (Thermo-NanoDrop 2000)
kullanilarak oOl¢tim yapilmistir. 260 nm DNA’nin, 280 proteinin ve 230 ise fenoliin
maksimum absorbans verdigi dalga boylaridir. DNA’nin safligi  degerlendirilirken
A260/A280 ve A260/A230 oranlarina bakilmig ve 1.8-2.0 arasindaki degerlerde DNA
ornekleri saf olarak kabul edilmistir. izolasyonu istenilen safliktaki DNA 6rnekleri PZR
uygulamasi igin — 20 °C de saklanmistir. DNA 6rnekleri YKD-1 (Yerli Kara DNA-1)
seklinde etiketlenmistir (Ek sekil C.2).
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3.6. Ekzon Bélgelerin Dizi Analizi

3.6.1. Primerlerin tasarlanmasi

NCBI daki referans Bos taurus genomunun (BTA23; AC 000180.1) niikleotid
dizisi Clone Manager 9 programina indirilerek MHC smif II bolgesindeki hedef gen
bolgeleri belirlenmistir. Bu bolgelere 6zgii PZR amplifikasyonu ve DNA dizilimi i¢in
kullanilacak spesifik primerler asagidaki kriterlere gore tasarlanmistir. Primerlerin GC
icerigi (primerdeki G ve C sayisinin, toplam bazlara gore yiizdesi) %40-60 olmasina,
uzunluklarinin 18-22 b¢ arasinda kalmasina ve erime sicakligmnin (Tm) 55-60 °C’yi
gecmemesine dikkate edilmistir. Ayrica her bir PZR reaksiyonunun ileri ve geri primerleri

yaklasik olarak ayni1 Tm'ye sahip olacak sekilde tasarlanmistir. OligoAnalyzer version 3.1

(https://www.idtdna.com/calc/analyzer), Clone Manager 9 veya (Tm) °C = 2 (A+T) +

4(G+C) esitligi kullanilarak yapigsma sicakliklart ve GC oranlar1 hesaplanmistir (Cizelge
3.1). Tasarlanan primerler Iontek (istanbul) firmasindan temin edilmistir ve iiretici

firmanin belirttigi konsantrasyona gore steril ddH,O ile diliisyona tabi tutulmustur.

Cizelge 3.1. BOLA-Sinif II lokusu gen bolgelerine 6zgii tasarlanmis primer dizileri

Niikleotid Dizi
iflr: BE)’Blengi Primer Listesi Uzunlugu Tm GC % ( Aclfg&)ﬁo. 1)
(ekzon be¢)
BoLA- Ekzon2- F: GGTCCCATCTGAGCTTCCTT 1081 bg (279- _ 59.08 _ 55.00 7206015
DMA 34 R TGAGAACCTGAACACCTCCT 126-5 be) 57.90 _ 50.00 7207096
BoLA- F: CCTACAGGTGGTTTTGTGGC 50.04 5500 7191976
DMB  EKION2 R e ETCTCTCCTTACGTGTCC 302b¢ (282b¢)  —55 95 60.00 7191674
BoLA- . - _F:TTTTCCACCTTCCTGCTCCT 310 bg (249 b) 5885 5000 25490280
DQAL R: AGAGAAGTAGAATGGTGGACACT 5858  43.48 25489970
BoLA- F: TCTGTGCTGTTTCCTCACCA 50.16 _ 50.00 25352005
DOA2 KO3 R G ACTGTGAGACTGAGGGACC 389b¢ (2795¢)  —55 91 60.00 25351616
BoLA- . _F:ACTCCTCACCCTGAATCAGC 138 bs (49 by 009 5500 25408111
DQAS R: AAGGAAGAAGGGAGTGAGGC 50.0L _ 55.00 25407773
BoLA- . . _F:TGCCCTGTGAAGCTATGGAG 74 be (270 by 5946 5500 25377100
DQB R: CTCGGAATCTGGGGTGGAG 5017 63.16 25377474
BoLA- F: CTTCCTCTCCTGGTTCCCAC 5038 60.00 25590093
DRA KON 2 R R AGCAGAGGTACCATTGG 305b¢ (246 b¢)  —55 595500 25589788
BoLA- L, _F TCAGTCATTTCCAGGAGCCC 194 b (270 by) 2938 5500 25552796
DRB2 R: CACACACACATTCCTGCACA 58.98  50.00 25553190
BoLA- . . _F:CTCTGCAGCACATTTCCTGG 414 bg 2705y 019 5500 25472153
DRB3 R: GACCCAGAGTGAGTGAAGGAT 58.82  52.38 25472595
Sron 1 _F- TOGAGGAGGAGGAGGATGAA 179 b (76 bg) 898 5500 7011955
R: ACCATCTGAGCCACCATACT 5811 50.00 7012134
BoLA- [ - F:GTATCCTGCGTCCCTGTTCT 316 b (249 by 5918 5500 7013851
DYA R: GAGAGGCCACACTTACCACT 50.02 _ 55.00 7014167
Ekzon 3- F: CAGAAGGCACAGTTGTCAGA 1159 bg (282- _ 57.75 _ 50.00 7015570
4 R: ACCTTCCCATCTTTCAGGCC 155 be) 5967 5500 7016729
BoLA- F: TGTCTCGTTTCCTCCTAGTGG 58.83  52.38 7038878
DYB  EKON3 R GCCCTTACGCCATTCTACTG 307b¢ (282b¢)  —5g 45 55,00 7038571
F: GCTCTTCTGCTCTGACGTTC 58.65  55.00 7129004
LMP2  Bkz0n 2 o T AGGCGCCATGGACTTC 158b¢ (68b¢) 59 05 55,00 7129162
_mp7  EKzon3- _F: AACTCTCTCCCTGGACTGTC 1102 bg (130- 58.07  55.00 7114579
45 R GGTCCCTGAGTCAGCCAG 205-89 be) 5001 66.67 7113477
ort.* 5800 53,77

*: Ortalama, Tm: Erime sicakhgi (°C), bg: baz ¢ifti, GC: Guanin ve Sitozin orani.
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3.6.2. Primerlerin optimizasyonu ve ekzon bolgelerinin konvansiyonel PZR ile
cogaltilmasi

Primerlerin yapisma sicakliginin tam olarak belirlenmesi i¢in her primer ¢ifti i¢in
gradient PZR islemi yapilmistir (Cizelge 3.2). Bu islemler tim primerler igin
uygulanmistir. Primerlerin yapigma sicakliklar1 PZR reaksiyonunun spesifikligini optimize
etmek icin en kritik bilesendir. Bu bilesenin belirlenmesinde gradient PZR, en az sayida
basamak kullanilarak optimum yapisma sicakliginin deneysel olarak belirlenmesine olanak
tantyan kullanigh ve basit bir tekniktir. Cizelge 3.1’de gosterilen primer sicakliklar1 baz
alinarak PZR cihazlarinda kullanilacak en yiiksek gradient PZR sicakligi belirlenmis diger
sicakliklar buna gore hesaplanarak kullanilmistir. Ayrica gerek Favorgen gerekse
Eppendorf PZR cihazlarinda gradient programinin sicakligi hesaplanirken 12’lik bloklarin
ortasindaki nokta primerlerin Tm degerleri dikkate alinarak 5 derece altinda olacak sekilde
cihazlara girildiginde, kullanilan cihazlar optimum sicaklik araliklarin1 hesaplamakta ve
bunu da dogrusal bir egri seklinde yapmaktadirlar. PZR islemi toplam 40 upl hacimde
gerceklestirilmistir.

Cizelge 3.2. Primerlerin optimizasyonu i¢in kullanilan gradient PZR sartlari.

Sicaklik (°C) Zaman | Dongii
Ik
Denatiirasyon 9 S CELS 1
Denatiirasyon 94 40 sn.
1 2 31 4 5 6 7 8 9 |10 | 11 |12
Yapisma 40sn. | 35
(Gradient) '
40 | 405 | 42 | 44 | 46.4 | 48.8 | 51.2 | 53.6 | 56 | 58 | 59.5 | 60
Uzama 72 50 sn.
Son Uzama 72 4 dak. 1
Son Sicakhik 4 00 1

PZR isleminde iki farkli tag DNA polimeraz (Thermoscientific-Tag DNA
Polymerase ve Maxima Hot Start Tag DNA Polymerase) enzimi kullanilmistir. Her iki
enziminde ortak Ozelligi 5’—3" eksoniikleaz aktivitesine sahip oluslar1 ve
deoksintikleotidil transferaz aktivitesi gostererek, PZR {irlinlerinin 3’ ucuna fazladan bir
adenin ilavesi etmeleridir. Her iki enzim i¢in fakli bufferlar kullanilmistir, birinci enzim

i¢cin 10X [750 mM Tris-HCI (25°C’de pH 8.8), 25 mM MgCl,, 200 mM (NH,4),SO4, %0.1
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(v/v) Tween 20] kullanilirken, Maxima Hot Start i¢in 10X [200 mM Tris-HCI (pH 8.3 at
25°C), 200 mM KCI, 50 mM (NH;),SO4] buffer1 kullanilmistir. Polimeraz Zincir
Reaksiyonu i¢in; 4 pl buffer (10X), 1 ul ANTP (1 mM), ileri ve geri primerlerden 1’er ul
(20 pmol), 0.5 ul DNA polimeraz (5 u/ul), 1 ul kalip DNA (~400 ng/ml) ve 40 pl’ye

tamamlamak iizere 31.5 pl dH,O ile karistirilarak hazirlanmistir.
3.6.3. DNA’nin jel elektroforez ile goriintiilenmesi

DNA ve PZR sonuglar iiriin biiyiikliiklerine gore farkli konsantrasyonlarda agaroz
jel hazirlanmistir. Bunun igin; 500 bg-10 kb igin %1, 200 bg-3 kb igin %1.5 ve 50 bg-2 kb
i¢in ise %2 oraninda agaroz, 1X TBE (90 mM Trizma Base+ ; 90 mM Borik Asit+ 2 mM
EDTA,; pH 8.0) tampon ¢ozeltisinde ¢ozdiiriilmiistiir. Eritilen agaroz, jel tankina (Thermo
Scientific- Owl™ A6 Wide Gel Horizontal Electrophoresis System) dokiildiikten sonra
polimerize olmasi igin beklenmistir. Analiz edilecek 6rnekler uygun miktarlarda ki bu
genellikle 5-10 pl olacak sekilde alinarak 1-2 pl yiikleme soliisyonu [10 ml DNA loading
buffer i¢in; 0.025 mg (v/v) bromophenol blue, %40 siikroz ve 2.5 ml EDTA (100 mM) (pH
8.0)] ile karnstirilarak yiiklemeye hazirlanmistir. Hazirlanan PZR ve DNA Ornekleri
biiyiikliiklerini belirlemek i¢in 50 (Favorgen), 100 veya 1000 baz ¢iftlik DNA markorler
(Thermo) (Ek sekil C.1) ile birlikte jele yiikklenmis ve jel biiyiikliiklerine gére 60-100 Volt
altinda kosturulmustur (Thermo Electron Corporation -Instruction Manual EC250-90
Electrophoresis Power Supply). Kosturulan agaroz jel Et-Br (0.5 pg/ml) ile
konsantrasyonlarina gore farkli dakikalarda (10, 15 ve 20) boyanmistir (post-staining).
DNA o6rnekleri UV 15181 altinda (590 nm’de portakal kirmizisi renginde) goriintiilenmis ve
fotograflar1 alinmistir (Olympus, C5060). Daha sonrasindaki g¢alismalarda kullanilmak

tizere PZR firiinleri -20 °C’de saklanmuistir.
3.6.4. PZR iiriinlerinin saflastirilmasi

Primer ve dNTP kalintilar1 Favorgen Gel/PZR Purification Kiti ile iiretici firmanin
protokoliine uygun olarak temizlenmis ve 3.4.3°’de anlatildigi gibi tekrar agaroz jele

yiiklenerek kontrol edilmistir.
3.6.5. Niikleotid dizilerinin elde edilmesi

Gen bolgelerinin agaroz jelde teyit edilmesiyle, PZR firiinleri iki yonlii olarak
merkez laboratuvarindaki 3130xl DNA dizileme cihazi ile dizilenmistir (USKIM). Bu
islem, ExoSap (Thermo Fisher Scientific), dongli PZR, sefadeks ve dizi bilgilerinin elde

edilmesi basamaklarindan olugsmaktadir.
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3.6.5.1. ExoSap basamagi

Niikleotit dizilerinin analizi i¢in, ¢alisilacak 6rneklerin PZR reaksiyonundaki fazla
primer ve birlesmemis nikleotidleri ortadan kaldirmak i¢in uygulanan enzimatik
temizleme yontemidir. Bu islem icin 6rnekler ExoSap ile muamele edilmistir. DNA
tiriinlerinden 5 pl alinarak tizerine 3 pl ExoSap (Thermo Fisher Scientific) ilave edilerek
steril ependorflarda karistirilmis, 37 °C de 30 dak bekletilmis ve 80 °C de 15 dak inaktive

edilmistir.
3.6.5.2. Dongii PZR basamag

ExoSap yardimiyla temizlenen PZR iirlinleri BigDye Terminator V3.1 Cycle
Sequencing Kit (Applied Biosystem) kullanilarak, PZR (Cycle Sequence) yapilmistir ( 2 pl
DNA, 1 pl primer (3,2 pmol/ ml), 1 pl BigDye Terminator V1.1, V3.1 5xSequencing
Buffer, 2 ul BigDye Terminator V3.1 Cycle Sequencing RR-100, 4 pl ultra saf su). Daha
sonra karisim PZR cihazina yerlestirilmis ve cihaz 96 °C’de 1 dakika da 1 dongii, 96 °C’de
10 saniye, 50 °C’de 5 saniye, 60 °C’de 4 dakika da 30 dongii ve 4 °C’de bekletilecek
sekilde ayarlanmistir. Bu islem PZR iirlinlerinin farkli boyalar ile isaretlenmis olan
dideoksiniikleotidler (ddNTP; A: yesil, T: kirmizi, G: siyah ve C: mavi) ile sonlanmasini

saglar.
3.6.5.3. Sefadeks basamag

Dongli PZR islemi gormiis Orneklerde (10 pl) bulunabilecek dNTP, ddNTP
kalintilarin uzaklastirilmasi ve saflastirmak igin Sefadex G-50 (Sigma-Aldrich) kolonlar
kullanilmigtir. Bu amagla, 1 gr Sephadex G-50 ile 15 ml ultra saf su da 5 dakika ¢6ziilmiis
ve bos spin kolonlara 650 pl eklenmistir. Yarim saat beklendikten sonra 1200 g’de 2
dakika santrifiij edilmis ve kolondan gecen su uzaklastirildiktan sonra, dongii PZR
tiriinleri (10 ul) sephadeks kolonlara eklenmis ve 2000 g’de 2 dakika santrifiij edilerek

kullanilmistir.
3.6.5.4. Orneklerin cihaza yiiklenmesi

Kolondan gegen PZR firiinlerinden 10 pl, 96’lik mikroplakarlarin dip kismina
dikkatlice aktarilmigtir. Mikroplaklarda ayni hizada olmayan oOrnekler Hi-Di TM
formamide (Applied Biosystems) ile tamamlanmigtir. Daha sonra mikroplaklar dizileme
cthazina (3130x Genetic Analyzer, Applied Biosystems) yerlestirilerek, 3130 pop-7 TM

Performance optimized Polymeri kullanilarak DNA dizilimleri gerceklestirilmistir.
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3.7. Ekzon Bolgelerinin Klonlanmasi ve Transformant Plazmitlerin Olusturulmasi

Niikleotid dizilimi sonrasinda drnekler arasinda farkli dizilere sahip ekzon bolgeleri
DNA kiitiiphanesini olusturmak ve dizideki farkliliklar1 dogrulamak i¢in pGEM-T Easy
vektore aktarilmistir. E. coli DH50 LB (Luria-Bertani) Broth besi ortaminda ¢alkalamali
olarak veya LB-Agar’da 37 °C’de gelistirilmistir (Sambrook ve ark., 2001) (Cizelge 3.3).

Cizelge 3.3. Tezde kullanilan mikroorganizma ve vektorlerin genel 6zellikleri

Bakteri tiirii Genetik icerik Besiyeri  Sicaklik (°C) Referans
. . Laboratuvar
E. coli DH5a Plazmit icermeyen referans sus LB 37 ol
PGEM-T Easy LacZ, Amp® - - Promega

3.7.1. pGEM-T easy klonlama vektdoriine ligasyon

Klonlama islemleri Promega’dan temin edilen “pGEM-T Easy vektor kiti” ve ayni
firmanin “Thermostable DNA Polimerase” enzimi kullanilarak gergeklestirilmistir. Bu
enzimin en 6nemli 6zelligi PZR {iriiniiniin 3°-5" uglarina adenin (A) eklemesidir. PZR
tirtinlerinin kolaylikla klonlanmasi i¢in kullanilan pGEM-T Easy vektoriiniin en dnemli
ozellikleri her iki ucundaki 3’-terminal bolgesinin birer timin niikleotidi ile lineerlestirilmis
olmasidir. Bu o0zelligi vektoriin tekrar sirkiile olmasini Onleyerek belirli taq DNA

polimerazlar tarafindan {iretilen (adenin ile sonlanmig) PZR iiriinlerinin baglanmasini

biiyiik olgiide kolaylastirmaktadir.  Ayrica pGEM-T Easy vektor agik uglu, lacZ, amp'

(ampisilin direng geni) ve a—peptit iceren ticari bir vektordiir.

Yapilan PZR islemi ile ¢ogaltilan DNA bolgesi bir gecelik ligasyon islemi ile
PGEM-T Easy vektor ile birlestirilmistir. Reaksiyon karigimi 4 pl PZR fiirtindi, 1 pl pGEM-
T vektor ve 5 pl ligasyon karistmindan olugmaktadir. Etkin bir ligasyon reaksiyonu igin
plazmid vektoriinlin miktar1 insertin dortte biri olmalidir. Karisim 4 °C’de bir gece
inkiibasyona birakilmis ve ligasyonun durdurulmast i¢in karistm 50 °C’de 10 dak

bekletilmistir (Sekil 3.2).
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Sekil 3.2. PZR iiriinlerinin pGEM-T Easy dizileme vektoriine klonlanmas: strateji

3.7.2. CaCl;, yontemi ile Escherichia coli’ye plazmit transferi

Plazmit ornekleri E. coli DH50 susuna standart CaCl, metodu ile aktarilmigtir

(Sambrook ve ark., 2001). 37°C’de 1 gece LB besi yerinde biiyiitiilmiis E.coli DH5a susu 1

ml alinarak 100 ml’lik LB besi yerinde ¢alkalamali inkiibatérde 1,5-2 saat inkiibe

edilmistir. Hiicreler ODgpp=0,3-0,4 degerine ulastiginda toplanmak iizere 10 dakika buz

tizerinde bekletilerek biiytimeleri durdurulmustur. Bunun i¢in 6ncelikle hiicreler 1250 g’de

+4°C’de 10 dakika boyunca santrifiij edilmistir. Siipernatant dokiilerek elde edilen pelet

kismina 10 ml buzda bekletilmis CaCl, (100 mM) ekleyip pelet ¢ozdiiriilmiis ve 30 dakika

buz iizerinde bekletilmistir. CaCly’de ¢ozdiirdiigiimiiz pelet 1250 g’de +4°C’de 10 dakika

tekrar santrifiij edilmistir. Olusan siipernatant yine dokiilerek, pelet bu kez 1 ml buzda
bekletilmis CaCl,’de (100 mM) ¢ozdiriilerek 10 dakika daha buzda bekletilmistir.

Kompetent hale getirilmis E.coli DHS5a hiicresi 200 pl’lik tiiplere boliinmiistiir.
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Kompetent E.coli DHS5a hiicrelerine ligasyon firiinleri eklenip 30 dakika buzda
bekletildikten sonra sicak sokla 42°C’de 2.5 dakika bekletilmistir. Ligasyonlu hiicreler
sicak sokun ardindan 10 dakika daha buzda bekletilmistir. Hiicrelere 800 ul’lik LB besi
yeri eklenerek 37°C’de calkalamali inkiibatorde 1-1.5 saat biiyiitiildiikten sonra, biiyliyen
hiicreler santrifiij edilerek siipernatant kisim peletten uzaklagtirilmistir. Peletlerin {izerine
200 pl LB besi yeri eklenerek peletler ¢ozdiiriilmiistiir. Hiicreler secici antibiyotik (amp")
ve X-gal (5-bromo-4chloro-3-indolyl-beta-D-galactopyronoside) (80ug/ml) i¢eren LB kati

besi yerine ekilerek 37°C’de 16 saat inkiibasyona birakilmustir.

Kullanilan  plazmitin ~ o6zelliginden dolay1 DNA  fragmanlar1  vektdre
yerlestirildiginde, LacZ iiretimi bozulmakta ve bu nedenle hiicreler hi¢bir B-galaktosidaz

aktivitesi gostermemektedir. Enzim sentezlenemedigi i¢in Xgal'1 ayrigtiramaz ve

kolonilerin etrafi renksiz olarak goriiliir. Bu tiir koloniler (lac, amp') secilir ve saf olarak

uretilir. Eger beta galactosidase geni saglamsa, inaktive olmamigsa, sentezlenen enzim,

Xgal'1l ayrigtirarak koloni etrafinda mavi renk meydana getirir (lac+, amp! direngli

koloniler).

3.7.3. Transformant plazmitlerin dna izolasyonu

Plazmit DNA izolasyonu, FavorPrep Plasmid DNA Extraction Mini Kiti
(Favorgen) kullanilarak iiretici firmanin protokoliine gore gergeklestirilmistir. Bu amacla
bir gece boyunca ampisilin’li LB-Broth besiyerinde biiyiitiilmiis transformant plasmidleri
iceren E.coli kiiltirti kullanilmistir. Gelismis olan bakteri kiiltiirleri 1200 g’de 10 dk
santrifiij edilmistir. Siipernatant uzaklastirildiktan sonra, pellet lizerine 200 ul FAPDI1
ilave edilerek pipet ile ¢ozdiiriilmiis, daha sonra sirasiyla 200 ul FAPD2 ve 300 ul FAPD3
eklenip nazikge ters-diiz edilmistir. Bu islemlerin ardindan 12000 g’de 3 dakika santrifiij
edilmis ve siipernatant kisminin tamami spin kolonlara transfer edilmistir. Kolona alinan
ornekler 8000 g’de santrifiij edilerek plasmid DNA’nin kolona tutunmasi saglanmigtir.
Kolon filtresinin altina gegen s1vi uzaklastirildiktan sonra 400 pl yikama soliisyonu (Wash
I) eklenmis ve 1 dakika santrifiij edilmistir. Filtreden gecen sivi uzaklastirildiktan sonra
ayni basamak bu sefer ikinci yikama (600 pl-Wash II) soliisyonu ile tekrar edilmistir.
Tekrar filtreden gegen sivi uzaklastirildiktan sonra, kalan etanolii uzaklastirmak ve kolonu
kurutmak i¢in 1 dakika daha santrifiij edilmistir. Kuruyan kolon yeni ve steril bir ependorfa
(1.5 ml) transfer edilmistir. 50 pl steril saf su kolona eklenmis ve oda sicakliginda 2 dakika

bekletildikten sonra 3 dakika santrifiij edilmistir. Izolasyon sonucu 3.6.3’de anlatildig1 gibi
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agaroz jele yiiklenerek kontrol edilmistir. Elde edilen transformat plazmit DNA’lari

sonraki ¢alismalarda kullanilmak tizere -20°C’de stoklanmuistir.
3.7.4. Plazmit iizerinden niikleotid dizileme

Ampicilinli ortamda (100pg/ml) gelisen E.coli bakterisinden plazmit izolasyonu
yapilarak, pGEM-T Easy vektore klonlanmis PZR iiriinleri 3.6.5.’de bahsedildigi gibi
PGEM-T Easy Vector Systems klonlama kitinden elde edilen universal SP6: 5'-
(TATTTAGGTGACACTATAG)-3" ve T7: 5- (TAATACGACT-CACTATAGGG)-3’
primerleri ile ayr1 ayr1 dongii PZR yapilip iki yonlii olarak merkez laboratuvarindaki
3130x]1 DNA dizileme aleti ile dizilenmistir (Sekil 3.3). Buradaki amag dizileme esnasinda
hedef niikleotid dizilerinin baslangic ve sonunda meydana gelen hatalari minimuma

indirmektir.

Sekil 3.3. Hedef bolgelerin dizilenmesinde kullanilan Applied Biosystems 3130xl
sistemi.

3.8. Ekzon Bolgelerine Ait Sekans Havuzu

DNA dizi analizi i¢in kapiller elektroforeze (3130 Genetic Analyzer, Applied
Biosystems, CA, ABD) yiiklenen orneklerin her bir dizilim reaksiyonuna ait DNA baz
dizisi verileri otomatik olarak bilgisayara kaydedilmistir. Calisilan tiim 6rneklere ait sekans
dizilimlerinin tamamlandiktan sonra analiz programlarinda (Bioedit; Hall, 1997)
degerlendirilmistir. Konsensiis niikleotid dizileri Yerli Kara Gen adi-Ekzon Numarasi
seklinde (6r. YKI1-DRB3-E2) isimlendirilerek ekzon bolgelerine ait diziler farkli
formatlarda (Fasta, Mega, Nexus ve Roehl) kaydedilmis ve dizi analizlerinde

kullanilmistir. Her populasyon igin 4 farkli konsensiis olmak tizere toplamda 16 farkl
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konsensiis olusturulmustur (Amasya icin; YK1-4 Inalan Koyii, YK5-8 Derealan, YK9-12
Asagibiik, Kars i¢in; YK13-16 Karakose).

3.9. Dizi Analizleri

Niikleotid dizileri belirlenen bolgeler, simdiye kadar belirlenmis benzer dizilerdeki
farkliliklarinin  ortaya ¢ikartilmast igin NCBI (www.ncbi.nlm.nih.gov) ve Uniprot
(http://services.uniprot.org/blast/blast-20100729-0748405592) gibi uluslararas1 farkli veri

tabanlarinda incelenmistir. Ayrica sekans dizisi hakkinda bilgi edinmek ve belirli
formatlara (Fasta, Java v.b.) doniistiirmek icin asagidaki programlardan yararlanilmistir.

BioEdit (http://www.mbio.ncsu.edu/BioEdit/bioedit.html); ham olarak elde edilen

orneklerdeki ayni lokusa ait ileri ve geri primerler ile elde edilen niikleotid dizi
kromatogramlarin1 BioEdit Version 7.2.6.1 programinda acilarak alt alta siralanmis, geri
pirmeri ile okunan 6rneklerin komplementeri alinarak ileri primerler ile elde edilen diziler
ile karsilagtirllmistis ve her bireye ait konsensiiz dizilerinin olusturulmasi igin
kullanilmistir. Clone Manager 9; entegre arag setleri igeren kapsamli bir yazilim paketi ve

sanal klonlamada kullanilirken, Treeview (http://taxonomy.zoology.gla.ac.uk/rod/treeview

); yeniden yapilandirilan filogenetik agaglar1 gorsellestirmek ve diizenlemek icin
kullanilmistir. ClustalX (http://www.clustal.org/clustal2/); ham dizi veri dosyalarini1 farkl
formatlara (Fasta, Nexus, NBRF/PIR) c¢evirmek ve hizalamak i¢in kullanildi. Ayrica
Applied Biosystems DNA Sequencing Analysis Software v5.1 gibi bilgisayar tizerindeki
kullanima agik programlardan yararlanilmistir, internet tabanli NCBI Blast, ClustalW

(http://www.ebi.ac.uk/clustalw), Expasy (http://www.expasy.org/tools/pi_tool) programlari

kullanilmistir.

Bu acidan elde edilen dizi bilgileri, oncelikle NCBI’daki benzer genlerin
bulunmasi i¢in BLAST (NCBI’daki temel hizalama ve arama araci; niikleotid veya protein
dizilerini karsilastirarak ve aralarinda yerel benzerlik bularak homolog niikleotidleri ve
proteinleri tanimlamak i¢in kullanilmaktadir, http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi)
programi kullanilmistir (Altschul ve ark., 1997). Niikleotid dizilerinin ¢oklu hizalanmasi
ClustalX programi ile tam hizalama secenegi ile gerceklestirilmis ve buradan elde edilen
dizileme, farkli formatlarda kaydedilerek (Fasta, Nexus, NBRF/PIR) SplitsTree4 programi
yardimi ile Kimura2 parametresi kullanilarak Neighbour Joining (NJ) veya Unweighed
Pair Group Method of Aritmetic Averages (UPGMA) metodlar1 ile dendongramlari elde
edilmistir (Thompson ve ark., 1997; Huson ve Bryant, 2006). Bu islem her gen bolgesi

icin ayr1 ayr1 hem niikleotid hem de amino asit dizilerine uygulanmaistir.
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Bunun diginda DnaSP V5.10 programi kullanilarak gen dizilimleri Mega formatina
doniistiiriilmiis ve Mega 7 programinda clustalw [eszamanli hizalama degerleri (10-0.1),
¢oklu hizalama degerleri (10-0.2), DNA agirligi Matrisi (ClustalW 1.6)] yapilarak, Jukes-
Cantor veya Kimura-2 parametrisi ile istatistiksel metod olarak NJ veya UPGMA
metodlari, filogenetik test metodu olarak Bootstrap (1000 tekrar) ile dendogramlar elde
edilmistir (Kumar ve ark., 1993; Rozas ve ark., 2003). Populasyonlar i¢in toplam bdolge
sayisi, polimorfik bolge sayisi (S), haplotip sayisi (h), haplotip farklilig1 (Hd: haplotype
diversity), niikleotid farkliligi (Pi: nucleotide diversity) degerleri DnaSP 5.10 ve
ARLEQUIN 3.11 programlar1 kullanilarak her gen boélgesi icin ayr1 ayri olacak sekilde
belirlenmistir. Ayrica immiin sistemdeki polimorfik genlerle iliski olusturulan verilerin
bulundugu IPD (Immuno Polymorphism Database-http://www.ebi.ac.uk/ipd/)’deki daha
onceki ¢aligmalarda elde edilen hastaliklarla iliskisi kanitlanmis DQA, DQB ve DRB3 gibi
genlerin farkli allellerinin dizileri 3.8.’de tanimlanan formatlarda bilgisayara kaydedilerek,

mevcut dizilerle birlikte analiz edilmistir.
3.10. Etik Kurul Onay Bilgileri

Etik kurul adi: K.S.U. Ziraat Fakiiltesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu
Etik kurul kararinin sayisi: 2016/01-01.
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4. BULGULAR VE TARTISMA

4.1. Kan Orneklerinden Genomik DNA izolasyonu

Bu ¢alismada, Amasya-Merzifon (Inalani, Derealan ve Asagibiik kdyleri) ve Kars-
Sarikamis (Karakose koyii) bolgelerinden elde edilen 67 adet Yerli Kara sigir kanindan
(29, & - 38, ), boliim 3.3.’de ayrintil1 bir sekilde anlatilan yontemler kullanilarak, basarili
bir sekilde DNA izolasyonu gerceklestirilmigtir. DNA &rneklerinin izolasyon etkinligi
%1°lik agaroz jel elektroforez ile kontrol edilmistir (Sekil 4.1 ve 4.2). DNA 6rneklerinin
genotiplendirme analizlerinde kullanilabilecek kalitede safliga ve konsantrasyona sahip

oldugu gozlenmistir.

M1 2 3 4 5 67 8 9101112131415161718\’[

10 kb = :f."”'-'-'—~h~..~~~'-—ﬁ :
= .

. |
e
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1000 be >
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Sekil 4.1. Yerli Kara DNA izolasyonlarinin jel goriintiisii (Amasya-Merzifon). (M: 1 kb
DNA standardi-Thermo Scientific).
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Sekil 4.2. Yerli Kara DNA izolasyonlarinin jel goriintiisii (Kars-Sarikamis). (M: 1 kb DNA
standardi-Thermo Scientific).

4.2. Hedef Gen Bolgelerinin PZR Optimizasyonu

Yerli kara sigir ornegi icin belirlenen genlerle ilgili NCBI’da higbir dizi
bulunmamasindan dolayi, kullanilan Bos taurus genomundan (Cizelge 3.1) (BTAZ23;
AC 000180.1) tasarlanan primerler ile konvansiyonel PZR amlifikasyon c¢alismalar
yuritilmustiir. 3.4.1 ve 3.4.2°de bahsedilen sekilde tasarlanan primer ¢iftleri ve gradient
PZR islemi tiim gen ekzonlarina (DMA-E2,3,4, DMB-E2, DQA1-E2, DQA2-E3, DQA5-
E3, DQB-E2, DRA-E2, DRB2-E2, DRB3-E2, DYA-E1,E2,E3,4, DYB-E3, LMP2-E2 ve
LMP7-E3,4,5) uygulanmistir (Sekil 4.3). Primer sicakliklarinin belirlenmesi i¢in yapilan
gradient PZR ile primer sicakliklari tam olarak belirlenmistir. Bunu i¢in tek DNA
(YKD17) ornegi kullanilarak 12 farkli sicaklik kullanilmistir (Cizelge 3.2). Bu
sicakliklardan en uygun olani ile diger ornekler (YKDI1-67) 16’11 seriler halinde PZR
yapilmistir. Calisilan her 6rnek icin kullanilan DMA-E2,3,4, DMB-E2, DQA1-E2, DQA2-
E3, DQA5-E3, DQB-E2, DRA-E2, DRB2-E2, DRB3-E2, DYA-E1,E2,E3,4, DYB-E3,
LMP2-E2 ve LMP7-E3.4,5 primer ciftleri (ileri ve geri) ile PZR iiriinii elde edilmistir.
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M1 2 3 456 7 8 9 101112

ooome s DAAT2SA 1000 bg —>
s (1081 bg) 500 be
DMB-E2
500 bg (302 bg)
M 1 2 3 4 5 67 8 91011 12 M 12 34567 8 9101112
1000 bg 1000 bg
500 b 5
500 be DQA1-E2 00 be D(ggzbm
(310 bg) <)
1 23 456789 101112M M
E - e e T L L L T E
—
= | o
1000 b o
g 2 E 1000 bg
DQAS-E2 g < S00bg =4 500 b¢
(338 bg) s DQB-E2 -
(374 bg) »
M1 23 45 6 78 9101112
T I T J
c B H
—
—
1000 be g 1000 bg
=/
500 bg —> L DRB-E2
- * DRA-E2 (394 bg) 500 be
= N
=f (305 bg)
23 4567 8 91011 1 2 34567 89 101112M
- - e LT T T
1000 be -
DRB3-E2 s00b ; E <—1000 bg
(414 bg) ¢ b : =
B oaom - 500 be
DYA-E1_ B Hﬁinﬂﬁlu--_
(179 bg) ‘ - -
2 34 56 7 89 101112M M1 2 34 56 7 8 9101112
TS OO D@D D L
K -
- DYA-E3,4
E 1000 bg (1159 bg)
= 500 bg
o
DYA-E2 -
(316 bg) &

Sekil 4.3. Hedef gen bolgelerinin gradient PZR jel goriintiisii (A-O), gradiyent PZR
sicakliklart (P) (M: 100 b¢ DNA standardi).
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1 2345678 9101112M
&

moOoesme e

DYB-E3
(307 bg)
M1 2 3 456 7 89 101112
O 1 40C 7 512C P
2 405C 8 536C
LMP7-E34,5 3 42 C 9 56 C
1000 b¢ —> (1102 b;) ’ 4 44 C 10 58 C
500 b 5 464C 11 595C
¢ 6 488C 12 60C

Sekil 4.3. Devami.

Sekil 4.3 incelendiginde, YKDI1-67 ornekleri i¢in kullanilacak PZR
amplifikasyonunda DMA-E2,3,4 bolgesi i¢in 7 nolu yapisma sicakligin (51,2 °C) yaklagik
uzunlugu 1081 bg¢ olan hedef bolge i¢in ideal oldugu gorilmistiir (Sekil 4.3.A). Diger
bolgeler ele alindiginda, 338 b¢’lik DQAS-E3 ve 316 bg’lik DYA-E2 bdlgeleri i¢in 8 nolu
yapisma sicakligmin (53,6 °C) (Sekil 4.3.E,K), 394 bg¢’lik DRB2-E2 bélgesi igin 9 nolu
yapisma sicakligr (56 °C) (Sekil 4.3.H), 310 bg’lik DQA1-E2, 307 bg’lik DYB-E3 ve 158
bg’lik LMP2-E2 bélgeleri igin 10 nolu yapisma sicakliginm (58 °C) (Sekil 4.3.C, M, N),
302 bg’lik DMB-E2, 374 b¢’lik DQB-E2, 305 bg’lik DRA-E2, 414 bg’lik DRB3-E2 ve 179
b¢’lik DYA-E1 bélgeleri i¢in 11 nolu yapisma sicakliginin (59,5 °C) (Sekil 4.3.B, F, G, 1,
J) ve 389 b¢’lik DQA2-E3, 1159 b¢’lik DYA-E3,4 ve 158 b¢’lik LMP7-E3.4,5 bolgeleri
icin 12 nolu yapisma sicakhginin (60 °C) (Sekil 4.3.D, L, O) uygun olabilecegi

belirlenmistir.

4.3. Yerli Kara BoLA Bolgelerinin Klonlanmasi

Hedef bolgelerin dogrudan dizilenmesi isleminde okunmamast veya hatal
okunmasi durumlarinda, ayrica farklilik arz eden orneklerde hedef bdlgeler klonlama
vektorii olan pGEM-T Easy’e aktarilmistir. E.coli’de replike olan bu vektér ampisilin
diren¢ genine sahiptir. Bu vektdriin en énemli 6zelliklerinden birisi klonlama bolgesinin
acik uglu olmasi ve 3’°-5° uglarinda timin (T) bulundurmasidir. Bununla birlikte kullanilan
DNA polimeraz enzimlerinin (Thermo Tagq DNA Polymerase ve Thermo Maxima Hot
Start Taq DNA Polymerase) PZR iiriinlerinin 3°-5° uclarina adenin (A) eklemesi 6zelligi

kullanilarak transformat plazmidler elde edilmistir (Bkz. 3.5). Daha sonrasinda transformat
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vektorler CaCl, metodu ile E. coli DHSa’ya aktarilmistir. Segilen beyaz koloniler diger bir
degisle transformat hiicreler 50 pg/ml amphisilin igeren sivi LB’de gelistirilerek plazmid
izolasyonu gerceklestirilmistir. Elde edilen plazmidler ve pGEM-T Easy vektorii % 1,5’ 1uk
agaroz jelde birlikte kosturulmustur (Sekil 4.4).

M 4+ P4 P6 P8 P10 P11 P12 P13 P14 P15 P16 P17 P18 P19 P21 P22

10 000 be

3000 bg >

1000 b¢=>

Sekil 4.4. E. coli DH5a’dan izole edilen transformat plazmidler. M: 1 kb DNA standarti, +:
PGEM-T Easy vektorii , P4-P22: izole edilen plazmidler.

Izole edilen transformat plazmidlerdeki hedef bolgelerin varliginin belirlenmesi icin
her bolge kendine 6zgii primerler ile PZR amplifikasyonu gerceklestirilmistir (Sekil 4.5).
PZR sonuglart % 1,5’lik agaroz jelde goriintiillenmis ve hedef bolgeleri igerdigi tespit
edilen plazmidler saflastirilarak dizileme calismalarinda kullamlmak iizere — 20 °C’de

stoklanmustir.

3000 bg

.

2,3,4 (1081 bg)

LMP7-E34,5(1102 b¢)

DMA-E

1500 bg
1200 bg

1000 bg

DYA-E2(316 be)

DQB-E2 (374 be)

.- .
. .
)
et
.
—
.
=]
.-

DYB-E3 (307 be)

DRA-E2 (305 bg)

500 bg

LMP2-E2(158 bg)

! i
: B

Sekil 4.5. Transformat plazmidlerdeki hedef bolgelerin, kendi primerleri ile
gerceklestirilen PZR sonucu. M1: 100 b¢ DNA ladder (Thermo Scientific), M2: 100 bg
DNA ladder (Vivantis).
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4.4. BoLA-DMA ve -DMB Gen Bolgelerinin Karakterizasyonu

4.4.1. BoLA-DMA gen bolgesi ve yerli kara si@ironda DMA boélgesinin niikleotid
dizilenmesi

BoLA smif II histokompatibilite molekiilii veya DM a zincir Onciisii, kisaca BoLA -
DMA bogesi, bu bolge diger MHC bolgeleri gibi insanlardaki benzeri dikkate alinarak
aciklanmistir. HLA-DMA, HLA smf II alfa zinciri paraloglarina aittir. Bu sinif II molekiil,
bir alfa (DMA) ve bir beta zincirinden (DMB) olusan bir heterodimerdir ve her ikisi de
mebran i¢inde sabitlenmislerdir. Hiicre i¢i vezikiillerde (keseciklerde) bulunur. DM, CLIP
(Class ll-associated invariant chain peptide: smf II iliskili degismez zincir peptid)
molekiiliiniin peptit baglama bolgesinden salinmasina yardimci olarak MHC simif 11
molekiillerinin peptid yiiklenmesinde merkezi bir rol oynamaktadir (Alvaro-Benito ve ark.,
2015). CLIP veya Smif II'ye bagl degismez zincir peptidi degismez zincirin MHC sinf 11
oluk ile baglanan kismidir ve MHC reseptorii tamamen monte edilinceye kadar orada kalir.
CLIP'in amaci, endo/lizozom i¢cinde MHC II lokalizasyonu Oncesinde kendi peptit
fragmanlarinin baglanmasini 6nlemektir. MHC II montaji1 sirasinda, degismez zincir, MHC
II kompleksiyle kompleks olusturur. MHC II bdlmesi olarak adlandirilan 6zel bir
endozomda, katepsin S degismez zinciri parcalayip CLIP MHC II kompleksine baglanir.
Antijen peptid fragmanlarinin varlifinda HLA-DM MHC II molekiiliine baglanir ve CLIP
salinir ve peptitlerin baglanmasina izin verir. Baglanmig antijen ile MHC II sonra sunum
icin hiicre zarina nakledilir. HLA-DO, HLA-DM tarafindan katalize edilen reaksiyonu
inhibe edebilir. Simif II molekiilleri, antijen sunan hiicrelerde (APC: B lenfositleri,
dendritik hiicreler, makrofajlar) ifade edilir (Alvaro-Benito ve ark., 2015). Insanlardaki
HLA-DMA’nin alfa zinciri yaklasik 29194 Da biiyiikliigiinde 261 amino asit uzunluguna
sahip, 5 ekzondan olusan bir bolgedir (UniProt, http://www.uniprot.org/uniprot/Q31604).

Ekzon 1 lider peptidi kodlarken, ekzon 2 ve 3 iki ekstraseliiler bolgeyi kodlar ve ekzon
4’de zar gecis alanin1 ve sitoplazmik kuyrugu kodlamaktadir (Zwart ve ark., 2005). HLA-
DMA boélgesinden eksprese olan protein sigirlardaki karsiligi olan BoLA-DMA proteinine
%84 oraninda benzemektedir (Childers ve ark., 2006).

DMA gen bolgesi insanlarda 5 ekzondan olusurken sigirlarda 4 ekzondan meydana
gelmektedir. Sigirlardaki DMA gen bolgesi, 23. Kromozomun (AC_000180.1) 23g12-g13
bolgesinde, yaklasik uzunlugunda 3052 bg¢ (7204350..7207401) olan linear bir gen
bolgesidir. BoLA-DMA proteini 260 amino asit uzunlugunda, molekiiler agirligi yaklasik

28883.01 Da ve izoelektrik noktas1 (plI) 4.47 olan bir proteindir. Tahmini yarilanma siiresi
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memeli retikiilositlerinde 30 saat (in vitro), mayalarda >20 saat (in vivo) ve Escherichia
coli’de (in vivo) >10 saat seklindedir. ilk 26 amino asit signal peptit bolgesini, 234 aa
olgunlagmis polipeptidi olustururken, 41—123 aa alfa domainin, 216—250 C-terminal
domani ve 126—218 aa aras1 immiinoglobulin domanini olusturmaktadir (Niimi ve ark.,
1995; Hess ve ark., 1999; (RefSeg-https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/?term=BoLA-
DMA,; Expasy-protparam, http://web.expasy.org/protparam/).

Calismanin bu kisminda, BOLA-DMA gen bolgesinin niikleotid dizi 6zelliklerinin

belirlenmesi i¢in tim 6rnekler PZR islemi, dizileme ve niikleotid dizi analizi yapilmistir.

4.4.1.1. DMA geninin pzr amplifikasyon sonucu

Yerli kara sigir 6rneklerindeki BoLA-DMA gen bolgesini olusturan ekzon II, III ve
IV i¢in 3.4.1°de bahsedilen sekilde tasarlanan primerler kullanilarak (Cizelge 3.1) PZR
islemi gerceklestirilmistir. PZR reaksiyonu, 3.4.2’de detaylandirilan PZR sartlari
kullanilarak yapilmis ve ¢ogaltilan bolge % 1,5’lik agaroz jelde goriintiilenmistir (Sekil
4.6-7). Hedef bolge yaklasik 1081 bg¢ (ekzon uzunluklari; 279-126-5 bg) uzunlugunda

lineer bir bolgedir.

1000 DMA-E2,34
b¢ 1081 b¢
M 202122 232425 26 2728293031 323334 35363738
PRSI [T I [T ICITAEC o) €Z 2t L SN 2
b¢

Sekil 4.6. YK 1-38. orneklerinde DMA-E2,3,4 bolgesinin PZR ile ¢ogaltilmasi sonucu elde
edilen jel goriintiisii. M: 100 b¢ DNA standardi.
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M 38 39 40 41 42 43 44 45 46 47 48 49 50 51 52
L L= Dol e e e S S S5 = = =

1000
be¢

DMA-E2,34
1081 bg

M 5354 55 56 57 58 59 60 61 62 63 64 65 66 67
-EEEOEEE e e e = - .

Sekil 4.7. YK38- 67. drneklerinde DMA-E2,3,4 bolgesinin PZR ile ¢ogaltilmasi sonucu
elde edilen jel goriintiisii. M: 100 b¢ DNA standardi.

4.4.1.2. DMA-E2,3.4 niikleotid ve amino asit dizisi

YK-DMA-E2,3,4 bolgesinin her iki zinciri de ileri ve geri primerleri kullanilarak
niikleotid dizisi belirlenmistir (1081 bg). Tiim 6rneklerden elde edilen dizi bilgileri farkli
formatlarda kaydedilmistir. 3.6’da ayrintili bir sekilde bahsedildigi gibi hedef bolge igin
farkli olarak diisliniilen Orneklerin kromatogramlarina bakilarak YK1-16-DMA-E2,3,4
seklinde konsensiis dizileri belirlenmistir (Sekil 4.8). Gen bolgesinin tam dizisi

kullanilarak amino asit dizileri elde edilmistir.

Kiimeleme islemi ve niikleotid dizilerinin kromatogram pik yiikseklikleri

incelenerek elde edilen konsensiislerin niikleotid dizileri ek ¢izelge C.2’de ayrintili olarak

verilmistir.
CA A A ]Eni\ cccTTCCT l?"( AGCTYCCC \é’OG CTGCTCC ::'JYJ CCCCACG CaA JLﬂ AG ACATCCT :EO CCGACCTG ,:,in:\ CTGCATGT :(J}G

) , i A A f \ |

fi » . \ X " Ao N A fl

N Y T WA aa T PR iy H
f VI A N s | | .w“.‘||‘ i N {I“n . | f ,l" . f

YT T \‘u"'l“\.h". hl' m \'w“e‘.'..‘l‘ iy N A L LA [ AL A .H
' [ IIH‘ III‘I\\”I"‘\I‘I f ‘.'v'\‘\l‘\IIIF\‘I‘IHI Iy_‘v.}',ul‘llf"l\‘ A M I‘u"l‘lf‘\l‘-.‘lll | I‘“I‘I‘\ ‘IHJ
a8 G YUY SRR Lyt AR N R R SUARERE
J.-NA e N L"‘ ";\.; LM_‘J,LL__:_.__A.L_L'. Id;_:_.-; j__‘lll_iJJﬁJvﬂLl_ _"-:_'F,_ _'"_-_’_-‘.ﬁl;i]'«j'_&‘z;:_j _"L_L Rzi{;L-_*;\"‘-'.__l —-—_"\_JL—_“_cﬂ—_’I\A'.;:!___.,I\‘-':-__.-__."’! }}__Ik \ }.'x‘r'.._:- f__L‘_r:

Sekil 4.8. YK-DMA-E2,3,4 bolgesinin ileri primer ile elde edilen dizilime ait kromatogram
gorlintiisiinlin bir kism1 6rnek olarak gosterilmistir.
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Konsensiis dizileri ve referans gen bolgesi dncelikle ClustalX programi yardimi ile
Fasta, Phylip, Nexus ve Clustal fromatlarinda kaydedilmistir. Daha sonrasinda Bioedit ve
Clustal Omega programi kullanilarak hizalanmistir ve farkliliklar1 belirlenmistir (Sekil

4.9).

DMA-E2_3_4-AY957499.1 321 TGGGGTGAGA CCCTTCTCCC TGGAAGCCGG GTTCCTTTGT GGGGCTGAAG AGAGGTGGAC CCATGGGAGG GCTTGTTTCT 400

YK1-DMA-E2_3 4 0 B € Y 356
YK2-DMA-E2_3_4 277 Gt e e P 356
YK3-DMA-E2_3 4 0 356
YK4-DMA-E2_3 4 276 Guen e T et ettt et e et et et e e 355
YK5-DMA-E2_3_ 4 0 O 356
YK6-DMA-E2_ 3 4 27T e e e e e e e e 356
YK7-DMA-E2_3_4 0 356
YK8-DMA-E2_3_4 277 e e L 356
YK9-DMA-E2_3 4 0 356
YK10-DMA-E2_3_4 277 e e e e e e e e 356
YK11-DMA-E2 3 4 2L 356
YK12-DMA-E2_3_4 277 e e e e e e e e 356
YK13-DMA-E2_3 4 0 356
YK14-DMA-E2_3_4 277 e e e e e e e e 356
YK15-DMA-E2_3_4 277 ... N A B i [T 356
YK16-DMA-E2_3 4 0 Y 356
Clustal Consensus 1 1
410 420 430 440 450 460 470 480

DMA-E2_3_4-AY957499.1 401 CCACCTGGCC TTGTTCAGGC CATTCCCGCT CTGTGCCGAG CTCAGTATTC CCAGTCTCGG GGTCTGCCCT GTCATAGACA 480

YK1-DMA-E2_ 3 4 357 WO . ... .. SN, .. RN C.... SN, . ... N . L. cieeaeeen 436
YK2-DMA-E2_3 4 357 WA R R L R A et heeeeeaes 436
YK3-DMA-E2_3_4 357 ... N, .. N . O . R 436
YK4-DMA-E2_3_4 BEic ... . TEERERE . BN R L . e e 435
YK5-DMA-E2 3 4 B ... . T - AN Y 436
YK6-DMA-E2_3_4 57 W oo o R R oo o e 436
YK7-DMA-E2_3 4 KEWL 0000000 RN e o o IR R . . T, 436
YK8-DMA-E2_3_4 357 . ... .. NS, ..., RN ... .. SRR . ... .. TR ... .......0.00 ceecennaes 436
YK9-DMA-E2_3_4 KEYE . o SO R 0 0 0 o RN (S .0 oo o MNP . . 436
YK10-DMA-E2_3 4 KE 7/ o R | SRR o o ol RRRRY - o o o gl o o o VSNSRI 436
YK11-DMA-E2 3 4 SEVEEF. . .. ... SN AR Co oo R | . . WA T 436
YK12-DMA-E2 3 4 B ... A . ... ... W .. ... . ... . 436
YK13-DMA-E2_3 4 B57 .... N ... ... A G 100 o TR G o PP 436
YK14-DMA-E2_3 4 357 ... . ... .. SR, T.... . S Covenne svvens. . . NS, . ... (WS .. .......... 436
YK15-DMA-E2_3 4 357 G AR AR ... R, R . 436
YK16-DMA-E2_3 4 357JdEweNE,. ..., . UNNNY,.. . W .. ......... ... L., ... ......... 436
Clustal Consensus 1 1
490 500 510 520 530 540 550 560

DMA-E2_ 3 4-AY957499.1 481 GCCACGTCAT CCCCAACAAG GTCTCGGGGC TGATCAGCTC CCCTTTTTCT CCAGTGCCCC AGAACGCGCT GCCCTCTGAT 560

YK1-DMA-E2_3_4 437 516
YK2-DMA-E2_3_4 437 516
YK3-DMA-E2 3 4 437 516
YK4-DMA-E2_3_4 436 515
YK5-DMA-E2_3_4 437 516
YK6-DMA-E2_3_4 437 516
YK7-DMA-E2 3 4 437 516
YK8-DMA-E2_3_4 437 516
YK9-DMA-E2 3 4 437 516
YK10-DMA-E2 3 4 437 516
YK11-DMA-E2_3 4 437 516
YK12-DMA-E2_3 4 437 516
YK13-DMA-E2_3 4 437 516
YK14-DMA-E2_3 4 437 516
YK15-DMA-E2_3_4 437 516
YK16-DMA-E2 3 4 437 516
Clustal Consensus 1 1

Sekil 4.9. Referans DMA-E2,3,4 (Ac.N0:AY957499.1) ve YK-DMA-E2,3,4 bolgesinin
konsensus dizilerinin hizalanmasinin bir kismiu.

Niikleotid hizalama iglemi sonunda intron bolgelerinin de igerisinde bulundugu
konsensiis dizilerinde en fazla niikleotid farkliik YK-16-DMA-E2,3,4 nolu konsensiis
dizisinde (18 niikleotid), en az farklilhik YK-6 ve YK11-DMA-E2,3,4 nolu konsensiis
dizilerinde (1 niikleotid) gézlemlenmistir. Bu sonugclar ¢izelge 4.1°de verilmistir. Cizelge
incelendiginde DMA-E2,3,4 bolgesinde genetik polimorfizmi ve alelik varyasyona sahip

91 polimorfik niilkeotid farkliligin bulundugu goriilmiistiir.

82



Cizelge 4.1. YK-DMA-E2,3,4 konsensiis dizilerindeki niikleotid farkliliklar.

Nﬁ.kle()ﬁd 48 50 53 78 96 99 122 186 232 235 245 321 329 342 348 352 370 372 394 422 434
Pozisyonlari

524 657 664 686 690 692 696 706

Konsensiis T C C C C A T G T C C T G G C T G G T A T

DMA-E2,3,4-
AY957499.1

YK1-DMA-
E2,3,4

YK2-DMA-
E23,4

YK3-DMA-
E2,3,4

YK4-DMA-
E2,3,4

YK5-DMA-
E2,3,4

YK6-DMA-
E2,3,4

YK7-DMA-
E2,3,4

YK8-DMA-
E2,3,4

YK9-DMA-
E2,3,4

YK10-DMA-
E2,3,4

YK11-DMA-
E2,3,4

YK12-DMA-
E2,3,4

YK13-DMA-
E2,3,4

YK14-DMA-
E2,3,4

YK15-DMA-
E2,3,4

YK16-DMA-
E2,3,4

Ozet 1A 1T e 4G 26 2¢c 1K° 1T 1Cc 1T 2Y 3G 1A 1T 1G 1G 1A 1A 1G 1T i,

1A,
1c 1A 2C, 1C 1A 1C 1A 1G
2S

*K:GveyaT, Y:TveyaC,S: GveyaC.
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Cizelge 4.1. Devami.

Nikleotid 209 293 704 705 735 742 761 767 773 785 787 792 801 811 821 822 828 820 860 872 977 994 ggg 100 100 100 100  Toplam
Pozisyonlari 0 1 2 3 Farklhhik
Konsensis A G A G G A T G G A A T T 6 A T T A G A C A T c T T T
DMA-
E2,3,4- 0
AY957499.1
YKL-DMA-
E234 w B 7
YK2-DMA- 5
E234
YK3-DMA- 3
E234
YK4-DMA-
E23,4 A 6
YK5-DMA-
E2,3,4 R >
YK6-DMA- )
E234
YK7-DMA-
oy c A T R A cC G 7
YK8-DMA-
o c T A cC A c 14
YK9-DMA-
E2,34 i R 6
YK10-DMA- .
E234
YKI1-DMA- )
E234
YK12-DMA-
oo c G ¢ A C A 7
YK13-DMA-
E234 R &
YK14-DMA-
E234 R 5
YK15-DMA- -
E234
YK16-DMA-
oo c T T cC ¢ ¢ c C A A cC T C 18
Ozet 1Ic 1T 1C 1A 1T 2w 1C 2T 1C 2¢ 1C 1C 16 1C 1C 1A 2A 2C 2A 6R 1A 1C 2A 1T 1IC 2C 1G o1

*W: Aveya T, R: Gveya A
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DMA-E2,34 icin Dbelirlenen konsensiis dizilerindeki intron bdlgelerinin
uzaklastirilmasi ve ekzon bolgelerden sentezlenen protein dizisindeki amino asit farkliliklar
belirlemek i¢in clone manager programinda deneysel diziler karsilastirilarak amino asit

dizileri belirlenmistir (Sekil 4.10).

Reference BOLA-DMA »
mMRNA-DMA .| I
DMA-E2, 3,4 T

YK1-DMA-E2,
YK2-DMA-E2,
YK3-DMA-E2,
YK4-DMA-EZ2,
YK5-DMA-E2,
YK6-DMA-E2,
YK7-DMA-EZ2,
YK8-DMA-E2,
YK9-DMA-E2,
YK10-DMA-E2,
YK11-DMA-E2,
YK12-DMA-E2,
YK13-DMA-E2,
YK14-DMA-E2,
YK15-DMA-E2,
YK16-DMA-E2,

Wwwwwwwww
SN S S oS oSN o~ o~
BB D D DD DD

W wwwwww-
Y
L R S A A

Sekil 4.10. Niikleotid konsenstis dizilerinden mRNA bolgesinin elde edilmesi ve aa dizilerinin
belirlenmesi (Referans: mMRNA-DMA, Ac. No. NM_001012674.2, YK1-16 Kkonsensiis
dizileri, mavi bolgeler ortak noktalar1 ve ekzon bolgelerini gostermektedir).

DMA-E2,3,4 niiklotid konsensiis dizileri kullanilarak elde edilen DMA-mRNA (783
b¢ uzunlugunda) dizilerinden yola ¢ikilarak 6 farkli haplotip belirlenmistir (in silico). YK1 ve
YK2 ayni haplotiplere sahipken, YK3,4,5,6,8 ve 9 nolu konsenstis dizileri farkli haplotiplere
sahip oldugu bulunmustur (Cizelge 4.2). Burda dikkat ¢eken nokta ise niikleotid dizisinde
belirlenen 91 polimorfik niikleotid bolgesinin 22 ye diismesidir. Bunun en 6nemli nedeni
mRNA  dizisi lzerinde belirlenen farkliliklarin  tamaminin  ekzon bdgelerindeki

polimorfizmden kaynaklandigidir.

Cizelge 4.2. DMA boélgesinden transkripte olan mRNA niikleotid dizisi

Niikleotid Pozisyonlari 376 378 406 424 427 450 514 560 563 573 649 775 FTa Or‘l’('l":‘lrﬁ(
Konsensiis T C C C A T G T C C T G
DMA-mRNA-NM_001012674.2 0
YK1-DMA-mRNA . . G . . . . . . . G 2
YK2-DMA-mRNA . . G 2
YK3-DMA-mRNA . . G . . . T 2
YK4-DMA-mRNA G T K Y G 5
YK5-DMA-mRNA . . . G ¢ 2
YK6-DMA-mRNA . . . . . . . . . Y 1
YK7-DMA-mRNA 0
YK8-DMA-mRNA . . G G ¢ . . c T . . A 6
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Cizelge 4.2. Devami

Niikleotid Pozisyonlart 376 378 406 424 427 450 514 560 563 573 649 775 omam

YK9-DMA-MRNA AT . . . . . . . . . . 2
YK10-DMA-MRNA 0
YK11-DMA-MRNA 0
YK12-DMA-MRNA 0
YK13-DMA-MRNA 0
YK14-DMA-MRNA 0
YK15-DMA-MRNA 0
YK16-DMA-MRNA . 0

Ozet W2 46 26 2¢ 1K 1T 1C IT 2 3G 1A 22

*K:GveyaT, Y: T veyaC.

Elde edilen amino asit dizileri (260 aa uzunlukta) NCBI’da Blast yapilarak hedef
bolge oldugu teyit edilmistir (Sekil 4.11). DMA proteinin ilk 1-26 amino asitlik boliimii
signal peptid dizisini, 41-123 alfa domainini, 126-218 immunoglobiilin domaini ve 216-250
arast C-terminal domainin olusturmaktadir (Sekil 4.11). Cl set domainleri klasik Ig
(immunoglobiilin) benzeri bolgelerdir ve sadece bagisiklik sistemi molekiillerinde bulunurlar
(Zajonc ve ark., 2005). BoLA-MHC genleri immiinoglobulin multigen siiperfamilyasina aittir.
Ayni zamanda bu familya T-hiicre reseptorleri ve antikorlarida icerir, bu molekiillerin ortak

bir atadan evrimlestigi diisiiniilmektedir (Miyauchi ve ark., 1990).

1 0 108 150 200 60

Query seq. i ————— e —————————

Specific hits IGet

Non-specific IgC_MHC_II_alpha

e Cl-set Cl-set_C
Superfanilies . MHC_II_alpha superfamily | Ig superfamily Cl-set_C superfamil

Sekil 4.11. YK8-DMA-PR’nin sahip oldugu domainler, kirmizi renkle gosterilen alfa
domaini, yesil renkle gosterilen immunoglobiilin Cl-set domaini ve sar1 renkli bolge C-
terminal domaini gostermektedir.

Belirlenen YK-DMA haplotiplerinin olusturdugu proteinlerinin NCBI  Blast
sonuclarina gore; Bos taurus’dan eksprese olan MHC smuf II DM alfa zincirine (Ac. No:
NP_001012692.2) benzerlik orant YK6 ve 9 %99.,6, YK1, 2 ve 3 %99,2, YK4 %98,5 ve YK8
%97,7 olarak bulunmustur. Ayrica YKI1-2 inin molekiiler agirhgr 28727.81, YK3’iin
28986.13, YK4’iin 28727.28, YK6’nin 28880.23 ve YK9’un 28848.99 olarak hesaplanirken
pl degerleri 4,47 olarak belirlenmistir (in siliko). YKS molekiiler agirligi 28880.01, pl degeri
4,54 iken YK8’in molekiiler agirligi 28953.10 ve pl degeri 4,60 olarak hesaplanmistir. Amino

asit pozisyonlarina bakildiginda; YKI1-2 icin 136. pozisyondaki prolin—alanine ve 217.
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pozisyondaki triptofan—glisine, YK3’de benzer sekilde 136. pozisyondaki prolin—alanine
doniistirken ~ 172.  pozisyonda  glisin—triptofana  donlismiistir. YK4’de 126
(fenilalanin—valine) ve 217 (triptofan—glisine), YK5’de 142 (prolin—alanine) ve 143
(asparajin—histidin), YKS8’de 136 (prolin—alanine), 142 (prolin—alanine), 143
(asparajin—histidin),187 (fenilalanin—serine) ve 188 (serine—fenilalanin), YK9’da 126
(fenilalanin—izoldsin) amino asit pozisyonlarinda degisimlere rastlanmistir (Sekil 4.12).
Belirlenen tiim farkliliklarin IgC1 domaninde olmasimin en 6nemli nedeni olarak antijenlere

karis1 antikor fonksiyonu gérmelerinden kaynaklandig: diistiniilmiistiir.

DMA-PR-NP_001012692.2 1 MDHELSQEAR W ) A PAP 0 VALS ESYDEDQLE'S FDFSQSIRV 80
YK1-DMA-PR 1 80
YK2-DMA-PR 1 80
YK3-DMA-PR 1 80
YK4-DMA-PR 1 80
YK5-DMA-PR 1 80
YK6-DMA-PR 1 80
YK8-DMA-PR 1 80
YK9-DMA-PR 1 80
Clustal Consensus 1 80

DMA-PR-NP_001012692.2 81 160
YK1-DMA-PR 81 160
YK2-DMA-PR 81 160
YK3-DMA-PR 81 160
YK4-DMA-PR 81 160
YK5-DMA-PR 81 160
YK6-DMA-PR 81 160
YK8-DMA-PR 81 160
YK9-DMA-PR 81 160
Clustal Consensus 81 KAKAKAKKKK KAKAKAK KKK KAKAKKKKAK KKK KA KAKAK Khhkk KKk KKAKK KKKk K hAhkXK Kk KAKAAAX 156

DMA-PR-NP_001012692.2 NVTPAPSDLE SCIVTHEID TAIAFWVPQ NALPSDLLEN VLCGVAFGL 240

YKI-DMA-PR 161 e e e e e Gl i e e . 240
YK2-DMA-PR  LBL e e e e e G e e . 240
YK3-DMA-PR LB L e e e e e e e . 240
YK4-DMA-PR 161 e e K e e e G e e . 240
YKS5-DMA-PR LBl e e e e e e . 240
YK6-DMA-PR D161 e e K e e e e . 240
YK8-DMA-PR N . 240
YK9-DMA-PR 16l ......... e e e e e . 240
Clustal Consensus 157 *kkkkkkkkx K AkKkkkkx AKKKK* KK KKKKKKAKK KAKKKAKAKK KAKKKE Khk KAKKFKRKRK KAK KKK XK X 231

|
DMA-PR-NP 001012692.2 241 VLGIIVGLVL EFYCRKPCL 260

YK1-DMA-PR 2 260
YK2-DMA-PR 2 260
YK3-DMA-PR . 260
YK4-DMA-PR 241 L.l e 260
YK5-DMA-PR 241 . e 260
YK6-DMA-PR 241 ..o e 260
YK8-DMA-PR S R. 260
YK9-DMA-PR 241 L.l e 260
Clustal Consensus 232 FFFAFFAKFK xxAAxFAL K 25()

Sekil 4.12. Alt1 yeni BoLA-DM alleli tarafindan kodlanan alfa bolgelerinin tahmini amino asit
dizilerinin hizalanmasi. Numaralar olgunlasmis protein i¢indeki amino asit pozisyonlarini,
noktalar referans protein ile 6zdes amino asitleri gostermektedir (in silico).
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4.4.1.3. DMA-E2,3,4 bolgesinin filogenetik analizi

Yapilan calisma ile yerli kara sigir irkindaki BoLA-DMA-E2,3.,4 bolgesinin intron ve
ekzon bolgelerine niikleotid dizileri belirlenmistir. Bu diziler kullanilarak NCBI’da daha
onceden belirlenen BoLA-DMA gen bélgeleri ile beraber filogenetik analiz yapilmistir. Yerli
kara sigirmin DMA-E2,3,4 bolgesinin dizi bilgileri analiz edilerek, DNA polimorfizm
ozellikleri belirlenmistir (Cizelge 4.3). Yerli karada toplam 91 farkli bolge belirlenirken, bu
bolgelerin 55 tanesini polimorfik oldugu ve haplotip sayisinin 34 oldugu tespit edilmistir.
4.4.1.2’de bahsedilen haplotip sayisinin fakli belirlenmesinin en 6nemli nedeni DNAsp
6.10.01 programmnin ‘‘Y: T veya C’’ gibi heterozigot allellerinin ayr1 ayri programa
girilmesidir. Yerli kara sigirlarinda, haplotip farkliligi 0,998 + 0,007 olarak, niikleotid
farklilig1 0,00822 + 0,0000012 olarak hesaplanmistir. Yerli karalardaki haplotipler arasindaki
genetik uzakliklar 0,0010-0,0331 (ortalamasi: 0,0083) arasinda ve oldukca diisiik degerlerde
bulunmugtur. Yapilan ¢alisma ile yerli kara sigir irkindaki BoLA-DMA-E2.3,4 bdlgesinin
intron ve ekzon bolgelerine niikleotid dizileri belirlenmistir. Bu diziler kullanilarak NCBI’da

daha 6nceden belirlenen BoLA-DMA gen bdlgeleri ile beraber filogenetik analiz yapilmistir.

Cizelge 4.3. DMA-E2,3.4 bolgesinin dizisine gore DNA polimorfizm 6zellikleri

Ozellikler Genel
Toplam Bolge Sayisi 91
G+C 58,45
Polimorfik Bolge Sayis1 (s) 55
Haplotip Sayisi1 (h) 34
Haplotip Farklilig1 (Hd) 0,998 + 0,007
Niikleotid Farklilig1 (Pi) 0,00822 + 0,0000012

Yerli kara sigir ki igin olusturulan filogenetik agaglar Neighbor-Joining (NJ)
yontemi, Jukes—Cantor modeli ve Bootstrap metoduna (1000) dayanmaktadir. Dallar
iizerinde gosterilen degerler bootstrap degerleridir. Konsensiis dizileri filogenetik iliskileri
bakimindan referans diziye gore (niikleotid icin AY957499.1, mRNA i¢in NM_001012674.2
ve aa i¢in NP_001012692.2) niikleotid ve amino asit dizisi ayrimi %20 hesaplanirken mRNA
dizisi %50 seklinde belirlenmistir (Sekil 4.13). Tanimlanan YK-DMA bolgesindeki SNP’ler,

cins veya 1rk tipine gore benzer sekilde kiimelenmislerdir.
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o YKI-DMAEZ 3 4 WEE-DMA-mRNA YK6-OMA-AA
A B C
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“—\ms DMA-EZ 3 4 DMA-PR-NP_001012682.2
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YI1-DMA-mRNA

YRIDMA-AA
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YK120MA.E2_3_4 r YKEDMA mEMA YHE-DMAAA
YR16-DMA-E2 3 4 l YHE-DMA-mANA YKE-DMA-AA
—_— —
—
0.002 0 0005 0.002

Sekil 4.13. BoLA-DMA Konsensiis dizilerinin filogenetik agaclari. Yerli kara BoLA-DMA
allelerinin (YK1-16) 1081 bg’lik niikleotid dizilerinden olusturulmus Neighbor-joining agaci
(A), 783 bazlik mRNA dizilerinden olusturulmus Neighbor-joining agaci (B) ve 260 amino
asit uzunlugundaki dizilerden olusturulmus Neighbor-joining agaci (C).

NJ agacinin sonuglarina gore DMA bdlgesi ii¢ fakli ana kola (clade) ayrilmistir. Bu
kollardan ilkini yerli kara grubu olustururken, ikincisini insanlardaki (NM_006120.3-Homo
sapiens) DMA bélgesi ve  dglinci grub ise sigir (NM_001012674.2-Bos taurus
XM_005891381.2-Bos mutus, XM _019986197.1-Bos indicus), koyun (XM _012112128.2-
Ovis aries), kegi (XM_005696210.3-Capra hircus), bison (XM _010848579.1-Bison bison) ve
mandadan (KJ470674.2-Bubalus bubalis) olusmaktadir (Sekil 4.14). Sonug olarak c¢aligilan
yerli kara populasyonu diger oOrneklerden genetik olarak ayri oldugu goriilmiistiir. Bu
bolgenin farkl: tiirlerde korundugu diisiiniildiigiinde yerli kara sigir1 icinde bu goriisiin gegerli

oldugu sdylenebilir (Alvaro-Benito ve ark., 2015).

HLA-DM, klasik olmayan bir MHC sinif II proteinidir. Immiin sistemde, MHC igin
peptid repertuarini diizenler ve peptid degisimde katalizor gorevi goriir. Her ne kadar ayn1 gen
lokusundan eslenmelerine ragmen MHC simuf II proteinleri yiliksek derecede polimorfizm
sergilerken, HLA-DM i¢in diisiik degiskenlik gozlemlenmistir. HLA-DM aktivitesi direkt
olarak immiinodominant peptid sunumunu desteklediginden, HLA-DM (DMA veya DMB
zinciri) polimorfizmleri, otoimmiinite ve bagisiklik bozukluklar: i¢in énemli bir risk faktorii

olabilecegi diisiilmektedir. Ayrica HLA-DM polimorfik kalintilarnin HLA-DM katalitik

89



aktivitesi iizerinde énemli bir etkiye sahip oldugunu ortaya koymaktadir (Alvaro-Benito ve

ark., 2015).

YK9-DMA-E2,3,4
{YK14-DMA-E2,3,4
YK13-DMA-E2,3,4
- YK5-DMA-E2,3,4

YK1-DMA-E2,3,4
[ YK3-DMA-E2,3,4
YK11-DMA-E2,3,4

- YK15-DMA-E2,3,4 Bu
[ YK2-DMA-E2,3,4 caligma
YK4-DMA-E2,3,4

YK6-DMA-E2,3,4
DK?-DMA-E2,3,4
YK8-DMA-E2,3,4
- YK12-DMA-E2,3,4
100
I:KlO-DMA-E2,3,4
YK16-DMA-E2,3,4
NM_006120.3- Homo sapiens

KJ470674.2- Bubalus bubalis

XM_019986197.1- Bos indicus

100~ XM_012112128.2- Qvis aries
XM_005696210.3- Capra hircus
XM_010848579.1- Bison bison
NM_001012674.2- Bos taurus

551 XM_005891381.2- Bos mutus

95

99

0.05

Sekil 4.14. Yerli kara ve diger tiirlerdeki DMA bdélgelerinin filogenetik agaci.

Klasik MHC smuf II polimorfizmleri ile hastalik arasinda net bir baglanti olsa da,
HLA-DM varyantlariin genetik calismalart ve otoimmiinitesi tartismalidir. Ancak son
zamanlarda yapilan birka¢ otoimmiin hastalik (enflamasyona sebep olan, doku ve organlarda
hasar olusturan, viicudun kendi hiicre ve dokularina kargi immiin reaksiyonlarin olusumunu
saglayan hastaliklar) ve DMA bolgesi arasindaki iligkiyi gosteren ¢alismalar bulunmaktadir.
Heterodimer haricindeki HLA-DM varyantlarinin biyokimyasal ozellikleri simdiye kadar
incelenmediginden, biyolojik fonksiyonlarindaki potansiyel farkliliklari anlamada agik bir

molekiiler temel bulunmamaktadir. Yakin zamanda yapilan biyofiziksel ve yapisal calismalar,
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DM peptit degisim katalizinin genel mekanizmasi yani sira DO tarafindan DM inhibisyonu
izerine 151k tutmustur. Kiitle spektrometresi ile birlikte hidrojen-déteryum degisimini iceren
caligmalar, MHC-II'deki 3/10-sarmalin dinamik o&zelliklerinin, DM'ye duyarliligini
belirledigini gostermistir (Painter ve ark., 2011; Anders ve ark., 2011; Pos ve ark., 2012; Guce
ve ark., 2013).

Bugiine kadar insanlarda sadece dort HLA-DMA alleli agiklanmistir ve bu alleler bir
veya iki tek niikletotid polimorfizm icerdigi belirlenmistir. Bu tekli niikleotid polimorfizmleri,
olgun proteinin 140, 155 ve 184 pozisyonlarinda amino asit degisikliklerine neden olur
(Robinson ve ark., 2013). Buradaki dikkat c¢ekici nokta, belirlenen tiim farkliliklarin,
immunoglobiilin domaininde (126-218) olmasidir. Bu olgu yerli kara sigir irki i¢in de gecerli
goriilmektedir. 4.4.2.de anlatilig1 gibi yerli kara sigirinda belirlenen aa pozisyonlarindaki
degisikliklerin, sigirlarda goriilen bazi otoimmiin hastaliklara (Eosinophilic myositis,
Arthrogriposis congenita ve idiopathic bovine leucosis) karsit etkili olma potansiyeli
bulunmaktadir. Bu aa farkliklarinin yerli kara sigir irkina 6zgii olup olmadigi ileride yapilacak

caligmalar ile belirlenmeli ve hastaliklar ile iligkisi ortaya ¢ikartilmalidir.

4.4.2. BoOLA-DMB gen bolgesi ve yerli kara sigirinda DMB bélgesinin niikleotid
dizilenmesi

BoLA smif II histokompatibilite molekiilii, heterodimer beta zinciri veya kisaca
BoLA-DMB geni, tipki BoLA-DMA’da oldugu gibi sinif II bolgesi beta zinciri paraloglarina
ait bir gen bolgesidir. BOLA-DMA gibi peptid baglanma yerinden CLIP (smif II iligkili
degismez zincir peptid) molekiiliiniin serbest birakilmasina yardimci olarak MHC smif II
molekiillerinin peptid yliklenmesinde merkezi bir rol oynamaktadir. Smif II molekiiller,
antijen sunan hiicrelerde (APC: B lenfositleri, dendritik hiicreler, makrofajlar) ifade edilir.
Insanlardaki HLA-DMB bolgesinin, beta zinciri yaklasik 26-28 kDa'dir ve geni 6
ekzonigermektedir. Eksonlardan ilki lider peptidi kodlar, ekzon 2 ve 3 iki ekstraseliiler
domainleri kodlarken, ekzon 4 transmembran domaini kodlar ve ekzon 5 ise sitoplazmik
kuyrugu kodlamaktadir (Weber ve ark., 1996). Timoér immiinolojisindeki rolii
tanimlanmamistir, ancak yumurtalik kanserinde artmis T hiicre infiltrasyonu ve ilerlemis
prognoz ile pozitif korelasyon oldugu gosterilmistir (Kinseth ve ark., 2014). HLA-DMB
bolgesinden eksprese olan protein sigirlardaki karsiligi olan BoLA-DMB proteinine %75
oraninda benzemektedir (Childers ve ark., 2006).
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DMB bélgesi hem insanlarda hem de sigirlarda 6 ekzondan olusmaktadir. Insanlarda
792 baz uzunlukta olgunlagmis bir mRNA’dan 263 amino asitlik, molekiiler agirlig1 28943.13
Da ve pl degeri 7.09 olan bir proteindir. Buna nazaran Sigirlardaki DMB gen bolgesi, 23.
Kromozomun (AC_000180.1) 23gl2-ql13 bolgesinde, yaklasik uzunlugu 6844 bg
(7186801..7193645) olan linear bir gen bolgesidir. BOLA-DMB gen bolgesinden 262 amino
asit uzunlugunda, molekiiler agirlig1 yaklasik 29070.21 Da ve pl degeri 6.43 olan bir protein
kodlanmaktadir. ilk 18 amino asit signal peptit bolgesini geriye kalan 244 aa olgunlasmus
polipeptidi olustururken, 27—105 aa beta domainin ve 113—195 Immiinoglobulin C1-set

domaini olusturmaktadir (Niimi ve ark., 1995; http://www.uniprot.org/uniprot/P28068;

http://www.genecards.org; Expasy, http://web.expasy.org/ ).

BoLA-DMB gen bolgesinin yerli kara sigir wrkindaki molekiiler 6zelliklerinin

belirlenmesi igin tiim 6rneklerde PZR kullanilarak tarama gergeklestirilmistir.

4.4.2.1. DMB geninin pzr amplifikasyonu sonucu

Yerli kara sigir drneklerindeki BoLA-DMB gen bélgesini olusturan ekzon II i¢in
3.4.1°de bahsedilen sekilde dizayn edilen primerler kullanilarak (Cizelge 3.1) PZR islemi
gerceklestirilmistir. PZR reaksiyonu, 3.4.2°de detaylandirilan PZR sartlar1 kullanilarak
yapilmis ve ¢ogaltilan bolge % 1,5’1ik agaroz jelde goriintiilenmistir (Sekil 4.15). Hedef bolge
yaklasik 302 b¢ (ekzon uzunlugu; 282 bg) uzunlugunda lineer bir bolgedir.

M 12 3 45 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24

DMB-E2
302 be

Sekil 4.15. YKI1- 24. o6rneklerinde DMB-E2 bdlgesinin PZR ile ¢ogaltilmasi sonucu elde
edilen jel goriintiisii. M: 100 b¢ DNA standardx.
4.4.2.2. DMB-EZ2 niikleotid dizilenmesi ve amino asit dizi analizi
YK-DMB-E2 bolgesinin her iki zincirinde ileri ve geri primerleri kullanilarak
niikleotid dizisi belirlenmistir (302 bg). Tiim orneklerden elde edilen dizi bilgileri farkli
formatlarda kaydedilmistir. 3.6’da ayrintili bir sekilde bahsedildigi gibi hedef bolge i¢in farkl
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olarak diisiiniilen Orneklerin kromatogramlarina bakilarak YK1-16-DMB-E2 seklinde
konsenstis dizileri belirlenmistir (Sekil 4.16). Gen bdlgesinin tam niikleotid dizisi kullanilarak
amino asit dizileri elde edilmistir. Kiimeleme islemi ve niikleotid dizilerinin kromatogram pik
yiikseklikleri incelenerek elde edilen konsensiislerin niikleotid dizileri ek cizelge C.3’de

ayrintili olarak verilmistir.
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Sekil 4.16. YK-DMB-E2 bolgesinin ileri primer ile elde edilen niikleotid dizisine ait
kromatogram goriintiisiiniin bir kismi1 6rnek olarak gosterilmistir.

Konsensiis dizileri ve referans gen bolgesi oncelikle ClustalX programi yardimi ile
Fasta, Phylip, Nexus ve Clustal fromatlarinda kaydedilmistir. Daha sonrasinda Bioedit ve

Clustal Omega programi kullanilarak hizalanmig ve farkliliklar1 belirlenmistir (Sekil 4.17).

DMB-E2-NM_001040481.3 161 ACGGCTTGGC CCGGTACCTC TCACAGTTCC TCAACAATAA TAGTTACCTG ATCCAGCGCT TGTCCAATGG TCTGCAGAAC 240

YK1-DMB-E2 (IR, .. .... W ... _AREEEE. . L . . ... S, . ..., SR . ..., 240
YK2-DMB-E2 RGN . .. ... N, .. SR, SR .. .......... O ... . VR, ......A... 240
YK3-DMB-E2 61 .... GRS | ..., SRR ..., ... ... .......... .FESN. ... ..... W0 .......... 240
YK4-DMB-E2 161 ... 000, . ..... 0. .. ... . . ... .. s ..V . ... ... . ... ... 240
YK5-DMB-E2 P 240
YK6-DMB-E2 P 240
YK7-DMB-E2 PP 240
YK8-DMB-E2 0 240
YK9-DMB-E2 16l et e e e R e e e e i e e 240
YK10-DMB-E2 P 240
YK11-DMB-E2 P 240
YK12-DMB-E2 P 240
YK13-DMB-E2 160 it et e et e e e e e 239
YK14-DMB-E2 16l et e e e e W ettt i et ittt et e e 240
YK15-DMB-E2 LB et e e e e e e e e 240
YK16-DMB-E2 Y 240
Clustal Consensus 1 1
250 260 270 280 290 300

P T T O S I S I [T
DMB-E2-NM 001040481.3 241 TGTGCCGCGC ACACCCAGCC CTTCTGGAGC TCTCTGACCC ACAGGACACG TAAGGAGAGA GGG 303

YK1-DMB-E2 241 e e e e e e e e A~ 304
YK2-DMB-E2 241 e e e e e e e e 300
YK3-DMB-E2 - ot e e e e e e 303
YK4-DMB-E2 N 300
YK5-DMB-E2 2 A i e it teeeeeaaee e 294
YK6-DMB-E2 S 303
YK7-DMB-E2 PP 303
YK8-DMB-E2 e 303
YK9-DMB-E2 241 e e e e et e e e e 303
YK10-DMB-E2 e 303
YK11-DMB-E2 S 303
YK12-DMB-E2 S A~ 304
YK13-DMB-E2 240 e e e e e e GAGAG R..G~ 303
YK14-DMB-E2 P 303
YK15-DMB-E2 e 303
YK16-DMB-E2 241 e e e e e e et e e e 300
Clustal Consensus 1 1

Sekil 4.17. Referans DMB-E2 (NM_001040481.3) ve YK-DMB-E2 bdélgesinin konsensiis
dizilerinin hizalanmasinin bir kism1 6rnek olarak verilmistir.
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Hizalama islemi sonunda intron bdlgelerinin de igerisinde bulundugu konsensiis
dizilerinde en fazla farklilik YK-4-DMB-E2 nolu konsensiis dizisinde (3 niikleotid), en az
farklilik ise YK-2,3,5,9,14 ve YK15-DMB-E2 nolu konsensiis dizilerinde (1 niikleotid)
gozlemlenmistir. Bu sonuclar asagidaki 4.4 nolu ¢izelgede Ozetlenmistir. Cizelge
incelendiginde YK-DMB-E2 bolgesinde genetik polimorfizmi ve alelik varyasyona sahip

toplam 13 polimorfik niilkeotid farkliligin bulundugu goriilmiistiir.

Cizelge 4.4. YK-DMB-E2 konsensiis dizilerindeki niikleotid farkliliklar.

Toplam

Pozisyon 26 59 67 199 200 238 246 260 262 263 265 297 302 Farklilk

Konsensiis T - A T A G C © © T © - A

DMB-E2-
AY957499.1

YK1-DMB-E2

o

YK2-DMB-E2 ' . . . . A

YK3-DMB-E2 . . . . . . . . . ©
YK4-DMB-E2 . . . ; . . G . A . G
YK5-DMB-E2 . . . . . . . A

YK6-DMB-E2

YK7-DMB-E2 0 G

YK8-DMB-E2

YK9-DMB-E2 5 5 . . R

YK10-DMB-E2

YK11-DMB-E2

YK12-DMB-E2

YK13-DMB-E2 . . . . . . . . . . . G R
YK14-DMB-E2 . . . w

YK15-DMB-E2 K

YK16-DMB-E2

Ozet 1K 1G - W 1R 1A 16 1A 1A 1C 16 1G 1R
*R:Gveya A, W: AveyaT,K: GveyaT.

oO|lrRr (L, |INIOJlO|O|(FRP|O|N|O|FRP|[W|RFL|FL,]|O

[N
w

DMB-E2 i¢in belirlenen konsensiis dizilerinde intron bdlgelerinin uzaklastirilmasi
yaptlmamistir. Ciinkii bu bdlge icin tasarlanan primer c¢ifti hedef bdldeki ekzon igin
spesifiktir. Daha sonrasinda hedef bdlgeden sentezlenen protein dizisindeki farkliliklar
belirlemek i¢in clone manager programinda karsilastirilarak amino asit dizileri belirlenmistir

(Sekil 4.18).
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Reference BOLA-DMB »

mRNA—-DMB
DMB-E2
YK1-DMB-E2
YK2-DMB-E2
YK3-DMB-E2
YK4-DMB-E2
YK5-DMB-E2
YK6—-DMB-E2
YK7-DMB-E2
YK8-DMB-E2
YK9-DMB-E2
YK10-DMB-E2
YK11-DMB-E2
YK12-DMB-E2
YK13-DMB-E2
YK14-DMB—-E2
YK15-DMB-E2
YK16—-DMB—-E2

Sekil 4.18. Niikleotid konsensiis dizilerinden transkript (MRNA) elde edilmesi ve aa
dizilerinin belirlenmesi (Referans: mMRNA-DMB, Ac. No. NM_001040481.3, YK1-16

konsensiis dizileri, mavi bolgeler ortak noktalar1 gostermektedir).

DMB-E2 niiklotid konsensiis dizileri kullanilarak elde edilen DMB-mRNA (789 bg
uzunlugunda) dizilerinden yola ¢ikilarak 9 farkli haplotip belirlenmistir (in silico). Belirlenen
haplotiplere bakilarak bu gen bolgesi yoniinden YK9,14 ve 15 nolu konsensiis dizilerin
olusturuldugu popiilasyonlardaki bireylerde heterozigotlugun (R, W ve K) yaygin olarak
gortildigii belirlenmistir (Cizelge 4.5).

Cizelge 4.5. DMB bolgesinden transkripte olan mRNA niikleotid dizisi

Niikleotid 74 107 115 247 248 286 204 308 310 311 313 oplam
Pozisyonlari Farkhihik

N
©
42
by
4]
[§)
N
N

Konsensiis C T A T - A T A G @ @ @ T C

DMB-mRNA- -
NM_001040481.3

@)
>
w

YK1-DMB-mRNA

YK2-DMB-mRNA . . . . . . . . A

YK3-DMB-mRNA o o 5 5 5 o . . . . . . C

YK4-DMB-mRNA . . . . . . . . . G . A . G

YK5-DMB-mRNA . . . . . . . . . . A

YK6-DMB-mRNA

YK7-DMB-mRNA . . . . G

YK8-DMB-mRNA

YK9-DMB-mRNA

YK10-DMB-mRNA

YK11-DMB-mRNA

YK12-DMB-mRNA

YK13-DMB-mRNA G

YK14-DMB-mRNA . . . . . . w

YK15-DMB-mRNA 5 5 . K

)
OoO|lrRr|(F|IP|IO|lO|OC|(FR,|O|N|[O|FRP|[W]|F|F—|O

YK16-DMB-mRNA

Ozet 26 1A 1 1K 1G 1- 1w

®
N

R 1A 16 1A 1A 1C 1G

=
(&)

*R: Gveya A, W: A veya T, K: G veya T.**Farklilik arz eden bolge.
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Elde edilen amino asit dizileri (262 aa uzunlukta) NCBI’da Blast yapilarak hedef
bolge oldugu dogrulanmistir (Sekil 4.19). Ilk 18 asit signal peptit bolgesini, 27— 105 aa beta
domainin ve 113—195 immiinoglobulin domaini olusturmaktadir (Niimi ve ark., 1995;

https://www.nchi.nlm.nih.gov/Structure/cdd).

1 1 10 150 200 L]
fery seq, I

Superfanilies MHC_II_heta superfamily Ig superfamily

Sekil 4.19. YK1-DMB-PR’nin sahip oldugu, beta ve immunoglobiilin domainleri.

Belirlenen YK-DMB haplotiplerinin  olusturdugu proteinlerinin NCBI  Blast
sonuglaria gore; Bos taurus’dan eksprese olan MHC simif II DM beta zincirine (Ac. No:
NP _001035571.1) benzerlik oran1 YK1,3,5 ve 13 i¢in %99, YK4 ve YK7 i¢in ise %98 olarak
bulunmustur. Ayrica belirlenen haplotiplerin molekiiler agirhigi 29059,14-29130,27 Da
arasinda degisirken (YK7-YKS5), pl degerleri 6,21-6,43 olarak hesaplanmistir. Amino asit
pozisyonlarina bakildiginda, 17. ve 18. pozisyonlarda bulunan apolar bir amino asit olan
alalin yerine, porlin (17. pozisyon igin) ve polar bir amino asit olan treonin (18. pozisyon
icin) gelmesidir. Bu bolge sinyal peptid bolgesi icerisindedir (Niimi ve ark., 1995). Signal
petid bolgesindeki bu farkliligin herhangi bir degisiklige sebep oldugunu belirlemek icin

SignalP 4.1 online (http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP/) programindan yararlanilmig ve

bu bolgede bir degisiklige sebep oldugu sonucuna varilmistir (Sekil 4.20). Sinyal peptid
bolgesi yeni sentezlenen bir proteinin dogru yere veya hiicresel boliime yonlendiren 15-30
amino asit uzunlukta bir bolgedir. Ayrica bu bdlge proteinin endoplazmik retikuluma transferi
ve olgun protein olusurken, uygun bolgeden sinyal peptidaz tarafindan kesilmesini

saglamaktadir (Heijne ve Gavel, 1988; Kill ve ark., 2004).

Sinyal peptid bolgesindeki mutasyonlar insanlarda bazi genetik hastalilarin 6nemli bir
nedenidir. Buna en iyi 6rnek hipoparatiroidizm gosterilebilir. Bu hastalik sinyal peptidin 18.
pozisyonundaki T—C bir degisiklik sonucu amino asit dizisinde sisteinden arjinine
dontismesiyle sinyal dizisinin hidrofobik yapisinin bozulmasi sonucunda ortaya ¢ikmaktadir
(Arnold ve ark., 1990). Paratriod hormon salinimindaki diistis hipokalsemi ve hiperfosfatemi
ile sonuglanir. Hayvanlarda hipokalsemik sendromuna en iyi Ornek siit verimi yiiksek

ineklerindeki dogum felcidir (DeGaris ve Lean, 2008).
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Sinyal peptid dizisi

A

DMB-AR-NP 001035571.1 1 MTVLLSLLL/ SLGET FVAHVESTCV LODDDGDPEDF SYCISFNEDL LTCWDPLQAS MIPREFGVIN GLARYLSQFL 80
YE1-DMB-RAA 1 e mae e

Clustal Consensus 1 ) 1
SignalP-4.1 prediction (euk networks): Sequence SignalP-4.1 prediction (euk networks): Sequence
" Cscore’ — ! i ! ! " Cscore’
10} Sscore 1.0 S-score
Y-score ——— Y-score
08 08
08 0.6
® & ® -]
B 04 w“\J » 04 '
02 0.2 ‘ : o
" IR e N =2
L mhi e
MIVLLSLLLGFSLGCT AAGGFVAHVESTCV LDDDGDP KD FSVC | SFNKDLLTCWDPLOASMI PREFGV LN MTVLLSLLLGFSLGCT PTGGFVAHV ESTCVLDDDGDPKD FSYC | SFNKD LLTCWD PLOASMI PREFGV LN
B 0 1IO 26 BIO 4IO 5IO 6I0 70 C 0 10 20 30 40 50 60 70
Position Position

Sekil 4.20. BoLA-DM alleli tarafindan kodlanan beta bolgelerinin tahmini amino asit
dizilerinin hizalanmas1 (A). Kutu igerisindeki bolge signal peptid dizisindeki degisikligi
gostermektedir (A). Sinyal peptid bolgesi analiz sonucu (B-C). B: Referans dizi
(NP_001035571.1), C: Yerli Kara dizisi. S-score (signal peptid skoru; her amino asit i¢in ayri
ayri hesaplanan bu skor, amino asitlerin signal peptid dizisine ait olup olmadigini
gostermektedir), C-score (signal peptid ile olgun proteinin ayrildigi nokta) ve Y-score (S ve C
skorlarmin birlikte degerlendirildigindeki, tahmini ayrilma skoru).

4.4.2.3. DMB-E2 bélgesinin filogenetik analizi

Calismanin bu kisminda yerli kara sigir irkindaki BoLA-DMB-E2 bdlgesine ait
dizilim ortaya ¢ikartilmistir. Bu diziler kullanilarak NCBI’da daha 6nceden belirlenen BoL A -
DMB gen bolgeleri ile beraber filogenetik analiz yapilmistir. Yerli kara sigirmin DMB-E2
bolgesinin dizi bilgileri analiz edilerek, DNA polimorfizm 6zellikleri belirlenmistir (Cizelge
4.6). Yerli karada toplam 13 farkli bolge belirlenirken, bu bdlgelerin 12 tanesini polimorfik
oldugu ve haplotip sayisinin 9 oldugu tespit edilmistir. Yerli kara sigirlarinda, haplotip
farkliigr 0,653 =+ 0,122 olarak, niikleotid farkliligi 0,00478 £ 0,0000029 olarak

97



hesaplanmistir. Yerli karalardaki haplotipler arasindaki genetik uzakliklar 0,0033-0,0373

(ortalamasi: 0,0080) arasinda ve oldukga diisiik degerlerde bulunmustur.

Cizelge 4.6. DMB-E2 bolgesinin dizisine gore DNA polimorfizm 6zellikleri

Ozellikler Genel
Toplam Bolge Sayisi 13
G+C 53,94
Polimorfik Bolge Sayis1 (s) 12
Haplotip Sayis1 (h) 9
Haplotip Farklilig1 (Hd) 0,653 £ 0,122
Niikleotid Farklilig1 (Pi) 0,00478 £+ 0,0000029

Yerli kara sigir ki igin olusturulan filogenetik agaglar Neighbor-Joining (NJ)
yontemi, Jukes—Cantor modeli ve Bootstrap metoduna (1000) dayanmaktadir. Konsensiis
dizileri filogenetik iliskileri bakimindan referans diziye gore (niikleotid i¢in AY957499.1,
mRNA i¢cin NM_001040481.3 ve aa i¢in NP_001035571.1) niikleotid ve amino asit dizisi
ayrimi %10 hesaplanirken mRNA dizisi %20 seklinde belirlenmistir (Sekil 4.21).

YK4-DMB-E2 YKADUB-RNA B YK3DMB-AA C
A 66/
YK 12-DMB-E2 YKAEDMB-mRNA YK4-DMB-AA
YK1-DMB-E2 YKIHDMB-mRIA YK11-DMB-AA
YK16-DMB-E2 YK5 DMB-mRNA YK1-DMB-AA
YK2-DMB-E2 YKBDMB-mRNA YK10-DMB-AA
DMB-E2-AY957499.1 ¥KADMB-mRINA DMB-AA-NP_001035571.1
, 67
vK7-DMB-E2 YK2 DMB-mRNA YK13-DMB-AA
YK9-DMB-E2 YK3DMB-mRNA YK5-DMB-AA
[YK14-DMB-E2 YKEDMB-mRNA YK8.DMB.-AA
YK15-DMB-E2 YK7DMB-mRNA VKE-DMB-AA
YK6-DMB-E2 YKSDMB-mRNA YKS.DMB-AA
YK3-DMB-E2 YK14DMB-mRNA YK14-DMB-AA
'YK8-DMB-E2 ¥KISDMB-mRNA YK 15-DMB-AA
'YK10-DMB-E2 YK10DMB-mRNA ' YK2-DMB-AA
YK11-DMB-E2 YKA2DMB-mRIA 'YK12-DMB-AA
YK5-DMB-E2 DMB-mRMA-NM_D01040481.3  |yic16.0MB-AA
99 @ .
YK13-DMB-E2 YK13DMB-mRNA YK7-DMB-AA
— —
0 0.0002 5001

Sekil 4.21. BoLA-DMB Konsensiis dizilerinin filogenetik agaclari. Yerli kara BoLA-DMB
allelerinin 302 bg’lik niikleotid dizilerinden olusturulmus komsu birlestirme (Neighbor-
joining) agaci (A), 789 bazlik mRNA dizilerinden olusturulmus Neighbor-joining agaci (B)
ve 262 amino asit uzunlugundaki dizilerden olusturulmus Neighbor-joining agaci (C).

NJ agacinin sonuglarina gére DMB bdlgesi iki fakli ana kola (clade) ayrilmistir. Bu

kollardan ilkini yerli kara, Bos taurus (AY957499.1) ve Bos indicus (XM _019986211.1)
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grubu olustururken diger grubu Bison bison (XM_010848578.1), Bos mutus
(XM_014476881.1), Bubalus bubalis (XM_006050290.1), Ovis aries (XM_012112130.2) ve
Capra hircus (XM_005696209.3) olusturmaktadir (Sekil 4.22). Diger bir nokta yerli kara
sigirmin DMB-E2 bolgesi yoniinden Bos taurus ve Bos indicus ile yakin iliski géstermesidir.
Diinyada su anda 800 iizerinde tanman sigir irki1 vardir. En az iki ayri evcillestirme olaymin
oldugu ve bu olay sonucunda iki farkli tiir olan modern Bos indicus ve Bos taurus sigirlarinin
olustugu ve bu 800 1rkin bunlardan kdken almis olabilecegi goriisii yaygindir (Loftus ve ark.,
1994).

XM_019986211.1- Bos indicus

YK15-DMB-E2
Bu

YK14-DMB-E2 (;ahsma

YK7-DMB-E2
AY957499.1- Bos taurus

— YK5-DMB-E2

YK8-DMB-E2

YK1-DMB-E2

— YK3-DMB-E2

YK10-DMB-E2

YK6-DMB-E2

YK12-DMB-E2 Bu
48 calisma
YK4-DMB-E2

YK16-DMB-E2

91 | YK13-DMB-E2

YK11-DMB-E2

86 YK9-DMB-E2

— YK2-DMB-E2

XM_010848578.1- Bison-hison

87

XM_014476881.1- Bos-mutus

XM_006050290.1- Bubalus-bubalis

XM_012112130.2- Ovis-aries

100 XM_005696209.3- Capra-hircus

0.01

Sekil 4.22. Yerli kara ve diger tiirlerdeki DMB bdélgelerinin filogenetik agaci.
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4.5. BOLA-DQA ve DQB Gen Bolgelerinin Karakterizasyonu

4.5.1. BoLA-DQA1-DQA2-DQAS gen bdlgeleri ve yerli kara sigirinda DQA1, DQA2 ve
DQAS genlerinin taranmasi

BoLA-siif II histokompatibilite molekiillerinin bir digeri de, heterodimer alfa
zincirini olusturan BoLA-DQA gen lokusudur. Bu lokusdan eksprese olan genler birer
paralog gendir. Antijenin islenmesi ve peptit veya polisakkarid antijenin MHC smif II
iizerinden sunumunda gorev alirlar. Bagisiklik yanitla iligkilendirilmislerdir. MHC sinif 1T
bolgesinin DQ genleri, fare, sigan, domuz ve tavsanda tek-kopya genler seklinde bulunurlar.
Insanlarda ve kopeklerde birden fazla kopyaya sahip yani multi-gen seklinde goriiniirler ancak
bu genlerden sadece bir DQ molekiiliiniin eksprese oldugu goriilmiistir (Kappes ve

Strominger 1988; Gelhaus ve ark., 1999).

DQ lokusunun ruminantlardaki en belirgin ve 6zgiin 6zelligi, bu lokusun sayisindaki
degiskenliktir (Andersson ve Rask 1988; Scott ve ark., 1991). Sigirlarin bir ¢ok haplotipinde
duplike olmus DQ genleri bulunur (Gelhaus ve ark., 1999). Bu genlerin her ikisinin de
molekiiler olarak ifade edildigine dair kanitlar bulunmustur (Xu ve ark., 1994; Russell ve ark.,
1997). DQ lokusu, DQA1, DQA2, DQA3, DQA4 ve DQAS5 olmak iizere bes genden olusur
(Takeshima ve ark., 2007). BoLA-DQA4 ve -DQAS5 genlerinin aksine, -DQA1, -DQA2 ve -
DQA3 genleri polimorfiktir (Garrick ve Ruvinsky, 2014). Bu bes DQA geninin igerisindeki
en polimorfik gen DQA1 genidir (Takeshima ve ark., 2008). Ayrica bugiine kadar belirlenen
toplam DQA alleli sayis1 54°diir (IPD, http://www.ebi.ac.uk / ipd / mhc / bola).

Insanlarda 6. Kromozom iizerinde yaklastk 17443 b¢  (lokasyonu,
32637403..32654846 ve Ac. No. NC_000006.12) uzunluguna sahip HLA-DQA bolgesi, 254
amino asit uzunlugunda (1-23 aras1 signal peptid dizisi, 24-255 olgunlasmis polipeptid
kismini olusturur) ve 27805 Da molekiiler agirliga sahiptir. Sigirlardaki 23. Kromozom
iizerindeki DQA genleri sirasiyla; DQA1 yaklasik 7929 bg (Ac. No: FQ482091.6), DQA2’nin
6039 bg (Ac. No: AC _000180.1), DQA3 3525 bg (Ac. No: FQ482110.1) ve DQAS5 11903 bg
(Ac. No: AC 000180.1) uzunluguna sahip linear gen bdlgeleridir. Bu uzunluklara intron

bolgeleri de dahildir (NCBI; http://www.genecards.org/cgi-bin/carddisp.pl?gene=HLA-
DQAl1&keywords=bola-dgal). Calismanin bu kisminda DQA1, DQA2 ve DQAS gen

bolgeleri sec¢ilmistir. Bunun en 6nemli nedeni DQA1, DQA2 ve DQAS gen boélgelerinin
hastaliklara duyarlik ve diren¢ agisindan digerlerine gére daha 6n plana ¢ikmasidir. BoLA-

DQA gen bolgelerinden 255 amino asit uzunlugunda, DQAT i¢in 28003.05 Da ve pl degeri
100


http://www.genecards.org/cgi-bin/carddisp.pl?gene=HLA-DQA1&keywords=bola-dqa1
http://www.genecards.org/cgi-bin/carddisp.pl?gene=HLA-DQA1&keywords=bola-dqa1

4,80 (NP_001013619.3), DQA2 igin 27935.90 Da ve pl degeri 4,85 (XP_015315336.1) ve
DQAS5 iginde 28423.75 Da ve pl degeri 5,09 (NP _001012693.2) olan bir protein
kodlanmaktadir. Bu 255 aa uzunlugundaki proteinin, 1—23 signal peptit bolgesini, 31—110
alfa domaini, 112—205 immiinoglobulin domaini ve 203—254 C-terminal domainini
olusturmaktadir. Ayrica aa 116,118..120,122,140..142,162..165,170..171,176 pozisyonlari
polipeptid katlanma noktalarini olusturmaktadir (http://www.uniprot.org; Takeshima ve ark.,
2007). Yukarida bahsedilen DQA1, DQA2 ve DQAS5 gen bdlgelerinin molekiiler

farkliliklarini belirlemek i¢in tiim yerli kara 6rneklerinde pzr ile taramasi gergeklestirilmistir.

4.5.1.1. DQA1-DQA2-DQAS5 genlerinin pzr amplifikasyon sonucu

Yerli kara 67 sigir 6rnegindeki BOLA-DQATI gen bolgesini olusturan ekzon II, BoLA-
DQAZ2 gen bdlgesini olusturan ekzon III ve BoLA-DQAS gen bolgesini olusturan ekzon II
icin 3.4.1°de bahsedilen sekilde dizayn edilen primerler (Cizelge 3.1) kullanilarak PZR islemi
gerceklestirilmistir. PZR reaksiyonu, 3.4.2°’de detaylandirilan PZR sartlar1 kullanilarak
yapilmis ve ¢ogaltilan bolgeler % 1,5°lik agaroz jelde goriintiilenmistir (Sekil 4.23). Hedef
bolgeler sirasiyla, yaklasik 310 b¢ (II. ekzon uzunluklari; 249 bg), 389 be (III. ekzon
uzunluklart; 279 bg) ve 338 be (II. ekzon uzunluklari; 249 bg) uzunlugunda lineer bir

bolgelerdir.
M1 23 45 6 7 89 1011 M1 2 3 456 7 891011
A C
DQAS-E2
338 bg
500 b¢ >
DQA1-E2
> 310b¢
M 1 2 3 4 5 6 7 8 9 101
B
DQAS-E2
338 be

500 b DQA2-E3

389 b

Sekil 4.23. YK1- 11. 6rneklerinde DQA1-E2 ve DQAZ2-E3 bolgelerinin PZR ile ¢ogaltilmasi
sonucu elde edilen jel gorintisii, YK1-22 nolu o6rneklerinde DQAS5-E2 bdlgesinin
cogaltilmasi sonucu elde edilen jel goriintiisti, M: 100 b¢ DNA standarda.
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4.5.1.2. DQAI1-E2, DQA2-E3 ve DQA5-E2’nin niikleotid ve amino asit dizileri
YK-DQA1-E2 (310 bg), YK-DQAZ2-E3 (389 bg) ve YK-DQAS-E2 (338 bg)
bolgelerinin her iki zincirinden ileri ve geri primerleri kullanilarak niikleotid dizisi
belirlenmistir. Tiim 6rneklerden elde edilen dizi bilgileri farkli formatlarda kaydedilmistir.
3.6’da ayrintili bir sekilde bahsedildigi gibi hedef bolge icin farkli olarak diisiiniilen
orneklerin kromatogramlarina bakilarak YKI1-16-DQA1-E2,-DQA2-E3 ve -DQAS5-E2
seklinde konsenstis dizileri belirlenmistir (Sekil 4.24). Gen bdlgesinin tam dizisi kullanilarak
amino asit dizileri elde edilmistir. Kiimeleme islemi ve niikleotid dizilerinin kromatogram pik
yiikseklikleri incelenerek elde edilen konsenstislerin niikleotid dizileri ek ¢izelge C.4.1, C.4.2

ve C.4.3’de ayrintili olarak verilmistir.

o o o _m - 110 ) 1 ~ , o |
3 AG AT GT TTTATOGT G G AC CTG G G G AAG AAG G AG ACTG T CTGG AG GCTGCC T
a
f’l\ H\ A
) \
| o | I | TP (N
f o \ A I o AN I o
[ | i\ { i, A A f VY | | VIV
\ TANRTARE! UV AT \ Aoyl AR I \ IRIRIA
[\ [ TRV AT oy TRy A Ay AV IFRTIRT IR \ TR
pt i I i y Vol i / VoY Vo i PV
) A A L A Ao A / A AR L ! i oa
18 190 10 0
cc c G T G G T c ccrT ccTtccecerT c G G c T T G
f
“ . /1
| f 1 .
\ 1
| | f‘ f I| | \ i |
| | /
{ ‘ Y { § I { f’ \ \\
b Ao A LU VA v A ! ) D o Ll i
100 110 10 130 140 15
AG A AG G AG AC TG CC TG G C AG € TG CCCC TATTTAGT CASG TG T A G T TTGAC
il il
| I I

Sekil 4.24. YK-DQA1L-E2 (A), YK-DQA2-E3 (B) ve YK-DMQAJ5-E2 (C) bolgelerinin ileri
primer ile elde edilen niikleotid dizisine ait kromatogram goriintiisiiniin bir kism1 6rnek olarak
gosterilmistir.

Konsensiis dizileri ve referans gen bolgesi oncelikle ClustalX programi yardimi ile
Fasta, Phylip, Nexus ve Clustal fromatlarinda kaydedilmistir. Daha sonrasinda Bioedit ve
Clustal Omega programi kullanilarak hizalanmis ve farkliliklar: belirlenmistir (Sekil 4.25). Bu
islemler sirasiyla DQA1-E2, DQA2-E3 ve DQA5-E2’ye uygulanmistir.
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10 20 30 40 50 60 70 80
| | | E - | | | < ol | | | | |

DQA1-E2-FQ482091.6 1 TTTTCCACCT TCCTGCTCCT CACCCTCACT TATCAGCTGA CCACATTGGC ACCTACGGTG CAGACTTCTA CCAATCTCAT 80
YK1-DQA1l-E2 L e e e e LT T..CA L GAL L. e 80
YK2-DQA1-E2 e T..CA ....GA. ... ... 80
YK3-DQAl-E2 L e e e e e T..CA ....GA.... ...iuein.. 80
YK4-DQA1-E2 Y T. T..CA ....GA.... ....iuon.. 80
YK5-DQA1-E2 L e e e e e e T....T..CA ....GA.... ..t iuin.. 80
YK6-DQA1-E2 L e e e e e LT TO.CA Lo GAL L e 80
YK7-DQA1l-E2 L e e e e LTLL.TO.CA L GAL L e 80
YK8-DQA1-E2 e T..CA ....GA. ... ... 80
YK9-DQAL-E2 L e et e e e CA ....GA.... ... 80
YK10-DQA1l-E2 L e e e et e e CA ....GA.... ...t 80
YK11-DQAl-E2 L e e e e e e e e T..CA ....GA.... ..o, 80
YK12-DQA1l-E2 P T..CA ....GA.... «.iiuenin.. 80
YK13-DQAl-E2 L e e e e e T..CA ....GA. ... t.iiiuenenn. 80
YK14-DQA1l-E2 e T..CA ....GA. ... ... 80
YK15-DQA1-E2 L e e e e e e e e e T..CA ....GA. ... ... 80
YK16-DQA1-E2 L e e e e e e e T..CA ....GA. ... ...iuiein.. 80
Clustal Consensus 1 1
90 100 110 120 130 140 150 160
S e (O P IS
DQA1-E2-FQ482091.6 81 GGTCCCTCTG GCCAGTACAT CCATGAATTT GATGGAGATG AGTTGTTTTA TGTGGACCTG GGGAAGAAGG AGACTGTCTG 160
YK1-DQAL-E2 8l ... e C . ..Guviinn i L 160
YK2-DQA1-E2 8l i e C ...Guviiin it L 160
YK3-DQA1-E2 8l e C oG i L 160
YK4-DQA1-E2 8l i e C .. .Guviiin i Co i A i i it e et et 160
YK5-DQA1-E2 B8l i e C . .Goviiin i L 160
YK6-DQA1-E2 8l i e C . .Goviiir i C A e e e e e 160
YK7-DQAl-E2 8l i e C .. .Guviinn i L A, Lo 160
YK8-DQA1-E2 S C . .G o oo oo e e e e e e . s s e o e e e s eseseenee 160
YK9-DQA1-E2 81 . .. ... ......... C ...G Jumm .., CRET. A . .... SR ., R ... .......... 160
YK10-DQAl-E2 81 M. ... ......... C ... CHESN . . . C_ -GN SRR o oS 160
YK11-DQAl-E2 81 ... . ......... C ANGE. ... .. s s C. ..A. SRR _ . ... . . ... .. e 160
YK12-DQA1l-E2 81 .... VS . ........ CHEESIEr. . . . .. S, . C. ..AJSSEEE . .... dSSE . . ...... A, it 160
YK13-DQA1-E2 Bily ...... WM. .. ... . (CREETG. . ... C. .. .. .. SO . ........ A, i 160
YK14-DQA1l-E2 G N . ... ... WSS . . . i CEF . .G... JEER. . . ... C.ANVeeT, ... S . .. .......ccc cocecconns 160
YK15-DQA1-E2 CHNS, . . . . ... Wt SRR € ...G. JNEE. . ... .. CENNEN . oo l ..., ... icieee ceenesaens 160
YK16-DQA1-E2 81 NS, . . ... YR C ...GH . ... CPET . C.... SO . . ..... ........ £ 160
Clustal Consensus 1 1
170 180 190 200 210 220 230 240
1 1 1 1

DQA1-E2-FQ482091.6 161 GCAGCTGCCT ATGTTTGGTG AATTAACAAG TTTTGAAGCA CAAGATGCGC TGAATGAAAT AGCTAAAGCA AAACACACCT 240
YK1-DQA1-E2 161 AG...cvve vinnnn A.CC .G..TG..G. ...... COMFENrG . C. N . .G..... Y . C.T.. 240
YK2-DQA1l-E2 161 G, . ... . SN A.CC .G..TG..G. ...... o o .G.C...A. L G. ... .. NN C.K.. 240
YK3-DQA1-E2 161 AG....... ceeon. A.CC .G..TG..G. ...... CC.. ..G.C...A. jE. ..... ..W9 GT . . 240
YK4-DQA1-E2 161 AG....vot cenen. A.CC .G..TG..G. ...... cc ..G.C...A. SEEs. ... ...." CRFe. 240
YK5-DQA1-E2 161 .AG....... «..... A.CC .G..TG..G. ...... cc ..G.C...A. SRR, . .. ... Ciee 240
YK6-DQA1-E2 161 AG....... ...... A.CC .G..TG..G. ...... cc ..G.T...A. Neks SO C.K.. 240
YK7-DQALl-E2 161 AG.....o. ... A.CC .G..TG..G. ...... cc ..G.C...A. Gaoaos ol C.... 240
YK8-DQA1l-E2 161 AG...ove v A.CC .G..TG..G. ...... cc ..G.C...A. Gaaoo ol C.T.. 240
YK9-DQA1-E2 161 AG... v v A.CC .G..TG..G. ...... cc ..G.C...A. Gl Lol C.T.. 240
YK10-DQA1-E2 161 AG...vien ... A.CC .G..TG..TT ...... CcC. ..G.C...A. G Lol C.T.. 240
YK11-DQAl-E2 161 AG....... ...... A.CC .G..TG..G. ...... cc. ..G.C...A. T T C.T.. 240
YK12-DQA1l-E2 161 AG....... ...... A.CC .G..TG..G. G..... cc ..G.C...A. T C 240
YK13-DQA1l-E2 161 AG.....o. ... A.CC .G..TG..G. G..... cc ..G.C...A. Gaea o ol C . 240
YK14-DQA1l-E2 161 AG.....ov tiun.. A.CC .G..TG..G. G..... cc ..G.C...A. Govvvnn i Covn i A. 240
YK15-DQA1-E2 161 AG...vven v A.CC .G..TG..G. ...... cc ..G.C...A. Goovvnn o C.T.. ....... A. 240
YK16-DQA1l-E2 161 AG...vivn ... A.CC .G..TG..G. G..... cc .G.C...A. Govvvnn e Covvn il A. 240
Clustal Consensus 1 1

Sekil 4.25. Referans DQAL-E2 (FQ482091.6) ve YK-DQAI-E2 bolgesinin konsensiis
dizilerinin hizalanmasinin bir kismi 6rnek olarak gosterilmistir.

Hizalama islemi sonunda, polimorfik bolgelerin tamami ekzon 2 bdlgesi igerisinde
oldugu goriilmistiir. Referans dizi ve elde edilen Konsensiis dizileri kiyaslandiginda yerli
karadaki DQAL-E2 bélgesinin en az 28 en fazla 37 adet niikleotid farklilik igerdigi

goriilmiistlir. Bu polimorfik noktalarin sonuglar1 asagidaki 4.5 nolu ¢izelgede 6zetlenmistir.
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Cizelge 4.7. YK-DQAL-E2 konsensiis dizilerindeki niikleotid farkliliklar.

Nikleoid o o 0 2 2 18 8 8 3 28 2 YBRRSYELEEBS8H588888I L8388 g gy Jopam
Pozisyonlar: L e A B B B T B R B R A A B B B B B B A N A O A I N A PSRN S
Konsensiis A C T C A G A C G C A G A A C C G T Cc A T C A A G T C
F%%Q;ngéi C T Cc T T T T C A G T G A A A A A G A A G A A G C 27
YK1-DQA1-E2 T 28
YK2-DQAI1-E2 K 28
YK3-DQA1-E2 37
YK4-DQA1-E2 K M 30
YK5-DQA1-E2 M 29
YK6-DQA1-E2 T K T T S Y 34
YK7-DQA1-E2 M A G 31
YK8-DQAI1-E2 37
YK9-DQA1-E2 28
YK10-DQA1-E2 T T 30
YK11-DQA1-E2 37
YK12-DQAI1-E2 A G 30
YK13-DQA1-E2 A G G 30
YK14-DQA1-E2 G 29
YK15-DQA1-E2 M 30
YK16-DQA1-E2 C A G G M 32

1

¢ 1A 1A 66

Ozet 2 3 3 1 1 1 1 1 1 1T 1 4 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 4 1 1 1 1 1 1 1 3 1 1 1 1 1 4 500
T T C T G C T T T T AC A G T G A A A T T G A G A T G A A K T T C S Y M
v

*K:GveyaT,S:GveyaC,Y:TveyaC ,M: AveyaC.
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Cizelge 4.7 incelendiginde yerli kara DQAI-E2 boélgesinde 51-294. niikleotid
pozisyonlart arasinda toplam 500 polimorfik nokta belirlenmistir. En fazla farklilik 37
niikleotid ile YK3,8 ve 11 nolu konsensiis dizilerinde elde edilirken, en az farklilik 28
niikleotid ile YK1,2 ve 9 nolu konsensiis dizilerinde gériilmiistiir. Bu sonuglar ve referans dizi
dikkate alindiginda yerli karadaki bu bolgenin simdiye kadar belirlenmis olan DQA1-E2
bolgelerinden farkli oldugu sonucuna varilmistir. Bu sonug¢ boliim 4.6.3’de ayrintili olarak
gosterilmistir. Bioedit ile yapilan hizalama isleminde DQAZ2-E3 bdlgesinin polimorfik
bolgeleri belirlenmistir. Diger bolgelerden fakli olarak DQA2-E3 bolgesinde 103-105.
pozisyonunda {i¢ niikleotidden olusan bir insersiyon goézlemlenmistir (Sekil 4.26). Bu tiim
yerli kara sigir Orneklerinden olusturulan konsensiis dizilerin tamaminda goriilmesi, bu
bolgenin yerli karalara 6zgii bir degisim oldugu seklinde yorumlanmistir. Referans dizi ve
elde edilen konsensiis dizileri kiyaslandiginda yerli karadaki DQA2-E3 bdlgesinin en az 23
(YK5-DQAZ2-E3) en fazla 37 (YK12-DQAZ2-E3) adet niikleotid farklilik icerdigi goriilmiistiir.

Bu polimorfik noktalarin sonuglari asagidaki 4.6 nolu ¢izelgede 6zetlenmistir.

90 100 110 120 130 140 150 160
N o o - oINS | . I . . SRR | (| WL . . . | IR e
DQA2-E3-FQ482109.2 80 ACTCTCATCTGTCACATGGACAA TTTCCCCCCTGTAATCGAACATTACATGGCTGAAGAACGGACATGCAGTCACAGA 156

YK1-DQA2-E3 80 oo o R G....d.. CAT...T........ GRS, . . W . . . . .. . . B 159
YK2-DQA2-E3 80 o o C N . . G....J.. CASIURETT . . . . . e GHE. .]..... .. ... ... Y..G.ooiiiiiiia. 159
YK3-DQA2-E3 80 BFC...... JoE, . ] CAT R . . (CHR PRI = o o o PRSI, o - - W 159
YK4-DQA2-E3 79 A O - - o G....d.. CAT...T. A, Goeoeeeenn. N, ..... DG . . 158
YK5-DQA2-E3 81 O - o ca iU || CAT...T........ Geoeeeenee. . TS ... .... .. . ....... 160
YK6-DQA2-E3 80 LLCE . ... G T . CAT..deeeeeennn G..Jeeiie. .. N .. Y..C. .. ...... 159
YK7-DQA2-E3 80 L.C e G....d.. CAT...T........ Gt e e e e B € 159
YK8-DQA2-E3 81 L.C e G....d.. CAT...T........ Gt e e e e e B € 160
YK9-DQA2-E3 81 LG [ CAT...T........ L B 160
YK10-DQA2-E3 80 LG [ CAT...T........ [ P Geviei i e 158
YK11-DQA2-E3 80 C e [ CAT...T....o... Gt e e e e e e [ 159
YK12-DQA2-E3 80 L.C e G....d.. CAT...T........ Gt e e e e e TeoGuoviiiiieiee 159
YK13-DQA2-E3 80 e CAT.A.......... Gt e e e e e e e e e et 159
YK14-DQA2-E3 80 LG [ CAT...T........ L B 159
YK15-DQA2-E3 80 L CAT....iiuenn. [ 158
YK16-DQA2-E3 80 C e G.....\ . CAT...T....o... L [ 159
Clustal Consensus 1 1
170 180 190 200 210 220 230 240

DQA2-E3-FQ482109.2 157 GGGTGTTTCTGAGACCAGCTTCCTCCCTAAAGATGATCATTCCTTCCTCAAGATTGGTTATCTCACCTTCCTCCCTTCTG 236

YK1-DQA2-E3 160 ..eieiii.. A e Gevvniina e Tt ettt ettt tee it aee e eearaeaaaaean 239
YK2-DQA2-E3 160 it e [ T ottt et ettt ettt et e e 239
YK3-DQA2-E3 160 .t it Couee i L C... 239
YK4-DQA2-E3 150 i e [ T e ettt ettt ettt e it 238
YK5-DQA2-E3 161 tiii e Cutiiiiiieee e Goa ettt e e e e C... 240
YK6-DQA2-E3 160 ittt e e et Gevviinia e Tt ettt ettt eee it aee e 239
YK7-DQA2-E3 160 ittt e e e [ T ot et et e it ittt e e 239
YK8-DQA2-E3 161 .o At Gevveieeea e . 240
YK9-DQA2-E3 0 Geviviiii il T e e e e et it e et et e i i i et ii e, 240
YK10-DQA2-E3 160 ... Reveiiiiiiiiiians Gevvniina e Tt ettt it tee i tetea et aaaaaaann 239
YK11-DQA2-E3 160 ittt et e Gevvviina e Tttt ettt tee i teaee e 239
YK12-DQA2-E3 160 it e e [ T ot et et ettt ettt et e e e 239
YK13-DQA2-E3 160 .« Covininnn Y C... 239
YK14-DQA2-E3 160 .o, A e e e, Gevinii i i T e e e e et it e et et e i i et ae e 239
YK15-DQA2-E3 P 239
YK16-DQA2-E3 160 ittt et et Gevvviina e Tttt ettt tee i taeetaeeaeeaaaaean 239
Clustal Consensus 1 1

Sekil 4.26. Referans DQAZ2-E3 (FQ482109.2) ve YK-DQAZ2-E3 bolgesinin konsensiis
dizilerinin hizalanmasinin bir kismi. Mavi kutu ile belirtilen bolge yerli karalara 6zgiin
bolgeyi gostermektedir.
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Cizelge 4.8. YK-DQAZ2-E3 konsensiis dizilerindeki niikleotid farkliliklar.

Niikleotid
Pozisyonlari

83

110

119

143

Konsensiis

T

G

C

DQA2-E3-
FQ482109.2

Cc

A

YK1-DQA2-E3

YK2-DQA2-E3

YK3-DQA2-E3

YK4-DQA2-E3

YK5-DQA2-E3

YK6-DQA2-E3

YK7-DQA2-E3

YK8-DQA2-E3

YK9-DQA2-E3

YK10-DQA2-
E3

< |4|A|l4]<

YK11-DQA2-
E3

YK12-DQA2-
E3

YK13-DQA2-
E3

YK14-DQA2-
E3

YK15-DQA2-
E3

YK16-DQA2-
E3

Ozet

3T

4C

1A

6T 4Y
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Cizelge 4.8. Devami.

Pljzi"i‘s‘;f)‘:fli:n 187 191 203 237 243 249 260 276 278 286 203 296 304 308 315 330 352 354 36 395 (i‘[l)(ll?lr::(
Konsensils c ¢ T T A A ¢ 6 T A T 6 G T R A C A T A
F%%sziggg.-z A c . G G T A c . G c . . G T A G c 29
YK1-DQA2-E3 . . . . . . . . . . . . . . A . . . . c 33
YK2-DQA2-E3 . . . . . . . . . R . . . . . . A G c 34
YK3-DQA2-E3 . . e © © ® 7 . c . G ¢ A ¢ G T A G A 23
YK4-DQA2-E3 . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 30
YK5-DQA2-E3 . . e € ©® ® . c . G ¢ A cC G T A G A 23
YK6-DQA2-E3 A A 34
YK7-DQA2-E3 A 31
YK8-DQA2-E3 A T 33
YK9-DQA2-E3 A 31
VKI0DQAZ a1
VKILDQAZ o ”
YK12I—EI§QA2— A -
MRy c © @ 6 7T c G ¢ A G T A G A 28
YKl“é'gQAZ' G A A G c 36
YK15|'E'§QA2' A C O T A C G c G T A G c 25
YK16I—EI§QA2— o 2
Ozet IT 2A 5 3 5 56 5T 2A 5 IR 66 5C 3A 2C 7A7G 6T B8A 7G  3A4C  1C 489

*S:GveyaC, Y: TveyaC R:GveyaA.
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Cizelge 4.8 incelendiginde yerli kara DQA2-E3 boélgesinde 26-395. niikleotid
pozisyonlari arasinda toplam 489 polimorfik nokta belirlenmistir (Sekil 4.27). Bu sonuglar ve
referans dizi dikkate alindiginda yerli karadaki bu bolgenin simdiye kadar belirlenmis olan
DQAZ2-E3 bolgelerinden farkli oldugu sonucuna varilmistir. Bu sonug 4.6.3°de ayrintili olarak

gosterilmistir.

DQA5-E2-FQ482109.2
YK1-DQAS5-E2
YK2-DQA5-E2
YK3-DQA5-E2
YK4-DQA5-E2
YK5-DQA5-E2
YK6-DQAS5-E2
YK7-DQA5-E2
YK8-DQAS5-E2
YK9-DQA5-E2
YK10-DQA5-E2
YK11-DQA5-E2
YK12-DQA5-E2
YK13-DQA5-E2
YK14-DQA5-E2
YK15-DQA5-E2
YK16-DQAS5-E2
Clustal Consensus

DQA5-E2-FQ482109.2
YK1-DQA5-E2
YK2-DQA5-E2
YK3-DQA5-E2
YK4-DQAS5-E2
YK5-DQA5-E2
YK6-DQA5-E2
YK7-DQA5-E2
YK8-DQA5-E2
YK9-DQAS-E2
YK10-DQA5-E2
YK11-DQAS5-E2
YK12-DQA5-E2
YK13-DQA5-E2
YK14-DQAS5-E2
YK15-DQA5-E2
YK16-DQAS-E2
Clustal Consensus

DQA5-E2-FQ482109.2
YK1-DQA5-E2
YK2-DQAS5-E2
YK3-DQA5-E2
YK4-DQAS5-E2
YK5-DQA5-E2
YK6-DQA5-E2
YK7-DQAS-E2
YK8-DQA5-E2
YK9-DQAS5-E2
YK10-DQAS5-E2
YK11-DQA5-E2
YK12-DQAS5-E2
YK13-DQA5-E2
YK14-DQAS5-E2
YK15-DQA5-E2
YK16-DQA5-E2
Clustal Consensus

Sekil 4.27. Referans DQAS5-E2 (FQ482109.2) ve YK-DQAS5-E2 bolgesinin konsensiis
dizilerinin hizalanmasinin bir kismi 6rnek olarak gosterilmistir.

Hizalama islemi sonunda intron bdlgelerinin de icerisinde bulundugu konsensiis
dizilerinde en fazla farklilik YK8-DQAS-E2 nolu konsensiis dizisinde (64 niikleotid), en az
farklilik ise YK12 ve YK13-DQAS5-E2 nolu konsensiis dizilerinde (11 niikleotid)
gozlemlenmistir. Bu sonuglar asagidaki 4.9 nolu c¢izelgede oOzetlenmistir. Cizelge 4.9
incelendiginde YK-DQAS5-E2 bolgesinde genetik polimorfizmi ve alelik varyasyona sahip
toplam 308 polimorfik niilkeotid farkliligin bulundugu goriilmiistiir.
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Cizelge 4.9. YK-DQAS5-E2 konsensiis dizilerindeki niikleotid farkliliklar.

Niikleotid
Pozisyonlari

82

Konsensiis

—| 28

@ 29
> 35

—| 36

> 50
> 52

—| 55

®| 58

—| 61

0| 68

o 70

0| 72

—| 73

o| 77

®| 79

®| 106

0| 107

®| 127

> 132

> 147

®| 148

0| 154

0| 155

>| 157

0| 163

®| 165

> 167
®| 169
—| 170

—| 171

> 173

®| 174

—| 176

> 184

DQAS5-E2-
FQ482109.2

@ |>| 44

> (@ 48

= [>| 81
@)

= |0 115

= |0 141

> |Of 146

YK1-DQAS5-
E2

—

YK2-DQAS5-
E2

YK3-DQAGS-
E2

YK4-DQAS-
E2

YK5-DQAS-
E2

YK6-DQAS-
E2

T A T C

T

A

T T GGG T AT T G C C C

YK7-DQAS-
E2

YK8-DQAS-
E2

C A G C

G C C C A

G T T G G T AT T G G

YK9-DQAS-
E2

YK10-
DQAS-E2

YK11-
DQAS-E2

YK12-
DQA5-E2

YK13-
DQA5-E2

YK14-
DQAS-E2

YK15-
DQAS-E2

YK16-
DQA5-E2

Ozet

AN

(@R

>~

[N

(@R

Qo

> &

[l

(@R

o~-

(@R

O~

> -

=1 =

=1 =

>~
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(@S]
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—An
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o
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@ N
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Or-
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Cizelge 4.9. Devamu.

Niikleotid
Pozisyonlari

Toplam
Farkhhk

188
189
190
193
210
211
213
217
219
220
221
223
224
229
230
233
237
238
239
242
243
244
268
273
278
280
283
284
291
292
298
300
301
302
308
309
313
317
320
321
322
340

Konsensis T T A A T C T AT T C T G CTCOCTATTT CTT CTAATT CT CGTGACATTGATCA

DQAS5-E2-
FQ482109.2

YK1-

DQA5-E2 13

YK2-
DQAG5-E2

YK3-
DQA5-E2

YKA4-
DQA5-E2

YK5-
DQAS-E2

YKG6-

DQAS_EZGGTGCGCGACA.TGAATGCAGGCTC-.CT.A.A..-CC,G,, 58

YK7-

DQAS-E2 14

YKS8-

DQAS_EZGGTGCGCGACA.CGAGTCCAGGCTC-RCT.A.A..-CC.G.. 64

YKO-
DQAS-E2

YK10-
DQAS-E2

YK11-

DQA5-E2 12

YK12-

DQAS5-E2 11

YK13-

DQA5-E2 11

YK14-

DQAS5-E2 12

YK15-
DQA5-E2

YK16-

DQAS-E2 K . . . 12

O
> -
(@]

-- 2 2 5 5
Ozet G G T G

N
N
N
w
[N)
[N)
[N)
[N
[N
IN)
[N)
[N)
[N)
[N)
[N)
=
[N
[N
=
[N
=
[N)
=
=
[N
[N
N
w
®
=
[N)

308

[@RN]
[N
[@XN]
[N
>
(@]
>
(@]
SN
@
>
O -
=
®
(@]
>
®
@
(@]
—
(@]
B
el
(@]
=
>
B
>
B
(@]
(@]
A
@
>
-

*K:Gveya T ,R: Gveya A
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DQA1-E2, DQA2-E3 ve DQAS5-E2 konsensiis dizilerindeki farkliliklarin protein
yapisinda ne gibi degisiklikler yaptigini belirlemek icin clone manager programi kullanilarak

amino asit dizileri belirlenmistir (Sekil 4.28).

Reference BoLA-DQA1 »

BoLA-DQAL A

YK1-DQAl-E2 - - ]

YK2-DQA1l-E2 - - ]

YK3-DQA1l-E2 - s ] ]

YK4-DQA1-E2 - - ]

YK5-DQA1-E2 - - ]

YK6-DQA1-E2 - s ] ]

YK7-DQA1-E2 - - | ]

YK8-DQA1l-E2 - - ]

YK9-DQA1l-E2 - - ]

YK10-DQAl-E2 - - ]

YK11-DQA1l-E2 - - ]

YK12-DQA1l-E2 - - ]

YK13-DQA1l-E2 - - ]

YK14-DQA1l-E2 - - ]

YK15-DQA1-E2 - - ]

YK16-DOA1l-E2 - - - ]

Reference BoLA-DQA2 »

BoLA-DQA2 1 S | I B
YK1-DQA2-E3 B B L | NN BEER _§ ]
YK2-DQA2-E3 B 1 I - BEEEE—
YK3-DQA2-E3 B #f I . -
YK4-DQA2-E3 | [ | NN EEER _§
YK5-DQA2-E3 B #f I I
YK6-DQA2-E3 ] i IS E --EEE
YK7-DQA2-E3 | § I IS  --EEE
YK8-DQA2-E3 B i IS - --EEE
YK9-DQA2-E3 [ ] I ISR B - il
YK10-DQA2-E3 B [ | NN EEER _§ )
YK11-DQA2-E3 B I IS E - e
YK12-DQA2-E3 B P | NN EEEE _§
YK13-DQA2-E3 | ] f BN BEEHE—
YK14-DOA2-E3 B 1 I -
YK15-DQA2-E3 B f I Bl BEEHE—
YK16-DQA2-E3 B i IS E - EEEE
Reference BOLA-DQAS »

mMRNA—-DQAS

YK1-DQAS5-E2 C BN [ 30 BT | - [ ]
YK2-DQA5-E2 ] [ 30 BT | -

YK3-DQA5-E2 [ . ] - e -

YK4-DQAS5-E2 [ ] - e -

YK5-DQAS5-E2 I [ 3N BT | -

YK6—-DQAS5-E2 = e ] - E -HE.

YK7-DQAS5-E2 ] S - e -

YK8—-DQA5-E2 I | = B -ma.

YK9-DQAS5-E2 [ ] - e -

YK10-DQAS5-E2 [ . ] - - .

YK11-DQAS5-E2 [ ] - e -

YK12-DQA5-E2 ] ] - e -

YK13-DQA5-E2 -} [ 30 BT | -

YK14-DOA5-E2 - [ 30 BT | -

YK15-DQA5-E2 [ - e -

YK16-DQA5-E2 [ - e -

Sekil 4.28. Niikleotid konsensiis dizilerinden mRNA boélgesinin elde edilmesi ve aa dizilerinin
belirlenmesi (Referans: mMRNA-DQA1, Ac. No. NM_001013601.3 (A), mRNA- DQA2, Ac.
No. XM_015468906.1 (B), mRNA- DQA5, Ac. No.NM_001012675.2 (C), YK1-16
konsensiis dizileri, mavi bolgeler ortak noktalar1 gostermektedir).

DQAI1-E2, DQA2-E3 ve DQAS5-E2 niiklotid konsensiis dizileri kullanilarak elde
edilen DQAL, DQA2 ve DQA5-mRNA (768, 765 ve 768 b¢ uzunlugunda) dizilerinden yola
cikilarak, DQA1 i¢in 12 adet farkli haplotip, DQA?2 i¢in 13 adet farkli haplotip ve DQAS5 i¢in

ise 7 adet farkli haplotip belirlenmistir (Cizelge 4.10.1,4.10.2 ve 4.10.3).
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Cizelge 4.10.1. DQA1 bolgesinden transkripte olan mRNA niikleotid dizisi

Niikleotid © 7o) N ® o o™ © O «+H o W © N~ M < o 4 ;0w o & < o d < o o Toplam
Pozisyonlan  © © 2 S S S 5 3 8 £ 8 2 2 2 38 8 YR QY EERIIIEEEERKNZTETERY parknk
RN A CTCAGATCTGTCAGATGATCTCGT GGG GTT CTC CGTC CAGTCTTGCAA ATGT
N%Qﬁéig‘gg(ﬁ'a CcC T 6CcCTTTTT . CAGTGAAA A A A G A A G A A G c 27
YK1-DQAL-

MRNA U &
YK2-DOAL-

mMRNA K 28
YK3-DQAL- >

MRNA R L L
YK4-DOAL-

Do T K 27
YK5-DOAL-

MRNA U 2
YKrg'RD,\&Al' T T K T T S Y 34
YKrz'RD,\%Al' T M A G 31
YK8-DOAL- .

MRNA R
YK9-DOAL-

mMRNA . 2
YKrlnoéﬁ%Al' c T T 30
YK11-DOAL- -

MRNA R L
YK#ZF‘{EI?_\M‘ A G G 30
YKrlniﬁ%Al' A B e s, 30
YK#“&%‘XAL e c Y S 29
YK15-DOAL- .

MRNA R L
YKrlnﬁF'{'i&Al' c A G G 31

1
C 1 1 6
(") 2 3 3 1 1 1 1 1 1 1 1 4 1 1 1 1 1 1 1 1 A 1 4 1 1 1 A, 1 1 1 G, 1 1 1 1 1 461
zet T T C T G © T T T T T A © A G T G A A A 1 T G A G A 1 G A A 3 T T (o} S Y
1 T T K
M

*K:GveyaT,S:GveyaC, Y:TveyaC ,M: AveyaC



Cizelge 4.10.2. DQA2 bolgesinden transkripte olan mRNA niikleotid dizisi

Niikleotid O O M o &N M O N 0 © 0 N~ O M +H N M 1 ~ © o ™ o <t S 0 O ¥ O © N~ M 1w M O ™ Toplam
Pozisyonlari m M M M ® M m m m m m MM I ¥ & 8§ ¥ boo O O O OO O © © Farkhilk
Konsensis A T G A G G A G G G T C C G CATTTGC G G ACGTTAACTGTATG
DOA2-mRNA-
XV O15463006.1 AT AAG . c TdT AN - - cC A A A C G G T A C G C 24
YK1-DQA2-
e T A . T A 28
YK2-DQA2-
20 T A Y R 28
WREADIO)AZS AT A A G A A c C CG G T C G C 27
mRNA
YK4-DQA2-
D T A Y 27
W PR AT A A G A A c C C G G T C G C 27
mRNA
YK6-DQA2-
N s c Y 27
YK7-DQA2-
MRNA i &
YK8-DQA2-
mRNA T A 26
YK9-DQA2-
mRNA U &
YK10-DQA?-
1000 Y R 2
YK11-DQA?- iy
MRNA
YKI13-DQA2- AT A A G C T T A A C A c T c c G G T c G C 29
mRNA
YK12-DQA?-
R AT A A C A T 27
YK14-DQA?-
10O T A G 2
WRLSADIO) 2 AT A A G C T TA c A A C G G T A C G C 25
mRNA
YK16-DQA?- iy
MRNA
Ot 3 3 6 6 6 6 5 1 1 1 3 3 3 5 1 1 1 1 4 1 6, 5 3A 38 1 2 5 3 5 5 5 2 5 1 6 5 .
ze T AATAAGTCSACTTA - - - ACAUI44 A IRCTACTCG GG GTACT RGC

*S:GveyaC, Y:TveyaC , R:GveyaA.
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Cizelge 4.10.3. DQAS bolgesinden transkripte olan mRNA niikleotid dizisi

Niikleotid Pozisyonlar1

o
(o]

b
(o]

97

98

106

110
112
114
117
120
123
130
134
135
139
141
143
144
168
169

177

189

194

203

209

210

216

225

227

Konsensiis

G

O | 217

> | 219

DQA5-mRNA-
NM_001012675.2

® >

> | ®

=4 |0

> | O] 208

YK1-DQAS5-mRNA

—=4| 4]0

YK2-DQAS5-mRNA

YK3-DQA5-mRNA

YK4-DQA5-mRNA

YK5-DQA5-mRNA

YK6-DQA5-mRNA

YK7-DQA5-mRNA

OO0

YK8-DQA5-mRNA

YK9-DQAS5-mRNA

YK10-DQA5-mRNA

YK11-DQA5-mRNA

YK12-DQA5-mRNA

YK13-DQA5-mRNA

YK14-DQA5-mRNA

YK15-DQA5-mRNA

YK16-DQA5-mRNA

Ozet

> s
[
®
O
O
>
—
— .
>
—
O
—
—
>N
(@]
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Cizelge 4.10.3. Devamu.

Niikleotid
Pozisyonlar:

229

231

232

233

235

236

238

246

250

251

252

255

272

273

275

279

281

282

283
285

286

291
292

295

299

300

301

304

305

306

Toplam
Farkhihk

Konsensiis

DQA5-mRNA-
NM_001012675.2

o | >

YK1-DQA5-mRNA

10

YK2-DQA5-mRNA

YK3-DQA5-mRNA

YK4-DQA5-mRNA

14

YK5-DQA5-mRNA

11

YK6-DQAS5-mRNA

c 6 ¢ G A C A

G

C A G G

46

YK7-DQAS5-mRNA

11

YK8-DQAS5-mRNA

c 6 ¢ G A C A

C

C A G G

YK9-DQAS5-mRNA

10

YK10-DQAS5-mRNA

YK11-DQA5-mRNA

10

YK12-DQA5-mRNA

YK13-DQA5-mRNA

YK14-DQA5-mRNA

10

YK15-DQA5-mRNA

14

YK16-DQA5-mRNA

Ozet

@ o -

(@A SIS

[ NIEE

(@A SIS

[ NIEE

>N

(@RI

>N -

RN

RN

241
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Elde edilen amino asit dizileri (255 aa uzunlukta) NCBI’da Blast yapilarak hedef
bolge oldugu dogrulanmistir (Sekil 4.29). Ilk 23 amino asit (1—23) signal peptit bdlgesini,
31—110 alfa domainini, 112—205 immiinoglobulin domainini ve 203—254 C-terminal
domainini olusturmaktadir. Ayrica aa 116, 118..120, 122, 140..142, 162..165, 170..171, 176
pozisyonlart polipeptid katlanma noktalarin1 olusturmaktadir  (http://www.uniprot.org;

Takeshima ve ark., 2007; https://www.ncbhi.nlm.nih.gov/Structure/cdd).

i 1] inn 150 200 255

Query seq. |

heterodimer interface
HHE binding domain interfa

Specific hits IgC_MHC_II_alpha
Cl-set_C
Superfanilies A MHC_II_alpha superfamily Ig superfamily

Cl=-set_C superfanily

1 50 100 150 200 255
Query seq. W
HHC binding domain interface
Specific hits IgC_MHC_II_alpha
Cl—set Cl-set_C
IGc1
Non-specific PHAG326%5
hits
Superfanilies B MHC_II_alpha superfamily | Ig stuperfamily
Marek_f superfamiluy Cl=set_C superfanily

Sekil 4.29. YK1-DQAL, DQAZ2 (A) ve DQAS5-PR’nin (B) sahip oldugu, alfa, immunoglobiilin
ve C-terminal domainleri.

Belirlenen YK-DQAT1 haplotiplerinin olusturdugu proteinlerin NCBI Blast sonuglarina
gore; Bos grunniens’den cksprese olan MHC smif II DQAI1 alfa zincirine (Ac. No:
AFM37579.1) benzerlik oran1 YK6 %92, YK2, 7, 10, 12, 13, 14 ve 16 %93 ve YK1, 3,4, 5, 8,
9, 11 ve 15 %94 olarak bulunmustur. Bos taurus’dan eksprese olan MHC smif I DQA1 alfa
zincirinin (Ac. No: NP_001013619.3), molekiiler agirligi 28003,05 Da ve pl degeri 4,80°dir.
YK1-16 DQAT proteini i¢in molekiiler agirlik 27968,02-27996,08 Da arasinda hesaplanirken
pl degerleri 4,85 olarak belirlenmistir. Yerli kara sigir irkinin DQA1 geni yoniinde amino asit
pozisyonlar1 dikkate alindiginda, olustururlan tiim konsensiis dizilerinde 36., 37. ve 38.
pozisyonundaki alanin, aspartik asit ve fenilalanin (A,D,F) ii¢lii amino asit dizisi yerine
treonin, gliitamik asit ve izolosin’den (T,E,I) olusan bir {i¢lii amino asit dizisi belirlenmistir.
Bununla birlikte 49. ve 50. pozisyonlardaki izoldsin ve histidin (LLH)—treonin ve gliitamin
(T,Q) doniismiistiir. Referans dizideki 57. aa pozisyonundaki 16sin (L) YKI1-15’de
metiyonin’e (M) doniisiirken, sadece YK16 konsensiis dizisinde 16sin (L) olarak kalmstir.
Yine referans dizisinin 70. pozisyonunda gliitamin (Q)—arjinin’e (R) donligmistiir. Diger
dikkat ¢eken bir nokta olarak referans verideki 5’lik amino asit degisim bloklar1 gézlenmistir.
Referans diziye gore 75.-79. pozisyonlardaki amino asit dizisini olusturan glisin, gliitamik

asit, 10sin, treonin ve serin (GELTS) beslisi, yerli kara sigir irkinda serin, gliitamin,
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fenilalanin, alanin ve glisin (SQFAG) beslisine donilismiistiir. Ayrica 81. ve 82. pozisyondaki
gliitamik asit ve alanin blogu (E,A), aspartik asit ve prolin’e (D,P) doniisiirken, 87.
pozisyonda asparajin (N)—serin’e (S), 91. pozisyondaki lizin (K)—treonin’e (T) ve 95.
pozisyondaki treonin (T)—asparajin’e (N) donlismiistiir. Bununla birlikte bazi konsensiis
dizilerde YK1,3,5,8,9,10,11 ve 15’de 92. pozisyonda alanin (A)—serin’e (S) doniismiistiir

(Sekil 4.30)
DQA1-AA-NP_001013619.3 1 MVLNRALILG ALTL
YK1-DQAl-AA 1
YK2-DQA1-AA 1
YK3-DQA1-AA 1
YK4-DQA1-AA 1
YK5-DQA1-AA 1
YK6-DQA1-AA 1
YK7-DQA1-AA 1
YK8-DQA1-AA 1
YK9-DQA1-AA 1
YK10-DQA1-AA 1
YK11-DQA1l-AA 1
YK12-DQA1-AA 1
YK13-DQA1-AA 1
YK14-DQA1-AA 1
YK15-DQA1-AA 1
YK16-DQA1-AA 1
Clustal Consensus 1

DQA1-AA-NP_001013619.3 81

YK1-DQA1-AA 81
YK2-DQAL-AA 81
YK3-DQA1-AA 81
YK4-DQA1-AA 81
YK5-DQA1-AA 81
YK6-DQA1-AA 81
YK7-DQA1-AA 81
YK8-DQA1l-AA 81
YK9-DQA1-AA 81
YK10-DQA1-AA 81
YK11-DQA1l-AA 81
YK12-DQA1-AA 81
YK13-DQA1-AA 81
YK14-DQA1-AA 81
YK15-DQA1-AA 81
YK16-DQA1-AA 81
Clustal Consensus 1

Sekil 4.30. BoLA-DQATL alleli tarafindan kodlanan alfa bolgelerinin tahmini amino asit
dizilerinin hizalanmasi.

Belirlenen YK-DQAZ2 haplotiplerinin olusturdugu proteinlerin NCBI Blast sonuglarina
gore; Bos taurus’dan eksprese olan MHC sinif 11 DQAZ2 alfa zincirine (Ac. No: BAA08765.1)
benzerlik oran1 YK3, 5 ve 13 i¢in %95, YK15 i¢in %96, YK2, 4, 6, 10 ve 12 i¢in %97 ve
YK1,7, 8, 9, 11, 14 ve 16 icin ise %98 olarak bulunmustur. Bos taurus’dan eksprese olan
MHC smif II DQA2 alfa zincirinin (Ac. No: XP_015315336.1), molekiiler agirlig1 27935, 90
Da ve pl degeri 4,85dir. YK1-16 DQA2 proteini i¢in molekiiler agirlik 27978,51-28098,18
Da arasinda hesaplanirken pl degerleri 4,92-4,99 olarak belirlenmistir. Amino asit
pozisyonlarina bakildiginda; YK1,2 ve 4 i¢in 110. pozisyondaki asparajin (N) —izoldsin’e (I)
dontisiirken, YK, 2, 4, 6,7, 8,9, 10, 11, 14 ve 16 i¢in 123. pozisyondaki metiyonin (M) —
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valin’e (V), 124. pozisyondaki valin (V) — metiyonin’e (M) ve 135. pozisyondaki metiyonin
(M) — valin’e (V) degisimi gozlemlenmistir. Dikkat ¢ekici noktalardan birisi de yerli kara
sigirlarindaki DQA2 gen bolgesi yoniinden 138. amino asit pozisyonunda izolosin (I) amino
asidinin eklenmis olmasidir. Ayrica YK3, 5 ve 13°’de 162. pozisyonda serin (S) — arjinin’e
(R) ve 182. pozisyondaki serin (S) — prolin’e (P) doniistiigii goriilmistir. YK3, 5, 13 ve 15
konsensiis drnekleri disindaki tiim YK konsensiislerinde 184. (aspartik asit—asparajin’e) ve
186. (valin—izoldsin’e) pozisyonlarinda farkliliklar belirlenmistir. Son olarak YKI5
disindaki tiim orneklerde 195. pozisyonda serin (S)—glisin’e (G) donilisiimii goriilmiistiir

(Sekil 4.31).

DQA2-AA-XP 015315336.1
YK1-DQA2-AA
YK2-DQA2-AA
YK3-DQA2-AA
YK4-DQA2-AA
YK5-DQA2-AA
YK6-DQA2-AA
YK7-DQA2-AA
YK8-DQA2-AA
YK9-DQA2-AA
YK10-DQA2-AA
YK11-DQA2-AA
YK12-DQA2-AA
YK13-DQA2-AA
YK14-DQA2-AA
YK15-DQA2-AA
YK16-DQA2-AA
Clustal Consensus

DQAZ*AA*XP7015315336.1 TSFLP S YLTFE EVP. MSELTETVV CALRLTVGLV GIVVGTIFII 239
YK1-DQA2-AA
YK2-DQA2-AA
YK3-DQA2-AA
YK4-DQA2-AA
YK5-DQA2-AA
YK6-DQA2-AA
YK7-DQA2-RAA
YK8-DQA2-AA
YK9-DQA2-AA
YK10-DQA2-AA
YK11-DQA2-AA
YK12-DQA2-AA
YK13-DQA2-AA
YK14-DQA2-AA
YK15-DQA2-AA
YK16-DQA2-AA
Clustal Consensus

Sekil 4.31. BoLA-DQAZ2 alleli tarafindan kodlanan alfa bolgelerinin tahmini amino asit
dizilerinin hizalanmasi.

Belirlenen YK-DQAS5 haploitplerinin olusturdugu proteinlerin NCBI Blast sonuglarina
gore; Bos taurus’dan eksprese olan MHC simif I1 DQAZ2 alfa zincirine (Ac. No: AAD02920.1)
benzerlik oran1 YK6 ve 8 i¢cin %89, YK4 ve 14 i¢in %95, diger 6rnekler igin ise %98 olarak
bulunmustur. Bos taurus’dan eksprese olan MHC smif II DQAS alfa zincirinin (Ac. No:
NP_001012693.2), molekiiler agirligi 28423,75 Da ve pl degeri 5,09°dir. YK1-16 DQAS5
proteini i¢in molekiiler agirlik 28204,17-28387,76Da arasinda hesaplanirken pl degerleri
4,99-5,09 olarak belirlenmistir. Amino asit pozisyonlarina bakildiginda; YK1, 2, 3, 9, 10, 11,
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12, 13, 14 ve 16 konsensiis dizilerindeki 36. ve 37. pozisyonlarindaki valin ve asparajin
(V.N)—izolosin ve serin’e (I,S), 68. pozisyonlarindaki valin (V)—alanin (A) ve 84.
pozisyonlarindaki fenilalanin (F)—losin’e (L) doniistiigii belirlenmistir. Tim yerli kara
konsensiis dizilerinde 48. apolar bir amino asit olan pozisyondaki fenilalanin (F)’in polar bir
amino asit olan tirozin’e (Y) doniistiigl gorilmistiir (Sekil 4.32).

T
V DLEKKETVWK LPLFS

DQA5-AA-NP_001012693.2 1
YK1-DOAS5-AA 1

YK2-DQA5-AA 1
YK3-DQA5-AA 1
YK4-DQAS5-AA 1
YK5-DQAS5-AA 1
YK6-DQAS5-AA 1
YK7-DOAS5-AA 1
YK8-DQAS5-AA 1 e e
YK9-DQAS5-AA 1 e e e e
YK10-DQA5-AA 1 e e
YK11-DQAS5-AA T e
YK12-DQA5-AA 1 e e e
YK13-DQA5-AA 1 e e e
YK14-DQAS5-AA 1 i i
YK15-DQAS5-AA 1 e e
YK16-DQA5-AA 1 e e S U W o S
Clustal Consensus 1 s o e e e s e o
DQA5-AA-NP_001012693.2 81 DPOQ LRNT IMKLHVDELT KFS
YK1-DQAS5-AA 81
YK2-DQAS5-AA 81
YK3-DQAS5-AA 81
YK4-DQAS5-AA 81
YK5-DQAS5-AA 81
YK6-DQA5-AA 81
YK7-DQAS5-AA 81
YK8-DQAS5-AA 81
YK9-DQA5-AA 81
YK10-DQAS5-AA 81
YK11-DQA5-AA 81
YK12-DQA5-AA 81
YK13-DQA5-AA 81
YK14-DQA5-AA 81
YK15-DQA5-AA 81
YK16-DQA5-AA 81
Clustal Consensus 1
170 180 190 200 210 220 230 240

T T T T T T T I
DQA5-AA-NP_001012693.2 161 TSFLIKSDYS LKIKYLTFL PSDDDIYDCK VEHWGLDEPL LKHWEPEIP PMSELTETVV CTLGLTVGLV IMVGTIFIT 240
YK1-DQAS5-AA ceesscecae 240
YK2-DQAS5-AA 240
YK3-DQAS5-AA 240
YK4-DQAS5-AA 240
YK5-DQA5-AA 240
YK6-DQAS5-AA 240
YK7-DQAS5-AA 240
YK8-DQA5-AA 240
YK9-DQAS5-AA 240
YK10-DQAS5-AA 240
YK11-DQAS5-AA 240
YK12-DQA5-AA 240
YK13-DQA5-AA 240
YK14-DQA5-AA 240
YK15-DQA5-AA 240
YK16-DQAS5-AA 240

Clustal Consensus

Sekil 4.32. BoLA-DQAS alleli tarafindan kodlanan alfa bolgelerinin tahmini amino asit
dizilerinin (in silico) hizalanmasi.

Yerli kara si8ir irkindaki DQA1, DQA2 ve DQAS genleri yoniindeki farkliliklar son
derece onemlidir. DQA geni Immiin Polimorfizm Veritabanina (IPD) girilen ii¢ genden
(DQA, DQB ve DRB3) bir tanesidir. Bu veri tabaninda Bos indicus (5 allel), Bos taurus (56
allel) ve Bubalus bubalis (8 allel) irklarina ait allellerin veri tabani olusturulmustur (IPD-
http://www.ebi.ac.uk/ipd/mhc/group/BoLA; Robinson ve ark., 2012). Farkliliklarin alfa ve
immiinoglobulin domaininlerinde goriilmesi bu bdlgelerin yerli karanin bagisiklik sistemine
onemli katkist oldugu diisiilmiistiir. Ancak bu sonug icin daha ayrintili ¢alismalidir. Sonug

olarak DQA1-E2, DQA2-E3 ve DQA5-E2 bolgelerindeki farkliliklarin daha iyi anlagilmasi

119



icin filogenetik kisminda ayrintili olarak tartisilmistir (Bkz. 4.6.3). IPD bulunan DQA ile

kiyaslanmas1 gerceklestirilmistir.

4.5.1.3. DQA1-E2, DQAZ2-E3 ve DQA5-E2 bolgelerinin filogenetik analizi

Yapilan ¢alisma ile yerli kara sigir irkindaki BoLA-DQA1-E2, BoLA-DQAZ2-E3 ve
BoLA-DQAS-E2 bolgelerinin ekzon bolgelerine ait niikleotid dizileri ortaya ¢ikartilmistir. Bu
diziler kullanilarak NCBI ve IPD’deki daha onceden belirlenen Bos indicus, Bos taurus ve
Bubalus bubalis DQA allelleri ile beraber filogenetik analiz yapilmigtir. Yerli kara sigirinin
DQAL-E2, DQAZ2-E3 ve DQA5-E2 bolgelerinin dizi bilgileri analiz edilerek, DNA
polimorfizm 6zellikleri belirlenmistir (Cizelge 4.11). Yerli karada DQAL1-E2, DQAZ2-E3 ve
DQAS-E2 bolgeleri icin sirasiyla toplam 500, 489 ve 308 farkli bolge belirlenirken, bu
bolgelerin 15, 37 ve 75 tanesini polimorfik oldugu ve haplotip sayilarinin 24, 26 ve 16 oldugu
tespit edilmistir (4.5.1.2°de bahsedilenin haplotip sayisinin iki kati). Yerli kara sigirlarinda,
haplotip farkliligt DQA1-E2 i¢in 0,972 + 0,020, DQAZ2-E3 icin 0,975 + 0,014 ve DQA5-E2
icin ise 0,949 + 0,031olarak hesaplanirken, niikleotid farklilig1 ise DQA1-E2, DQAZ2-E3 ve
DQAS5-E2 bolgeleri i¢in sirasiyla 0,01375 £ 0,0000015, 0,02070 + 0,0000209 ve 0,0534 +
0,0003318 olarak hesaplanmistir. Yerli karalardaki haplotipler arasindaki genetik uzakliklar
ise DQAL-E2 igin 0,0032-0,0362 (ortalama: 0,0139), DQA2-E3 i¢in  0,0025-0,0805
(ortalama: 0,0211) ve DQAS5-E2 igin ise 0,0029-0,2197 (ortalama: 0,0595) arasinda

bulunmustur.

Cizelge 4.11. DQAI1-E2, DQAZ2-E3 ve DQAS5-E2 bolgelerinin dizisine gore DNA
polimorfizm &zellikleri

Ozellikler Genel (DQA1-E2)  Genel (DQA2-E3)  Genel (DQA5-E2)
Toplam Bolge Sayisi 500 489 308
G+C 47,58 47,46 45,26
Polimorfik Bolge Sayisi (s) 15 37 75
Haplotip Sayist1 (h) 24 26 16
Haplotip Farklilig1 (Hd) 0,972 + 0,020 0,975 +0,014 0,949 £+ 0,031

Niikleotid Farklilig1 (P1) ~ 0,01375 +0,0000015 0,02070 + 0,0000209 0,0534 + 0,0003318

Yerli kara DQA1 konsensiis dizileri filogenetik iliskileri bakimindan referans diziye
gore (niikleotid icin FQ482091.6, mRNA i¢in NM _001013601.3 ve aa i¢in NP_001013619.3)
niikleotid ve amino asit dizisi ayrimindaki bootstrap test degeri %10 hesaplanirken mRNA
dizisi %50 seklinde belirlenmistir (Sekil 4.33 A, B ve C). Yerli kara DQA?2 konsensiis dizileri
filogenetik iligkileri bakimindan referans diziye gore (niikleotid i¢in FQ482109.2, mRNA i¢in
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XM 015468906.1 ve aa icin XP_015315336.1) niikleotid dizisi ayrimindaki bootstrap test
degeri %50 hesaplanirken mRNA ve amino asit dizisi %20 seklinde belirlenmistir (Sekil 4.33
D, E ve F). Yerli kara DQAS5 konsensiis dizileri filogenetik iliskileri bakimindan referans
diziye gore (niikleotid i¢in FQ482109.2, mRNA i¢in NM 001012675.2 ve aa ig¢in
NP _001012693.2) niikleotid dizisi %20 olarak
hesaplanirken, mRNA dizisi %50 ve amino asit dizisi %10 seklinde hesaplanmistir (Sekil
433G,Hvel).

ayrimindaki bootstrap test degeri

YKE-DQAT-EZ

YKA-DRAT-EZ
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5 YKIZ-DRAT-mANA
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H YK 13-DQAT-MRNA 66 [YK11-DQAS-AA
% | lncieoamsmana I vki0-oaas-aa
YK1-DQAS-TRNA [vve-caas-aa
31 ||[re-ooasmana | [ncoossas
it 1-D@as-mANA [vvzooas-aa
Yi14-DaRsmRNA 2| hrooases
- YKE-DQAS-TRNA . YKEDRATAA
YKT-DQAS-MRNA YKT-DRASAA
DOASMRNA-NM_001012675.2 DOAS-AA-NP_001012683.2
Bt YE4-DQAS-mMANA = YRA-DOAS-AR
100 1'YK1S-DOAS-mRNA % WKISDQAS-AR
e e EE
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Sekil 4.33. BoLA-DQA1, DQA2 VE DQAS konsensiis dizilerinin filogenetik agaglari. Yerli
kara BoLA-DQAI1, DQA2 VE DQAS5 allelerinin sirasiyla 310 bg, 389 b¢ ve 338 bg’lik
niikleotid dizilerinden olusturulmus komsu birlestirme (Neighbor-joining) agaci (A, D ve G),
DQA1, DQA2 ve DQA5-mRNA sirasiyla 768, 765 ve 768 b¢ uzunlugunda dizilerinden
olusturulmus Neighbor-joining agaci (B, E ve H) ve 255 amino asit uzunlugundaki dizilerden
olusturulmus Neighbor-joining agaci (C, F ve I).
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BoLA-DQA ve DQB gen bolgeleri antijenik epitop baglayici repertuarini artirmak igin
bagisiklik sistemi tarafinda kullanilabilecek polimorfizm sergilerler (Lewin ve ark., 1999). Bu
molekiillerin bagisiklik sistemlerindeki roliine en iyi 6rnek olarak yine insanlarda goriilen
insiiline bagimli diyabet (0miir boyu insiilin yetersizligi) ve ¢Olyak hastalig1 (gliitene karsi
omiir boyu kroniklesen alerji) hastaliina karst immiinolojik olarak aracilik edilen
hastaliklarda DR molekiilleri ile birlikte hastaliklara pozitif yada negatif etkileri seklinde
gosterilmeleridir (Norimine ve Brown, 2005). Sigirlarda, monoklonal antikor bloke edici test
kullanilarak, sap hastalig1 viriisii epitoplarinin BoLA-DQ molekiilleri yardimiyla CD4+T
hiicrelerine sunumda belirlenmistir (Glass ve ark., 2000). Benzer sekilde bu molekiilleri
tarafindan CD4+T hiicrelerine Babesia bovis (sitma) ve Anaplasma marginale epitoplarinin
sunumunda benzer etkileri gosterdigi belirlenmistir (Brown ve ark., 2003; Norimine ve ark.,

2004; Garrick ve Ruvinsky, 2014).

IPD’de bulunan DQA alleleri ve yerli kara sigirindan elde edilen konsensiis
dizilerinin, dizi verileri ve filogenetik analizleri bize, yerli karadaki DQAL, DQA2 ve
DQAS5’in fakli alleleri temsil ettiklerini diistindiirmektedir. Yerli kara sigirindaki DQA
genlerin bugiine kadar belirlenen DQA allelleri arasindaki yerinin belirlenmesinde kullanilan
filogenetik agacin topolojisine bakildiginda, NJ yontemi, Jukes-Cantor (JC) modeli ve
Bootstrap metoduna (1000) dayanan DQA allelerin olusturan filogenetik aga¢c 2 ana dala
(clade-I ve II) ayrilimistir. Ana clade I, alt clade-Al (DQAL), alt clade-A2 (DQADS), alt clade-
B1(DQAZ3), alt clade-B2(DQA4) ve alt clade-B3(DQAS) seklinde 5 alt dala ayrilmistir. Bu
sonug Onceki caligmalar ile benzerlik gostermektedir (Miyasaka ve ark., 2012). Ana clade 11,
C ve D dallarina ayrilmistir, bu dal agaci koklendirmek i¢in kullanilmistir. Diger 6rneklerin

hepsi ekzon 2 bolgesinden olusurken bu dal ekzon 3 bolgesinden olusmaktadir (Sekil 4.34).

DQAT1 geninin en 6nemli paralogu DQA2 genidir. Yerli kara sigirlarinda goriilen
DQA1 geni, daha 6nceden belirlenen DQA2 genleriyle ayni cladeyde (alt clade-B3) yer
almas1 bu goriisii destekler niteliktedir (Gelhaus ve ark., 1999). DQA2 ve DQA3 yakin iliskili
goriilmektedir. Ayrica DQA3 (alt clade-B1)’iin DQA1’den ziyade DQA2’den ayrilmis
olabilecegi hipotezini destekler niteliktedir (Ballingall ve ark., 1998). DQA2’nin DQA1’den
ayrildig1 diisiiniildiiglinde yerli kara DQAT1 allelerinin DQA2 ile benzer dalda bulunmasi
yakin iligkili olduklarmin en agik gostergesidir. Sigirlarda goriilen DQA genlerinin gevis
getiren ve getirmeyen tiirler arasindaki ayrilmanm ardindan gen tekrarlariyla gelismis

olabilecegi diisiincesidir (Gelhaus ve ark., 1999).
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Sekil 4.34. Yerli kara ve IPD’de bulunan Bos indicus (Boin-DQA), Bos taurus (Bota-DQA)

ve Bubalus bubalis (Bubu-DQA) DQA allellerinin filogenetik agaci. Bu ¢alismada elde
edilen alleller koyu renkle gosterilmistir.
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Bugiine kadar, farkli sigir irklarinda 34 DQAT1 alleli, 18 DQAZ2 alleli, 7 DQA3 alleli
ve 8 DQAM4 alleli ekzon2'nin DNA dizilimi veya tam uzunluktaki tamamlayicit DNA (cDNA)
klonlamasi1 ile tanimlanmistir (IPD-MHC Dizilim Veritabaninin BoLA isimlendirme
boliimiine bakiniz: http://www.ebi.ac.uk/ipd/mhc/bola/ index.html). Ayrica sigir irklarinda
sadece Bos taurus’da tek bir allel seklinde tanimlanan DQAS gen bolgesinin varligi yerli kara
sigirinda ilk defa bu g¢alisma ile belirlenmistir. Daha 6nceden tanimlanan DQAS5*2801°den
alleninden farkli 16 allele belirlenmistir. Fonksiyonel yonleri tanimlanarak agiklandigi dnceki

calismalarda periferik 16kositlerde eksprese olabilecekleri gosterilmistir (Gelhaus ve ark.,

1999).

Farkl1 sigir irklarindaki DQAT allel varligi ve frekanslari incelendiginde, DQA1*0101
allelenin en yaygm allel oldugu goriilmiis ve mastitisle iliskili allel olarak rapor edilmistir
(Park ve ark., 2004; Takeshima ve ark., 2007). Bununla birlikte sigirlardaki bu allel veya
BoLA-DQAT1*10011 alleli i¢in homozigot olan hayvanlarda mastitis progresyonuna duyarli
olduklarindan, BoLA-DQA1 heterozigotlugu, sigir mastitisine karsi secici bir avantaj
sagladig1 goriilmektedir. Ikinci olarak, alleller BoOLA-DQA1*0101 ve BoLA-DQA1*10012
arasinda streptokoklarin neden oldugu mastitisn ilerlemesi arasinda pozitif bir iliski vardir
(Takeshima ve ark., 2008). Baska bir degisle bu alleller yoniinden homozigot olan bireyler
mastitise daha duyarlhidir. Bu acgidan diistildiigiinde Sekil 4.34’de gosterilen filogenetik agaca
gore yerli kara DQA1 allelerinin bu allelere gére en uzak nokta bulunmalar1 mastitise direng
icin bir gosterge kabul edilebilir. Cilinkii daha onceden belirlen allelerin bir ¢ogu, verim
kapasitesi yiiksek olan kiiltiir irklarinda belirlenen allellerdir. Ancak bunun belirlenmesi i¢in
daha ayrintili c¢alismalara ihtiyag duyulmaktadir. Sonu¢ olarak DQA1, DQA2 ve DQAS
alleleri bakimindan, bazilarinin antijen sunumunda diger allelere gore baskin rol oynadiginin
belirlenmis olmasi ve sigirlardaki patojenlere karsi immiin sistem tarafidan verilen tepkilerin
MHC smif II allerinden etkileniyor olmasi etkili asilarin gelistirilmesi veya 1slah stratejileri
acisindan BoLA-DQA allelerinin karakterizasyonunu son derece 6nemli kilmaktadir. Buna
birde sahip oldugumuz yerli irklardaki immiin sistem yoniindeki genetik c¢esitlilik eklenince

son derece 6nemli hale gelmektedir.

45.2. BoOLA-DQB Gen Bolgesi ve Yerli Kara Sigirinda DQB Bélgesinin niikleotid
dizilenmesi

BoLA smif II histokompatibilite molekiilii heterodimer beta zinciri veya kisaca BoLA-
DQB geni, tipki DQA’da oldugu gibi siif II bolgesi beta zinciri paraloglarina ait bir gen

bolgesidir. Ekstraseliiler proteinlerden tiiretilen peptidleri sunarak bagisiklik sisteminde
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merkezi bir rol oynar. HLA-DQB geninden eksprese olan beta zinciri yaklasik 26-28 kDa'dir
ve alt1 ekzonigerir. Ekzon 1 lider peptidi, ekzon 2 ve 3 iki hiicre dis1 alani, ekzon 4 zar gegcis
alanim1 ve ekzon5 sitoplazmik kuyrugu kodlamaktadir (http://www.genecards.org/cqgi-
bin/carddisp.pl?gene=HLA-DQB1&keywords=HLA-DQB1). HLA-DQBI, ¢olyak hastaligi
multipl skleroz ve creutzfeldt-jakob hastaliklar: ile iliskilendirilmislerdir (Nelsen, 2002;

Kaushansky ve ark., 2009). DQB gen bolgesi insanlarda 6. Kromozom ftizerinde, 6p21.32 (Ac.
No: NC_000006.12-32659464..32666689) lokasyonunda bulunan 7225 bg¢ uzunlugundaki
bolgeden 6 ekzon tarafindan kodlanan 261 aa uzunlugunda 29,991 Da agriliginda ve pl degeri
6,76 olan bir proteindir. Buna nazaran sigirlardaki DQB gen bolgesi, 23. kromozomun
(AC _000180.1) 23g21 bolgesinde, yaklasik uzunlugu 13360 bg (25375261..25388621) olan
linear bir gen bolgesidir. Insanlarin aksine sigirlardaki bu bolge 5 ekzondan olusmaktadir.
BoLA-DQB gen bolgesinden 261 amino asit uzunlugunda, molekiiler agirligir yaklasik
29617,83 Da ve pl degeri 6,60 olan bir protein kodlanmaktadir. ilk 32 amino asit signal peptit
bolgesini geriye kalan 229 aa olgunlasmis polipeptidi olustururken, 45— 117 aa beta domainin

ve 129—5222 immiinoglobulin domaini olusturmaktadir  (http://www.uniprot.org/;

https://www.nchi.nlm.nih.gov/gene/282495).

Bazi MHC genlerinin en carpici 6zelligi, bir ¢ok dogal popiilasyonda diger genlere
kiyasla yliksek derecede polimorfizm olmasidir (Klein, 1986; Yuhki ve O’Brien, 1990). Bu
polimorfizmin en Onemi nedeni muhtemelen, c¢esitli peptidleri ve dolayisiyla ¢esitli
patojenleri tanima yetenegini gerektiren bireydeki bagisiklik tepkisi ile ilgilidir
(Andersson,1996). Sinif II genlerin genetik polimorfizmleri agirlikli olarak peptid baglama
bolgelerini (PBS) kodlayan birinci alan ekzonda (ekzon 2) bulunur ve islevsel olarak
onemlidir (Wang ve ark., 2007). Degisken derecelerde polimorfizm sergileyen ve biiytik bir
haplotip dizisine sahip olan, sigirlarda bes DQA ve bes DQB geninin (lokus) varligina dair
kanit bulunmaktadir (Sena ve ark., 2011). BoLA-DQB1 ve BoLA-DQB2'nin ayri lokus olarak
belirlenmessi, homozigot bireylerin allelik varyasyonlarinin analizine dayanmaktadir
(Gelhaus ve ark., 1999b). BoLA-DQB1, BoLA-DQB2 ve BoLA-DQB5'in ayrimi translasyona
ugramamis 3' bolgelerindeki farkliliklar ile belirlenmislerdir. BoLA-DQB3 ve BoLA-DQB4
allellerin belirlenmesi, niikleotid dizilerinin ve filogenetik birlikteliklerinin korunmasina
dayanir (Russell, 2000). DQB lokusunun kromozomal dagilimi, kromozom bagina en fazla iki
loci ile sinirlandirilmistir (Gelhaus ve ark., 1999a; b; Russell, 2000). Fonksiyonel olarak,
cogaltilmis BoLA-DQA ve BoLA-DQB genleri hiicre membranlarinda heterodimerler olarak
ifade edildiginde hem haplotip i¢i hem de inter-haplotip iligkilerini gosterir, boylece CD4 T
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lenfositleri tarafindan taninabilen varsayilan patojen peptitlerin repertuarini arttirir (Norimine
ve Brown, 2005). En 6nemli 6zellikleri , DQBI1 en yaygin tip olup hemen hemen tiim

haplotiplerde bulunmasidir (Xu ve ark., 1994).

Bugiine kadar BoLA-DQA ve BoLA-DQB polimorfizmleri, Holstein, Jersey, Japon
Shorthorn, Japon Black and African sigirlarda incelenmistir (Maillard ve ark., 2001; Wang ve
ark., 2007; Takeshima ve ark., 2008; Miyasaka ve ark., 2012). IPD-MHC veri tabaninda
simdiye kadar 15 adet Bos indicus DQB alleli, 68 adet Bos tarus DQB alleli ve bir adet
Bubalus bubalis DQB alleli olmak iizere toplam 84 DQB alleli kaydedilmistir. Heniiz yerli
sigir irklarimizda MHC genleri hakkinda bir bilgi bulunmamaktadir. Yerli kara sigir irki igin
DQB geninin genomik c¢esitliligi hakkinda detayli bir bilgiye ihtiyag duyulmaktadir. Bu
acidan calismanin bu kisminda yerli kara sigir wrkindaki MHC smf II DQB geninin
ekzon2'sinin genomik ¢esitliligin inceleme hedeflenmistir. Bahsi gegen gen bolgesinin yerli
kara sigir wrkindaki molekiiler o6zelliklerinin belirlenmesi i¢in tiim Orneklerde PZR

amplifikasyonu yapilarak tarama gergeklestirilmistir.

4.5.2.1. DQB geninin PZR amplifikasyonu sonucu

Yerli kara sigir orneklerindeki BoLA-DQB gen bolgesini olusturan ekzon II i¢in
3.4.1°de bahsedilen sekilde dizayn edilen primerler kullanilarak (Cizelge 3.1) PZR islemi
gerceklestirilmistir. PZR reaksiyonu, 3.4.2°de detaylandirilan PZR sartlar1 kullanilarak
yapilmis ve ¢ogaltilan bolge % 1,5’1ik agaroz jelde goriintiilenmistir (Sekil 4.35). Hedef bolge
yaklasik 374 bg (ekzon uzunluklari; 270 bg) uzunlugunda lineer bir bolgedir.

M 1 2 3 4 S 6 7 8 9 M 10 11 12 13

DR Ped o et ey cay N P Peed JEa  eexy (0N

! |
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500 bg nd
.o DQB-E2
o (374 bg)
wew
AT

Sekil 4.35. YK1- 13. 6rneklerinde DQB-E2 bolgesinin ile ¢ogaltilmasi sonucu elde edilen jel
goriintlisii. M: 100 b¢ DNA standardi.
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4.5.2.2. DQB-E2 niikleotid dizilenmesi ve amino asit dizi analizi

YK-DQB-E2 bdlgesinin her iki zincirinde ileri ve geri primerleri kullanilarak
niikleotid dizisi belirlenmistir (374 bg). Tiim orneklerden elde edilen dizi bilgileri farkli
formatlarda kaydedilmistir. 3.6’da ayrintil1 bir sekilde bahsedildigi gibi hedef bolge i¢in farkli
olarak diislinlilen O©rneklerin kromatogramlarina bakilarak YK1-16-DQB-E2 seklinde
konsenstis dizileri belirlenmistir (Sekil 4.36). Gen bolgesinin tam dizisi kullanilarak amino
asit dizileri elde edilmistir. Kiimeleme islemi ve niikleotid dizilerinin kromatogram pik
yiikseklikleri incelenerek elde edilen konsensiislerin niikleotid dizileri ek ¢izelge C.5’de

ayrintili olarak verilmistir.

C G C A A C A T 6 A C A G G A G G G G VG A G T ACC G G G C G G AC C C A A
A fl
hoo. il it I fi i foa i f I
f \ / i ’ I | | { {
I'I N | I Il f ||| I| ||l|| " ! ||| A ||| I||. I\ i II'| 'II I
BEA I ||| I_| n I |1 I 11 | Al |I " \ | }I ||I IRURRR |
I.II'II | i /] TR / [ CLAV T [ I IR ET RN (FATR TRIE I
|||i'| | 1 | | I [ 1N Vo | | | "'|||-'||' | I 1 |/ !
(1| TRy | J' |I ll TR P A \ II| L \ ! | ; \ | Vol || AR YA A || v |
L AT O O AV O O AV RV VMY VAV T AR O N IR VAR VIR B R RV | Y
A~ A L Ad AL WAL AAA YA Vol AR A A A A . LN ML o Jooh

Sekil 4.36. YK-DQB-E2 bolgesinin ileri primer ile elde edilen niikleotid dizisine ait
kromatogram goriintiisiiniin bir kismi 6rnek olarak gosterilmistir.

Konsensiis dizileri ve referans gen bdlgesi oncelikle ClustalX programi yardimi ile
Fasta, Phylip, Nexus ve Clustal fromatlarinda kaydedilmistir. Daha sonrasinda Bioedit ve

Clustal Omega programi kullanilarak hizalanmig ve farkliliklar1 belirlenmistir (Sekil 4.37).

10 20 30 40 50 60 70 80

B T e T e B L L
DOB-E2-FQ482109.2 1 TGCCCTGTGA AGCTATGGAG CTGAGGCCTG ACTGAGCGGC TGTCTCCCCA CAGAGGATAC CGTGGTCCAC TTTATGTG 80
YK1-DQB-E2 1 .G.. 80
YK2-DQB-E2 1 .G.. 80
YK3-DOB-E2 1 .G.. 80
YK4-DQB-E2 1 .G.. 80
YK5-DQB-E2 1 .G.. 80
YK6-DQOB-E2 1 .G.. 80
YK7-DQB-E2 1 .G.. 80
YK8-DOB-E2 1 .G.. 80
YK9-DQB-E2 1 .G.. 80
YK10-DQB-E2 1 .G.. 80
YK11-DQOB-E2 1 .G.. 80
YK12-DQB-E2 1 .G.. 80
YK13-DQB-E2 1 .G.. 80
YK14-DQB-E2 1 .G.. 80
YK15-DQB-E2 1 .G.. 80
YK16-DQOB-E2 1 oo 80
Clustal Consensus 1 1
90 100 110 120 130 140 150 160
D T T T T T L | (T T T T T

DOB-E2-FQ482109.2 81 AGTGTTACTT CACTAATGGC ACGGAGCGGG TGCGGTACGT GACCAGATAC |JATCTACAACC AGGAGGAGAC CGCATACTAT 160
YK1-DQB-E2 81 e 160
YK2-DOB-E2 81 160
YK3-DQB-E2 81 160
YK4-DQB-E2 81 160
YK5-DQOB-E2 81 160
YK6-DQB-E2 81 160
YK7-DQB-E2 81 160
YK8-DQB-E2 81 160
YK9-DQB-E2 81 160
YK10-DQOB-E2 81 160
YK11-DQB-E2 81 160
YK12-DQB-E2 81 160
YK13-DQB-E2 81 160
YK14-DQB-E2 81 160
YK15-DQOB-E2 81 160
YK16-DOB-E2 81 160
Clustal Consensus 1 1

Sekil 4.37. Referans DQB-E2 (FQ482109.2) ve YK-DQB-E2 bolgesinin konsensiis dizilerinin
hizalanmasinin bir kismi. Kutucuklar korunan bdlgeler.
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Hizalama islemi sonunda, polimorfik bolgelerin tamami ekzon 2 bdlgesi igerisinde
oldugu goriilmistiir. Referans dizi ve elde edilen konsensiis dizileri kiyaslandiginda yerli
karadaki DQB-E2 bolgesinin en az 2, en fazla 7 adet niikleotid farklilik igerdigi goriilmiistiir.
Bu polimorfik noktalarin sonuglar1 asagidaki 4.12 nolu ¢izelgede 6zetlenmistir. Burada dikkat
¢eken nokta yerli kara sigir irkindaki DQB-E2 bolgesindeki 77. niikleotid pozisyondaki
G—T, 129. pozisyondaki T—A ve 166. pozisyondaki T—C doniistigli ve 77. ve 166.

niikleotidlerin yerli kara DQB konsensiis dizilerinin tamaminda korundugu belirlenmistir.

Cizelge 4.12. YK- DQB-E2 konsensiis dizilerindeki niikleotid farkliliklar.

Niikleotid ~

™ Toplam
Pozisyonlari ™~ «©

Farklhihk

106
109
129
152
166
170
279
305
321
325
365
367
369
371

Konsensiis G T G G T G T G G A A T C G T C

DQB-E2-
FQ482109.2

—
(@}
w

YK1-DQB-E2 . . . . A . . . . . . . . . . . 2

YK2-DQB-E2 . . . ’ ; . . ! . . . . . . . . 3

* 2
A
3

YK3-DQB-E2

YK4-DQB-E2

YK5-DQB-E2

YK6-DQB-E2 . . ; . A . . . R

YK7-DQB-E2 . . K . . . . . . M. K

YK8-DQB-E2 . . ; S

YK9-DQB-E2

YK10-DQB-E2 . . . . A . . . . . Cc K

YK11-DQB-E2

YK12-DQB-E2 . . . . . . . . . . . . A A W T

YK13-DQB-E2

YK14-DQB-E2

YK15-DQB-E2 . . . . A

WIN(WwWwW| I N[fWwWO(W || O] W|wW

YK16-DQB-E2 T . . . A K . K

=l -

Ozet 2T 1w 2K 1S 6A 1K 1C 1K 1R 1C 2K 1A 1A 1T

()]
N

1
M W
*W: AveyaT,K:GveyaT,S: GveyaC, M: AveyaC.

DQB-E2 i¢in belirlenen konsensiis dizilerindeki intron bolgelerinin uzaklastirilmasi ve
hedef bolgeden sentezlenen protein dizisindeki farkliliklar1 belirlemek i¢in clone manager

programinda karsilastirilarak amino asit dizileri belirlenmistir (Sekil 4.38).
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Reference

@
o
5
v}
o)
@
v

»

mRNA-DQB I ——

YK1-DQOB-E2 B HE S - ] H [ ]
YK2-DOB-E2 B EHE S - | H [ ]
YK3-DOB-E2 B HE S - ] H [ ]
YK4-DOB-E2 B HE S - ] H [ ]
YK5-DQOB-E2 B HE S - ] H [ ]
YK6-DOB-E2 B HE S - ] H [ ]
YK7-DOB-E2 B EE - — | H [ ]
YK8-DOB-E2 B HE S - ] H [ ]
YK9-DOB-E2 B HE S - ] H [ ]
YK10-DOB-E2 B EE - — ] H L
YK11-DOB-E2 B HE - —— - ] H | §
YK12-DOB-E2 B HE S ] L]

YK13-DOB-E2 | ] ] - ] H [ ]
YK14-DQOB-E2 | ] ] ] H [ ]
YK15-DQOB-E2 | ] ] ] H [ ]
YK16-DOB-E2 B EER ] H | §

Sekil 4.38. Niikleotid konsensiis dizilerinden mRNA bolgesinin elde edilmesi ve aa dizilerinin
belirlenmesi (Referans: mMRNA-DQB, Ac. No. NM_001012676.3, YK1-16 konsensiis dizileri,
mavi bolgeler ortak noktalar1 gostermektedir).

DQB-E2 niiklotid konsensiis dizileri kullanilarak elde edilen DQB-mRNA (786 bg
uzunlugunda) dizilerinden yola ¢ikilarak 8 farkli haplotip belirlenmistir (in silico). YK2, 4, 5,
9, 11, 12, 13 ve 14 aym haplopite sahipken, YK1 ve YKI15 ayn1 haplotipi bulundururken,
YK3, 6, 7, 8, 10 ve 16 nolu konsensiis dizileri farkli haplotiplere sahip oldugu bulunmustur
(Cizelge 4.13). Burda dikkat ¢eken nokta ise niikleotid dizisinde belirlenen 62 polimorfik
niikleotid bolgesinin 57’ye diismesidir. Bunun en 6nemli nedeni mRNA dizisi {izerinde

belirlenen farkliliklarin tamaminin ekzon bogelerindeki polimorfizmden kaynaklandigidir.

Cizelge 4.13. DQB bdlgesinden transkripte olan mRNA niikleotid dizisi

Niikleotid Pozisyonlari 133 139 162 165 185 208 222 226 335 361 377 Toplam Farkhlik
Konsensiis G T G G T G T G G A A

DQB-mRNA-NM_001012676.3 T . . . A . C 3
YK1-DQB-mRNA . . . . A 2
YK2-DQB-mRNA 3
YK3-DQB-mRNA . W K 5
YK4-DQB-mRNA 3
YK5-DQB-mRNA 3
YK6-DQB-mRNA . . . . A . . . R 4
YK7-DQB-mRNA K M 5
YK8-DQB-mRNA . . . S 4
YK9-DQB-mRNA 3
YK10-DQB-mRNA . . . . A . . . . . C 4
YK11-DQB-mRNA 3
YK12-DQB-mRNA 3
YK13-DQB-mRNA 3
YK14-DQB-mRNA 3
YK15-DQB-mRNA A 2
YK16-DQB-mRNA T . . . A K . K 4
Ozet 2T 1IW 2K 1S 6A 1K 1C 1K 1R 1M 1IC 57

*W:AveyaT, K:GveyaT, R: Gveya A M: AveyaC.
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Dizilerin translasyonu yapilarak elde edilen amino asit dizileri (261 aa uzunlukta)
NCBI’da Blast yapilarak hedef bolge oldugu dogrulanmistir (Sekil 4.39). DQB proteinin ilk
1-32 amino asitlik boliimii signal peptid dizisini, 45-117 bolimii beta ve 129-222 boliimii

immunoglobiilin  domaini  olusturmaktadir  (Sekil  4.39)  (http://www.uniprot.org;

https://www.ncbi.nlm.nih.gov).

1 S0 100 150 250 261

e

heterod imer interface | I

HHE binding demain inkerface | Y

Query seq,

Specific hits

Superfanilies

MHC_IT beta superfamily Ig superfamily

Sekil 4.39. YK2-DQB-PR’nin sahip oldugu domainler, yesil renkle gosterilen bolgelerin ilki
alfa domaini, ikincisi immunoglobiilin domaini géstermektedir.

Belirlenen YK-DQB haplotiplerinin  olusturdugu proteinlerinin NCBI Blast
sonuclarina gore; Bos taurus’dan eksprese olan MHC smif II DQ beta zincirine (Ac. No:
NP _001012694.2) benzerlik orant % 98-99 arasinda bulunmustur. Ayrica YK1-16 DQB aa
konsensiis dizilerinin molekiiler agirligit 29510,89-29670,28 Da olarak hesaplanirken pl
degerleri 6,31-7,02 olarak belirlenmistir. Amino asit pozisyonlarina bakildiginda; YKI16
disindaki tiim konsensiislerde 45. pozisyondaki sistein —glisine doniisiirken, YK2, 3, 4, 5, 7,
8, 11, 12, 13 ve 14 konsensiislerinde 62. pozisyondaki tirozin—fenilalanine donligsmiistiir.
Ayrica YK10 konsensiisiinde 126. pozisyondaki gliitamin —proline doniistiigii belirlenmistir

(Sekil 4.40).

10 20 30 40 50 60 70 80
B T L T I e s E o E S I | [ I I |

DQB*AA*NP_001012694 2001 MSGMVALWIP RGLWTAAVMV TLAVLSTPGA EGRDSPQDTV VHFMCQLYFT NGTERVRYVT RYIYNQEET YYDSDVGEYR 80
YK1-DQB-AA e N P 80
YK2-DQB-AA e N T 80
YK3-DQB-AA e X X, S 80
YK4-DQB-AA e R L 80
YK5-DQB-AA e N N L 80
YK6-DQB-AA T F S 80
YK7-DQB-AA e X Xo.. L 80
YK8-DQB-AA e WX T 80
YK9-DQB-AA e N T 80
YK10-DQB-AA e R P 80
YK11-DQB-AA e R N L 80
YK12-DQB-AA e N N L 80
YK13-DQB-AA N N T 80
YK14-DQB-AA e N ) 80
YK15-DQB-AA e N P 80
YK16-DQB-AA L e e e T R X ..., X.. 80
Clustal Consensus et =) --- - - - 1

Sekil 4.40. Alt1 yeni BoLA-DQB alleli tarafindan kodlanan beta bolgelerinin tahmini amino
asit dizilerinin hizalanmasi. Numaralar olgunlagsmis protein igindeki amino asit
pozisyonlarini, noktalar referans protein ile 6zdes amino asitleri gostermektedir (in silico).
Mavi kutucuklar korunan bolgeler.
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Yerli kara sigir irkindaki DQB geni yoniindeki farkliliklarin belirlenmesi son derece
onemlidir. DQB geni Immiin Polimorfizm Veritabanima (IPD) girilen ii¢ genden (DQA, DQB
ve DRB3) bir digeridir. Bu veri tabaninda DQB alleleri yoniinden, Bos indicus (15 allel), Bos
taurus (68 allel) ve Bubalus bubalis (1 allel) irklarina ait allellerin veri tabani olusturulmustur
(IPD-http://www.ebi.ac.uk/ipd/mhc/group/BoLA; Robinson ve ark., 2012). Tanimlanan
allelerin tamamina yakini ekzon 2 bolgesine gore belirlenmistir. Bu bdlgenin essiz olusu ve
peptid baglama bolgelerindeki farkliliklarin belirlenmesinde Oncii rol oynamasi bu bdlgesi
benzersiz yapmaktadir. Yerli kara s1gir irkinda bu bolgede korunan ve diger irklardan farklilik
gosteren pozisyonlarin olusu yerli karanin bagisiklik sisteminde farkliliga yol acacagi 6n
goriilmistiir. Sonug¢ olarak DQB-E2 bolgesindeki farkliliklarin daha iyi anlagilmasi igin
filogenetik kisminda ayrintili olarak tartigilmistir. IPD bulunan DQB alleleri ile kiyaslanmasi

gerceklestirilmistir.

4.5.2.3. DQB-E2 bélgesinin filogenetik analizi

Yapilan calisma ile yerli kara sigir irkindaki BoLA-DQB bélgesinin, 2. ekzon
bolgesine ait niikleotid dizleri ortaya ¢ikartilmistir. Bu diziler kullanilarak NCBI ve IPD’deki
daha 6nceden belirlenen Bos indicus, Bos taurus ve Bubalus bubalis DQB allelleri ile beraber
filogenetik analiz yapilmistir. Yerli kara sigirmin DQB-E2 boélgesinin dizi bilgileri analiz
edilerek, DNA polimorfizm 6zellikleri belirlenmistir (Cizelge 4.14). Yerli karada toplam 62
farkli bolge belirlenirken, bu bolgelerin 15 tanesini polimorfik oldugu ve haplotip sayisinin 21
oldugu tespit edilmistir. Yerli kara sigirlarinda, DQB-E2 bolgesi yoniinden haplotip farklilig
0,907 £+ 0,044 olarak, niikleotid farkliligi 0,00654 £+ 0,000089 olarak hesaplanmistir. Yerli
karalardaki haplotipler arasindaki genetik uzakliklar 0,0027-0,0216 (ortalamasi: 0,0066)

arasinda bulunmustur.

Cizelge 4.14. DQB-E2 bdlgesinin dizisine géore DNA polimorfizm 6zellikleri

Ozellikler Genel
Toplam Bolge Sayisi 62
G+C 57,86
Polimorfik Bolge Sayis1 (s) 15
Haplotip Sayisi (h) 21
Haplotip Farklilig1 (Hd) 0,907 + 0,044
Niikleotid Farkliligi (Pi) 0,00654 + 0,000089
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Yerli kara DQB konsensiis dizileri filogenetik iligkileri bakimindan referans diziye
gore (niikleotid i¢in FQ482109.2, mRNA icin NM 001012676.3 ve aa i¢in NP_001012694.2)
niikleotid i¢in %10, amino asit i¢in %20 ve mRNA dizisi i¢in %50 bootstrap test degeri
belirlenmistir (Sekil 4.41 A, B ve C).

6 DQB-E2-FQ482109.2 YK2-DQB-mRNA YK3-DQB-AA
YK16-DQB-E2 YK7-DQB-mRNA YK7-DQB-AA
A YK15-DQB-E2 B YK8-DQB-mRNA C YK8-DQB-AA
YK6-DQB-E2 YK2-DQB-mRNA YK2-DQB-AA
= YK10-DQB-E2 YK4-DQB-mRNA YK4-DQB-AA
YK1-DQB-E2 59 Yks-DQB-mRNA YKS5-DQB-AA
YK11-DQB-E2 YK9-DQB-mRNA YK9-DQB-AA
YK4-DQB-E2 YK11-DQB-mRNA YK11-DQB-AA
YK2-DQB-E2 YK12-DQB-mRNA 65 YK12-DQB-AA
YKg-DQB-E2 YK13-DQB-mRNA YK13-DQB-AA
YK8-DQB-E2 YK14-DQB-mRNA YK14-DQB-AA
YK3-DQB-E2 YK1-DQB-mRNA YK1-DQB-AA
YK7-DQB-E2 f——————— YK10-DQB-mRNA YK10-DQB-AA
YK5-DQB-E2 YK6-DQB-mMRNA YK6-DQB-AA
YK13-DQB-E2 YK15-DQB-mRNA YK15-DQB-AA
YK14-DQB-E2 DQB-mRNA-NM_001012676.3 |DQB-AANP_001012694.2
YK12-DQB-E2 GJYK157DQELMRNA 68 yK16-DQB-AA
0.00 '9.00b2 oo0ds

Sekil 4.41. BoLA-DQB konsensiis dizilerinin filogenetik agaclari. Yerli kara BoLA-DQB
allelerinin sirasiyla 374 b¢’lik niikleotid dizileri, 786 b¢’lik mRNA dizleri ve 261 amino asit
uzunlugundaki dizilerin olusturdugu Neighbor-joining agaci (A, B ve C).

[k domainin ekzonlarindaki dizi farkliliklarindan yola ¢ikarak BoLA-DQB sekanslar
DQBI1 ila DQBS5 olarak adlandirilan bes gruba ayrilmistir (Gelhaus ve ark., 1999a). DQB
allelerinin ¢ift halinde bulundugu durumlarda ikinci DQB sekanslart DQB2 olarak
adlandirilmistir, ancak sekans karsilastirmalar ile ayirt edilememistirler. Bunun aksine
DQB3, DQB4 ve DQBS5, DQBI’in paraloglart olmasia ragmen, oldukca essiz ekzon 2
yapilarina sahiptirler (Marello ve ark., 1995; Gelhaus ve ark., 1999a). Elde edilen sonuglar bu
goriisii destekler niteliktedir (Sekil 4.42).
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47[ Boin-DQB*0502
38 l;Bata-DQB“slm
56 Bota-DQB*0501

Bota-DQB*2801
Bota-DQB*0901
41%‘:5 ota-DQB*0902
78— Bota-DQB*0903

[ Boin-DQB* 1601

DQB1

Bota-DQB*2903
Boin-DQB*1701
Boin-DQB*1702
Bota-DQB*2901
Bota-DQB*2902
Bota-DQB*1101
Bota-DQB*1301
98— Bota-DQB*1302
Bota-DQB*1005
Bota-DQB*1009
96| Bota-DQB*1006
Bota-DQB*4101
[ Bota-DQB*1001

4g| [ BotaDOB*1003
ﬁaFma-DQE‘mﬂll
Bota-DQB*1008
59LBDN.\-DQB‘4UUI
Boin-DQB*2501
Bota-DQB*2502
Bota-DQB*2601
Bota-DQB*0103
|;EIDI;-DQB'17DI
46 Bota-DQB*2702
69/ Bota-DQB*0101 ———> DQB1

J

44

78

DQB2

DQB1

Bota-DQB*0102 DQB2
Boin-DQB*2301
Bota-DQB*2101
Boin-DQB*2401
Bota-DQB*3801
Boin-DQB*2201 DQB4
Bota-DQB=0801
77' Bota-DQB*0802
Bota-DQB* 1402
= Bota-DQB*1201 I
Bota-DQB*1403
331 6 Bota-DOB*1401
43|_|“Bota-DQB*1404
79) Bota-DQB*1405
99'Bota-DQB*0104
427 Boin-DQB*1501
iI[L Bota-DQB*3302
-DQB*3301
30| Bota-DQB*3501
98| " Bota-DQB*3701
|r Bota-DQB*3601
59— Bota-DQB*3602
L | Boin-DQB*1901
45| Bota-DQB* 1002
Boin-DQB* 1805
88— Boa-DQB*1801
Bota-DQB*0302 DQB1
Bc(a-DQB"DEﬂl
r Bota-DQB*0303
Bota-DQB* 1806
Bota-DQB*1809
741 Bota-DQB"1807
46l - Bota-DQB* 1808
UL Bota-DQB*1802
Bota-DQB*1§03
Boin-DQB*1804
_ Bota-DQB*3201
13 L’i Bota-DQB*3401
s Bota-DQB*0403
"“L Bota-DQB*0404
56 |Bota-DQB*0401
&7| |Beta-DQB*0402
Bota-DQB*0405
Bota-DQB*3901
Bota-DQB*0201 DQB1
[ BoinD@B%0701
E—| T Boia-DB*3001
100, Bubu-DQB*0101
9ol| Bain-DQB*0601 DOB3
74 Bota-DQB*0601
HLA-DQB1-AJ290396.1
Bota-DQB*2001—————————> DQBS
YK12-DQB-E2
100 [ YK10-DQB-E2
YK16-DQB-E2
VK1-DQB-E2
YK15-DQB-E2
VK6 DQB-E2
YK7-DQB-E2
YK2-DQB-E2 Ana
60| YK4-DQB-E2 Clade II
YK5-DQB-E2
YK9-DQB-E2
YKI11-DQB E2
YK13-DQB-E2
VK14 DQB-E2
YK3DQB-E2
YK8 DQB E2

0.02

Ana Clade

Sekil 4.42. Yerli kara ve IPD’de bulunan Bos indicus (Boin-DQB), Bos taurus (Bota-DQB)
ve Bubalus bubalis (Bubu-DQB) DQB allellerinin filogenetik agaci. Bu caligmada elde

edilen alleller koyu renkle gosterilmistir.
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IPD’de bulunan DQB alleleri ve yerli kara sigirindan elde edilen konsensiis dizilerinin,
dizi verileri ve filogenetik analizleri bize, yerli karada belirlenen DQB allellerinin farkli bir
clade ile temsil edildigini gostermistir. Yerli kara sigirindaki DQB-E2 bolgesinin bugiine
kadar belirlenen DQB-E2 alleleri arasindaki yerinin belirlenmesinde kullanilan filogenetik
agacin topolojisine bakildiginda, YK-DQB allelerinin, DQB1 ve DQB2’ye yol agan
duplikasyon olaymdan 6nce DQB allelerinden ayrildiktan sonra ortak bir atasal genden
ayrilmis olabilecegini diisiindiirmektedir. Ayrica HLA-DQB1’e yakin konumda bulunmasi
YK-DQ@QB allelerinin diger allelerden farkli oldugunun agik bir gostergesidir. DQBS allelinin
simdiye kadar sigirlarda tek bir sekli tanimlanmis olmasi ve yerli kara sigirindaki DQB
bolgelerinin bu allel ile ayni clade bulunmasi yerli kara sigirlarinin diger irklara gore
benzersiz bir 6zelligini yansitmaktadir. Daha da 6nemlisi ve dikkat ¢ekici olan DQAS ve
DQB5’in bir haplotipte birlikte goriilmesi, DQAS ve DQBS5 friinlerinin farkli bir
immiinolojik fonksiyona sahip bir DQ molekiiliinii olusturmak iizere birlestigini akla
getirmektedir (Auffray, 1985; Gelhaus ve ark., 1999a). Yerli kara sigirindaki DQAS ve DQBS5
allellerinin birlikte goriilmesi bu hipotezi destekler niteliktedir (Bkz. 4.6.3). Benzer sekilde,
CD4/beta zinciri etkilesimi, T hiicrelerinin antijenden bagimsiz tutunmasini negatif yonde
diizenleyici olarak etkiledi belirtilmistir (Mazerolles ve ark., 1990). Bu agidan bakildiginda,
bu fonksiyondaki eksiklik, bagisiklik tepkisinde olduk¢a genis kapsamli sonuglar

dogurabilecegi asikardir.

DQB alleleri icerisinde dikkat ¢eken en 6nemli allel dermatofilosis ile iliskilendirilen
DQB*1804 allelidir. Dermatofilosis ciddi iiretim kayiplarina ve ortalama %15 6liim oranina
sahip si8ir, at, koyun, ke¢i gibi hayvanlarda ve insanlarda goriilen bulasici ve siddetli bir deri
enfeksiyonudur (Awad ve ark., 2008). infeksiyon nedeni genellikle tropik bolgelerde goriilen
Amblyomma variegatum kenesi ile iligkili gram pozitif bir bakteri olan Dermatophilus
congolensis etkenidir. Tropik bolgelerde yagin olan bu infeksiyon son yillarda Avrupa
(Ingiltere, Isve¢ ve Fransa)’da rastlanmistir. Ulkemizde heniiz bir olguya rastlanmamustir.
Heniliz bu hastaliga karsi basarili bir asilama yontemi bulanamamistir. Akarsidler ve
antibiyotik kullanim yontemleri hedef organizmalarda kemorezistansin gelisimine yol
aciklarindan hayvan yetistiriciliginde genetik uygulamalar 6n plana ¢ikmaktadir. Bahsedilen
hastaliga duyarlilik iligkili olarak BoLA-DQB*1804 alleli arasinda giiglii bir korelasyon
oldugu belirlenmistir (Yonow, 1995; Maillard ve ark., 2003). Peptit baglanma bdlgesindeki
polimorfik bolgelerden kaynaklandigi bilinen bu duyarliga karsi, yerli kara sigirlarinda 45.

(C—G) ve 65. (Y—F) pozisyonlarindaki korunan amino asit dizilerinin bu hastaliga kars1 bir
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diren¢ veya duyarliliginin belirlenmesi son derece 6nemlidir. Ancak bunun i¢in daha ayrintili
caligsmalara ihtiya¢ duyulmaktadir. Sonug olarak, bu ¢alismada, MHC sinif II DQB geninin
ekzon2 izole edilmis ve ilk defa yerli kara sigirinda karakterize edilmistir. Yerli kara 8 yeni
allel tespit edilmistir. Ancak dikkat ¢ceken nokta YK2, 4, 5, 9, 11, 12, 13 ve 14 konsensiis
dizilerini olusturan allelin korunuyor olmasidir. Bu da yerli kara irkinda bu allelin gii¢lii bir

pozitif se¢imi oldugunu dogrulamaktadir.

4.6. BoOLA-DRA ve -DRB Gen Bélgelerinin Karakterizasyonu

4.6.1. BoLA-DRA gen bolgesi ve yerli kara sigirnnda DRA bdlgesinin niikleotid
dizilenmesi

BoLA-smif II histokompatibilite kompleksi molekiilii alfa zinciri veya kisaca BoLA-
DRA geni, tipki diger MHC genleri gibi smif II bolgesi alfa zinciri paraloglarindan bir
digeridir. Bu gen bolgesinin genomik organizasyonu insanlardakine benzer, HLA-DR
bolgesinden beta bolgesini kodlayan 5 gen bolgesi bulunurken (DRB1-5), alfa zincirini
olusturan tek bir gen bulunmaktadir (DRA). Ekstraseliiler proteinlerden tiiretilen peptidleri
sunarak bagisiklik sisteminde merkezi bir rol oynar. Insanlarda 6. Kromozom iizerinde
bulunan bir genden kodlanan alfa zinciri yaklasik 33-35 kDa'dir ve 5 ekzondan olugsmaktadir.
HLA-DRA ile iliskili hastaliklar arasinda Lassueur-Graham-Little Sendromu (sagli deride
skatrisyel alopesi ve govdede yaygin folikiiler papiillerle karekterize bir hastaliktir) ve Kalp
lenfomas1 (Kanser hastaliklar;, Immiin hastaliklar, Kardiyovaskiiler hastaliklar) bulunur

(http://www.genecards.org/cgi-bin/carddisp.pl?gene=HLA-DRA&keywords=DRA). Insanlar

ve farelerde bu gen bolgesi hakkinda detayli ¢aligmalar mevcuttur (Poel ve ark., 1990;
Lapaque ve ark., 2009). Biiyiik histokompatibilite kompleksi DRA lokusu, pek ¢ok tiirde
incelenmis ve ¢ok az varyasyon ya da hi¢ degisiklik bildirilmemistir. Major histokompatibilite
kompleksi smif II lokusu agisindan diisiiniildiigiinde bu 6nemli bir farkliliktir. Sigirlarda,
DRA derinlemesine arastirllmamistir ve bu lokusdaki varyasyonun derecesi heniiz

bilinmemektedir.

DRA bolgesi hem insanlarda hem de sigirlarda 5 ekzondan olusmaktadir. Insanlarda
765 baz uzunlugunda olgunlagsmis bir mRNA’dan 254 amino asitlik, molekiiler agirlig
28606,92 Da ve pl degeri 4,91 olan bir proteindir. BoLA-DRA bdlgesi sigirlarda, 23.
Kromozomun (AC 000180.1) 23921 bolgesinde, yaklasitk uzunlugu 4701 bg
(25587526..25592227) olan linear bir gen bolgesidir. BOLA-DRA gen bolgesinden 253 amino
asit uzunlugunda, molekiiler agirhig1 yaklagik 28407, 01 Da ve pl degeri 5,41 olan bir protein
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kodlamaktadir. 1lk 24 amino asit signal peptit bolgesini geriye kalan 229 aa olgunlagmus
polipeptidi olustururken, 29—105 aa alfa domainin, 110—203 alfa immiinoglobulin
domainini ve 201—252 immiinoglobulin C1-set domaini olusturmaktadir (Aida ve ark., 1994;

http://web.expasy.org/protparam; http://www.uniprot.org; http://www.genecards.orq).

Simdiye kadar, MHC-DRA dizisi Avrupa sigirlarinda ve zebu, manda, koyun, kegci,
esek, domuz, kedi, fare, makat maymunu ve insanda bildirilmistir (Hirsch ve ark., 1992;
Subramanian ve ark., 2005; O’Conner ve ark., 2007; Ballingall ve ark., 2010; Vranova ve
ark., 2011). Su ana kadar, yerli sigir irklarinda MHC-DRA bolgesiyle iligi bir bilgi
bildirilmemistir. Bahsi gecen gen bdlgesinin yerli kara sigir irkindaki molekiiler 6zelliklerinin

belirlenmesi i¢in tiim 6rneklerde PZR kullanilarak tarama gerceklestirilmistir.

4.6.1.1. DRA geninin PZR amplifikasyonu sonucu

Yerli kara sigir 6rneklerindeki BoLA-DRA gen bolgesini olusturan ekzon II i¢in
3.4.1°de bahsedilen sekilde dizayn edilen primerler kullanilarak (Cizelge 3.1) PZR islemi
gerceklestirilmistir. PZR reaksiyonu, 3.4.2°de detaylandirilan PZR sartlar1 kullanilarak
yapilmis ve ¢ogaltilan bolge % 1,5’1ik agaroz jelde goriintiilenmistir (Sekil 4.43). Hedef bolge
yaklasik 305 bg (ekzon uzunluklari; 246 bg) uzunlugunda lineer bir bolgedir.

M1 2 3 4 S 6 7 8 9 10 11 12 13
Lk R T T 11 Y 7T T 7T _ -8 § B ]

500
bg

Sekil 4.43. YK1- 13. orneklerinde DRA-E2 bolgesinin PZR ile ¢ogaltilmasi sonucu elde
edilen jel goriintiisii. M: 100 b¢ DNA standardi.
4.6.1.2. DRA-EZ2 niikleotid dizilenmesi ve amino asit dizi analizi

YK-DRA-E2 bolgesinin her iki zincirinde ileri ve geri primerleri kullanilarak
niikleotid dizisi belirlenmistir (305 bg). Tiim 6rneklerden elde edilen dizi bilgileri farkl
formatlarda kaydedilmistir. 3.6’da ayrintil1 bir sekilde bahsedildigi gibi hedef bolge i¢in farkli
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olarak diislinlilen oOrneklerin kromatogramlarina bakilarak YK1-16-DRA-E2 seklinde
konsenstis dizileri belirlenmistir (Sekil 4.44). Gen bolgesinin tam dizisi kullanilarak amino
asit dizileri elde edilmistir. Kiimeleme islemi ve niikleotid dizilerinin kromatogram pik
yiikseklikleri incelenerek elde edilen konsensiislerin niikleotid dizileri ek ¢izelge C.6°da

ayrintili olarak verilmistir.

Sekil 4.44. YK-DRA-E2 bolgesinin ileri primer ile elde edilen niikleotid dizisine ait
kromatogram goriintiisiiniin bir kismi1 6rnek olarak gdsterilmistir.

Konsensiis dizileri ve referans gen bdolgesi oncelikle ClustalX programi yardimi ile
Fasta, Phylip, Nexus ve Clustal fromatlarinda kaydedilmistir. Daha sonrasinda Bioedit ve

Clustal Omega programi kullanilarak hizalanmig ve farkliliklar1 belirlenmistir (Sekil 4.45).

250 260 270 280 290 300
T e e T O e [ I

DRA-E2-FQ482091.6 240/ AGCTAACCTG GACATCATGA TAAAGCGCTC CAACAACACC CCAAACACCA ATGGTACCTC TGCTCCA 306
YK1-DRA-E2 2411 SN || N . R I o o o IR . - 307
YK2-DRA-E2 PN RS | RN R o iR L 0 o o . | T 307
YK3-DRA-E2 241 .. SEF. ], L  d0NNSr £  4dWSW, . .. .. ....... ....... 99898 . . . ... A- 308
YK4-DRA-E2 2 307
YK5-DRA-E2 O A- 307
YK6-DRA-E2 0 A~ 307
YK7-DRA-E2 S Y A- 308
YK8-DRA-E2 0 306
YK9-DRA-E2 S 307
YK10-DRA-E2 S 307
YK11-DRA-E2 Y A- 308
YK12-DRA-E2 S A- 308
YK13-DRA-E2 0 306
YK14-DRA-E2 0 A- 307
YK15-DRA-E2 L A- 307
YK16-DRA-E2 T A- 308
Clustal Consensus 1 I 1

Sekil 4.45. Referans DRA-E2 (FQ482091.6) ve YK-DRA-E2 bdlgesinin konsensiis dizilerinin

hizalanmasi.

Hizalama islemi sonunda intron bdlgelerinin de igerisinde bulundugu konsensiis
dizilerinde en fazla farklihk YK-2-DRA-E2 nolu konsensiis dizisinde (2 niikleotid)
gozlemlenirken, diger dizilerde sadece 1 niikleotid farklilik belirlenmistir. Bu sonucgta daha
onceki galismalar1 dogrular niteliktedir (Zhou ve ark., 2007). Bu sonuglar asagidaki 4.15 nolu
cizelgede Ozetlenmistir. Cizelge incelendiginde YK-DRA-E2 bdlgesinde genetik
polimorfizmi ve alelik varyasyona sahip 4 polimorfik niilkeotit farkliligin bulundugu

gOriilmiistiir.
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Cizelge 4.15. YK-DRA-E2 konsensiis dizilerindeki niikleotid farkliliklar.

Niikleotid Pozisyonlari 100 244 Toplam Farkhihk

Konsensiis Cc
DRA-E2-FQ482091.6
YK1-DRA-E2 .
YK2-DRA-E2 Y*
YK3-DRA-E2
YK4-DRA-E2
YK5-DRA-E2
YK6-DRA-E2 .
YK7-DRA-E2 . Y
YK8-DRA-E2
YK9-DRA-E2
YK10-DRA-E2 . Y
YK11-DRA-E2 .
YK12-DRA-E2 . T
YK13-DRA-E2
YK14-DRA-E2
YK15-DRA-E2
YK16-DRA-E2 . .
Ozet 1Y 5T,3Y

—H|<|=][=]0o

—

RrlRr|lRrRr|lRr|RrRr|Rr[Rr[Rr|Rr[Rr|Rr|R[N|R|~

i
©

*Y: T veyaC.

DRA-E2 icin belirlenen konsensiis dizilerinde intron boélgelerinin uzaklastirilmasi
yaptlmamistir. Ciinkii bu bdlge icin tasarlanan primer c¢ifti hedef bdldeki ekzon igin
spesifiktir. Daha sonrasinda hedef bolgeden sentezlenen protein dizisindeki farkliliklart
belirlemek i¢in clone manager programinda karsilagtirilarak amino asit dizileri belirlenmistir

(Sekil 4.46).

Reference mMRNA-DRA »

mMRNA-DRA
DRA-E2
YK1-DRA-E2
YK2-DRA-E2
YK3-DRA-E2
YK4-DRA-E2
YK5-DRA-E2
YK6-DRA-E2
YK7-DRA-E2
YK8-DRA-E2
YK9-DRA-E2
YK10-DRA-E2
YK11-DRA-E2
YK12-DRA-E2
YK13-DRA-E2
YK14-DRA-E2
YK15-DRA-E2
YK16-DRA-E2

Sekil 4.46. Niikleotid konsensiis dizilerinden mRNA bdlgesinin elde edilmesi ve aa dizilerinin
belirlenmesi (Referans: mMRNA-DRA, Ac. No. NM_001012677.1, YK1-16 konsensiis dizileri,
mavi bolgeler ortak noktalar1 géstermektedir).

DRA-E2 niiklotid konsensiis dizileri kullanilarak elde edilen DRA-mRNA (762 bg
uzunlugunda) dizilerinden yola ¢ikilarak 4 farkli haplotip belirlenmistir (in silico). Belirlenen

haplotiplere bakilarak bu gen bolgesi yoniinden YK2,7 ve 10 nolu konsensiis dizilerin
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olusturuldugu popiilasyonlardaki bireylerde heterozigotlugun yaygin olarak gorildigi
belirlenmistir (Cizelge 4.16).

Cizelge 4.16. DRA bdlgesinden transkripte olan mRNA niikleotid dizisi

Niikleotid Pozisyonlari 132 276 Toplam Farkhilik

Konsensiis C
DRA-mRNA-NM_001012677.1
YK1-DRA-mRNA .
YK2-DRA-mMRNA Y*
YK3-DRA-mMRNA
YK4-DRA-mMRNA
YK5-DRA-MRNA
YK6-DRA-MRNA .
YK7-DRA-mMRNA . Y
YK8-DRA-MRNA
YK9-DRA-mMRNA
YK10-DRA-mRNA . Y
YK11-DRA-mRNA
YK12-DRA-mRNA . T
YK13-DRA-mMRNA
YK14-DRA-mRNA
YK15-DRA-mMRNA
YK16-DRA-mRNA . .
Ozet 1Y 5T.3Y

—|<|4[—|0o

—

RlRr|lRrRr|lRr|lRrRr|Rr|Rr[Rr[Rr|Rr|Rr[Rr|[N| R~

[N
(o]

*Y: T veyaC.

Elde edilen amino asit dizileri (253 aa uzunlukta) NCBI’da Blast yapilarak hedef
bolge oldugu dogrulanmustir (Sekil 4.47). ilk 24 amino asit (1—24) signal peptit bolgesini,
29—105 aa alfa domainin, 110—203 alfa immiinoglobulin domainini ve 201—252
immiinoglobulin ~ Cl-set  domaini  olusturmaktadir ~ (Aida ve  ark, 1994;
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Structure/cdd).

1 50 100 150 200 253

Query seq. e ——

heterodimer interface
HHC binding derain inters

Specific hits IgC_MHC_II_alpha
Cl-set Cl-set_C
IGc1
Superfanilies MHC_II_alpha superfamily Ig superfamily

Cl-set_C superfanily

Sekil 4.47. YK1-DRA-PR’nin sahip oldugu, alfa, immunoglobiilin ve C1-set domainleri.
Belirlenen YK-DRA haplotiplerinin olusturdugu proteinlerinin NCBI Blast
sonuglarma gore; Bos taurus’dan eksprese olan MHC smif II DR alfa zincirine (Ac. No:
NP _001012695.1) benzerlik oran1 % 99-100 arasinda bulunmustur. Ayrica YK1-16 DRA aa
konsensiis dizilerinin molekiiler agirligi 28407,01-28487,51 Da olarak hesaplanirken pl
degeri 5,41 olarak belirlenmistir. Amino asit pozisyonlarina bakildiginda; YK1-16 konsensiis

dizilerinde belirlenen niikleotid farkliliklar hi¢gbir amino asit degisikligine neden olmamustir.
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4.6.1.3. DRA-E2 bolgesinin filogenetik analizi

Yapilan c¢alisma ile yerli kara sigir irkindaki BoLA-DRA bolgesinin, 2. ekzon
bolgesine ait niikleotid dizleri ortaya ¢ikartilmistir. Bu diziler kullanilarak NCBI daha
onceden belirlenen Ovis aries (3 allel), Bos taurus (4 allel), Bubalus bubalis (16 allel), Bos
grunnien (2 allel), Bos indicus (2 allel), Bubalus depressicornis (2 allel), Bos javanicus (1
allel), Bos gaurus (1 allel), Capra hircus (1 allel) ve Bison bonasus (1 allel) DRA allelleri ile
beraber filogenetik analiz yapilmistir. Yerli kara sigirmin DRA-E2 bdolgesinin dizi bilgileri

analiz edilerek, DNA polimorfizm 6zellikleri belirlenmistir (Cizelge 4.17).

Cizelge 4.17. DRA-E2 bolgesinin dizisine géore DNA polimorfizm 6zellikleri

Ozellikler Genel
Toplam Bolge Sayisi 18
G+C 48,53
Polimorfik Bolge Sayisi (s) 2
Haplotip Sayisi (h) 4
Haplotip Farklilig1 (Hd) 0,586 + 0,079
Niikleotid Farklilig1 (Pi) 0,00221 £ 0,00040

Yerli karada toplam 18 farkli bolge belirlenirken, bu boélgelerin 2 tanesini polimorfik
oldugu ve haplotip sayisinin 4 oldugu tespit edilmistir. Yerli kara sigirlarinda, DRA-E2
bolgesi yoniinden haplotip farkliligi 0,586 + 0,079 olarak, niikleotid farkliligi 0,00221 +
0,00040 olarak hesaplanmustir. Yerli karalardaki haplotipler arasindaki genetik uzakliklar
0,0033-0,0066 (ortalamast: 0,0022) arasinda bulunmustur. Yerli kara DRA konsensiis dizileri
filogenetik iligkileri bakimindan referans diziye gore (niikleotid i¢in FQ482091.6 ve mRNA
icin NM_001012677.1) niikleotid i¢in %20 ve mRNA dizisi i¢in %10 bootstrap test degeri
belirlenmistir (Sekil 4.48 A, B ve C).

Sekil 4.48. BoLA-DRA konsensiis dizilerinin filogenetik agaclari. Yerli kara BoLA-DRA
allelerinin sirastyla 307 bg’lik niikleotid dizileri, 762 b¢’lik mRNA dizleri ve 253 amino asit
uzunlugundaki dizilerin olusturdugu Neighbor-joining agaglari (A, B ve C).
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MHC-DRA’nin arastirilan tiim tiirlerde korundugu gozlemlenmistir (Sun ve ark.,
2014). Sekil 4.49 (A)’daki fiolgenetik agacin topolojisine bakildiginda simdiye kadar
ruminantlarda belirlenen DRA allelerinin (NCBI) bir clade’da toplandig1 goriilmektedir. Yerli
kara sigirlarinda belirlenen allelerinde, diger MHC genlerine gore polimorfik bolgelerindeki

eksiklik, bu gen bolgesinin korundugu fikrini destekler niteliktedir.

JF298904.1-BoGr-DRA*01015

YK6-DRA-E2

YKS-DRA-E2

YK14-DRA-E2

YK15-DRA-E2

YK16-DRA-E2

AF385487.1-Boja-DRA*01

AF385486.1-Boga-DRA*01 B

AF385485.1-Bibo-DRA*01

JF298905.1-BoGr-DRA*0102 DQ821716.1-BoLA-DRA*01014
YK8-DRA-E2 YK6-DRA-E2

YK7-DRA-E2
DQg£21713.1-BoLA-DRA*01011

YK10-DRA-E2
YK4-DRA-E2
DQ821715.1-BoLA-DRA*01013
YKS5-DRA-E2

YK1-DRA-E2
54 YK3-DRA-E2 | YK8-DRA-E2
YK11-DRA-E2 YK9-DRA-E2

YKI12-DRA-E2
YK13-DRA-E2
YK13-DRA-E2
YK14-DRA-E2
YK4-DRA-E2

ORA B2 YK15-DRA-EZ

DQ821714.1-BoLA-DRA*01012 YK16-DRA-E2

o

] YK2-DRA-E2 64 DQ821714.1-BoLA-DRA*01012

21713.12 DRA*
DQ821713.1-BoLA-DRA*01011 YK2-DRA-E2

DQ821716.1-BoLA-DRA*01014
YK7-DRA-E2
KX789068.1-Bubu-DRA*0105
YK10-DRA-E2
KX789066.1-Bubu-DRA*0103

KX789063.1-Bubu-DRA*0101 DQ821715.1-BoLA-DRA*01013

AF385489.1-Bula-DRA*02 YK1-DRA-E2

N | *
AF385484.1-Ande-DRA*02 YK3-DRA-E2

FM986338.1-Bon-DRA*01013
YK11-DRA-E2

FMO986339.1-Bon-DRA*01014
YK12-DRA-E2

FM986335.1-Ovar-DRA*0101

FM986336.1-Ovar-DRA*0102 —
! 0.0002
FM986337.1-Ovar-DRA*0201
721AB008754.1-Cahi
KX789067.1-Bubu-DRA*0104
KX789065.1-Bubu-DRA*01021

AF385488.1-Bula-DRA*01

AF385483.1-Ande-DRA*01

KX789064.1-Bubu-DRA*0102

AF481359.1-HLA-DRA*0102,

01

Sekil 4.49. Yerli kara ve NCBI’de bulunan DRA allellerinin [(Ovis aries (Ovar), Bos taurus
(BoLA), Bubalus bubalis (Bubu), Bos grunnien (BoGr), Bos indicus (Boin), Bubalus
depressicornis (Ande), Bos javanicus (Boja), Bos gaurus (Boga), Capra hircus (Cahi) ve
Bison bonasus (Bibo)] filogenetik agaci (A). Bos taurus (BoLA) ve yerli kara sigirlarinda
gozlenen DRA allellerinin filogenetik agaci (B). Agaci koklendirmek i¢in HLA-DRA dizisi
kullanilmistir. Bu ¢alismada elde edilen alleller koyu renkle gdsterilmistir.
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Bos taurus (BoLA-DRA) wrkinda suana kadar 4 farkli allel belirlenmistir (Zhou ve
ark., 2007). Bu allelerin tamamu yerli kara sigir irkinda goriilmistiir (Sekil 4.49 (B)).YK4, 5,
6, 8,9, 13, 14, 15 ve 16 konsensis dizileri BoLA-DRA*01011 alleli ile benzerken, YK1, 3,
11 ve 12 dizileri BOLA-DRA*01013 alleli ile benzer bulunmustur. Dikkat ¢eken nokta YK2,
YK7 ve YK10 nolu konsensiis dizilerinde belirlenen heterozigotluk ve bu heterozigotlugun
korunuyor olmasidir. YK1-16 konsensiis dizilerinde belirlenen SNP'nin tiimii ayniydi ve sigir
DRA molekiiliinlin alfa alaninda herhangi bir amino asit polimorfizmi belirlenememistir.
Bununla birlikte, bu SNP'nin islevsel onemi g6z ardi edilemez ¢linkii kodlama bolgelerindeki
mutasyonlarin tek bagina veya ayni transkript igerisindeki diger mutasyonlarla kombinasyon
halinde mRNA stabilitesini ve translasyonunu etkileyerek, fonksiyonel etkilere neden
olabilecegi rapor edilmistir (Duan ve ark., 2003). Buna ek olarak belirlenen SNP, islevsel
veya yapisal 6nemi olan diger DR gen bdlgelerindeki varyasyonla baglantili olabilir. Ayrica
immiin yanittaki MHC genlerinin roliinii belirlemek i¢in MHC polimorfizminin dogal
olusumunu daha iyi anlamak 6nemlidir. Bu agidan DRA gen boélgesinin farkli sigir irklarinda

da korunup korunmadiginin ortaya ¢ikartilmasi gereklidir.

Bu ¢alismada, YK-DRA'daki polimorfik bdlgelerin eksikligi, yalnizca ruminantlarda
degil, ayn1 zamanda tiim memeli tiirleri icinde korunan DRA geniyle tutarlidir. Bu bolge,
benzer patojenlere ait ortak antijenik bolgelerin veya tiirlerin cogunda ortak olabilecek ¢ok
spesifik antijenlerin tanimlanmasi i¢in kullaniliyor olabilir. Ayrica DRA geninin yerli kara da
dahil olmak iizere ruminantlarda ki yakin benzerligi, gevis getirenlerin benzer seleksiyon
baskisina maruz kaldigimi gosterebilir. Kisaca 6zetlemek gerekirse yerli kara sigir irkindan
DRA geni ilk kez karakterize edilmistir. YK-DRA'nin, 6zellikle memelilerin ¢ogunda oldugu

gibi, ekzon 2’nin olduk¢a korunmus oldugunu gézlemlenmistir.

4.6.2. BOLA-DRB2 gen bolgesi ve yerli kara sigirinda DRB2 bélgesinin niikleotid
dizilenmesi

BoLA sinif II histokompatibilite molekiilii, heterodimer beta zinciri tip iki veya kisaca
BoLA-DRB?2 geni, tipki BoLA-DRA’da oldugu gibi sinif II bolgesi beta zinciri paraloglarina
ait, diisiik seviyede ekspresyon olan betal domaininin 19 pozisyonundaki glikosilasyon
bolgesinden yoksun, monomorfik bir gen bolgesidir (Takeshima ve Aida, 2006). Insanlarda
fonksiyonel 5 farkli tipte HLA-DRB (1-5) gen bolgesi gozlemlenirken, sigirlarda bir DRA
gen bolgesine karsilik en az ii¢ BoLA-DRB (1-3) locisi bunur. Bu bdlgelerden sadece tek bir
DRB geni (BoLA-DRB3) fonksiyonel ve polimorfiktir. Insanlarda HLA-DRB1, -DRB3, -
DRB4 ve -DRB5’de ekspresyon gozlemlenirken, HLA-DBR2, -DRB6, -DRB7, -DRBS8 ve -
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DRB9, 5 adet ilgili sessiz gen vardir (http://www.genecards.org). Bunun aksine sigirlarda
BoLA-DRBL1 geni ekspresyon olmayan bir sessiz gen (¢oklu stop kondonlar1 veya erken stop
kodonlarina sahip gen boélgeleri) iken, BoOLA-DRB2 geni zayif ekspresyona sahip ve bazi
polimorfizmler sergileyen bir gen bolgesidir (Burke ve ark., 1991; Russell ve ark., 1994).
Holstein-Frizye sigirinda (Siyah-Alaca) sigir 16semi viriisii enfeksiyonunun subklinik
ilerlemesi ile BoLA sinif II haplotiplerinin iligkisini gosteren bir ¢aligmada, kalic1 lenfositozu
(PL) direnci ile DQA*3A-DQB*3A-DRB2*2A-DRB3.2*11 haplotipi arasinda 6nemli ve
mutlak bir iliskinin yaninda diisiik lenfosit sayisi ile baglantili oldugu belirlenirken, ayni
calismada DQA*12-DQB*12-DRB2*3A-DRB3.2*8 haplotipinin PL yatkinlik ve yiiksek
lenfosit sayilar ile iligkili bulunmustur (Zanotti ve ark., 1996). Bu a¢idan diisiiniildiiglinde

DRB2’nin diger gen bolgelerine etkilerinin ortaya ¢ikartilmasi son derece 6nemlidir.

BoLA-DRB?2 bélgesi 6 ekzondan olusan, 23. Kromozomun (AC 000180.1) iizerinde
yaklasik uzunlugu 20793 bg (25539597..25560389) olan linear bir gen bolgesidir. BoLA-
DRB2 gen bolgesinden 320 amino asit uzunlugunda, molekiiler agirlig1 yaklasik 36737,29 Da
ve pl degeri 8,17 olan bir protein kodlanmaktadir. Bu proteinin, 96—167 amino asitlik
bolgesi beta domainin kodlarken, 180—273 amino asitlik bdlge immiinoglobulin domainini

olusturmaktadir (Muggli-Cockett ve Stone, 1989; Aida ve ark., 1995; http://www.uniprot.org;

http://web.expasy.orqg).

Bahsi gecen gen bdlgesinin yerli kara sigir irkindaki molekiiler 6zelliklerinin

belirlenmesi i¢in tiim 6rneklerde PZR kullanilarak tarama gerceklestirilmistir.

4.6.2.1. DRB2 geninin PZR amplifikasyonu sonucu

Yerli kara sigir orneklerindeki BoLA-DMB gen bdlgesini olusturan ekzon II i¢in
3.4.1’de bahsedilen sekilde dizayn edilen primerler kullanilarak (Cizelge 3.1) PZR islemi
gerceklestirilmistir. PZR reaksiyonu, 3.4.2’de detaylandirilan PZR sartlar1 kullanilarak
yapilmis ve ¢ogaltilan bolge % 1,5’1ik agaroz jelde goriintiilenmistir (Sekil 4.50). Hedef bolge
yaklasik 394 b¢ (ekzon uzunlugu; 270 bg) uzunlugunda lineer bir bolgedir.
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DRB2-E2
< 394 b¢

Sekil 4.50. YK1-14. o6rneklerinde DRB2-E2 bdlgesinin PZR ile ¢ogaltilmasi sonucu elde
edilen jel goriintiisii. M: 100 b¢ DNA standardi.

4.6.2.2. DRB2-E2 niikleotid dizilenmesi ve amino asit dizi analizi

YK-DRB2-E2 bolgesinin her iki zincirinde ileri ve geri primerleri kullanilarak
niikleotid dizisi belirlenmistir (394 bg). Tiim Orneklerden elde edilen dizi bilgileri farkli
formatlarda kaydedilmistir. 3.6’da ayrintil1 bir sekilde bahsedildigi gibi hedef bolge i¢in farkli
olarak diislinlilen Orneklerin kromatogramlarina bakilarak YK1-16-DRB2-E2 seklinde
konsenstis dizileri belirlenmistir (Sekil 4.51). Gen bdlgesinin tam dizisi kullanilarak amino
asit dizileri elde edilmistir. Kiimeleme islemi ve niikleotid dizilerinin kromatogram pik
yiikseklikleri incelenerek elde edilen konsensiislerin niikleotid dizileri ek c¢izelge C.7°de

ayrintili olarak verilmistir.

Model 3100 File: DRB2F1_001_A05.abl Signal G:296 A:257 T:226 C:21%
BIO A KB.bcp BIF KB_3130_POP7_BDTv3.mob
6286250-02 6286202-01 62861 I3RE258005-00 ?? no 'MTXF' field
T RACE Lane 1 Points 2094 to 11576
TGAG GG CGRS MG TCTAYNMAG GG CAT TT MT COAT CAG T TTAAGGGT GAGT GTCGT T TCTOOMACGGRT TGGAGCGGAT KCGGT TCT TTGCGAGATACAT CTACAACACG CAG GAGGATGTGCAT TT CGACAGCGATGT GGGGGAGT TCACGGCCCTGA

10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120 130 140

"

Y e MQM i “vm O 5» ol

TGGACACGT TGTGCAGATCCAACTACCAGGG CAT TGGTAGCT TCCTGAGGCAGCGCCGAGGTGAGCGAGGCCAGTGGGTGRC CTCRGGGAGGT TGT GTGTGTGT GCGTAMAMRWRWRCARGAATGTGTGTGTGA
240 250 260 270 280 290 300 310 320 330 340

I | ,\“ ’
ittt b

Sekil 4.51. YK-DRB2-E2 boélgesinin ileri primer ile elde edilen niikleotid dizisine ait
kromatogram goriintiisiinlin tamami1 6rnek olarak gosterilmistir.

Konsensiis dizileri ve referans gen bolgesi oncelikle ClustalX programi yardim ile
Fasta, Phylip, Nexus ve Clustal fromatlarinda kaydedilmistir. Daha sonrasinda Bioedit ve

Clustal Omega programi kullanilarak hizalanmis ve farkliliklart belirlenmistir (Sekil 4.52).
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90 100 110 120 130 140 150 160
e e e T T e [ [—
DRB2-E2-FQ482091.6 81 GTGTCGTTTC TCCAACGGGT TGGAGCGGAT GCGGTTCTTT GCCAGATACA TCTACAACAC GCAGGAGGAT GTGCATTTCG 160

YK1-DRB2-E2 58 i e R. teiiiiiits tittisaves snsvesetas seeaseiese sssenseese svessecans 137
YK2-DRB2-E2 59
YK3-DRB2-E2 81
YK4-DRB2-E2 80
YK5-DRB2-E2 81
YK6-DRB2-E2 56
YK7-DRB2-E2 79
YK8-DRB2-E2 80
YK9-DRB2-E2 59
YK10-DRB2-E2 59
YK11-DRB2-E2 59
YK12-DRB2-E2 58
YK13-DRB2-E2 60
YK14-DRB2-E2 60
YK15-DRB2-E2 78
YK16-DRB2-E2 81

Sekil 4.52. Referans DRB2-E2 (FQ482091.6) ve YK-DRB2-E2 bdlgesinin konsensiis
dizilerinin hizalanmasinin bir kismi1

Hizalama islemi sonunda intron bélgelerinin bir kisminda igerisinde bulundugu
konsensiis dizilerinde en fazla farkliik YK14-DRB2-E2 nolu konsensiis dizisinde (4
niikleotid), en az farklilik ise YK-2,5,7,11,12 ve YK16-DRB2-E2 nolu konsensiis dizilerinde
(1 niikleotid) gozlemlenmistir. Bu sonuglar asagidaki 4.18 nolu cizelgede Ozetlenmistir.
Cizelge incelendiginde YK-DRB2-E2 bolgesinde genetik polimorfizmi ve alelik varyasyona
sahip 11 polimorfik niilkeotid farkliligin bulundugu goriilmiistiir. Ayrica 107, 159 ve 270
niikleotid pozisyonlarda heterozigotlugun yaygin oldugu belirlenmistir.

Cizelge 4.18. YK-DRB2-E2 konsensiis dizilerindeki niikleotid farkliliklar.

Niikleotid Pozisyonlarn 54 99 107 159 183 214 270 335 343 348 382 Toplam Farkhihk

Konsensiis G G G C G G G A G G G

DRB2-E2- FQ482126.2 0
YK1-DRB2-E2 . R* . . . R . . A 3
YK2-DRB2-E2 . . . . . . . C 1
YK3-DRB2-E2 R . R . . . . . A 3
YK4-DRB2-E2 . . R Y . . R 3
YK5-DRB2-E2 . . . . . . . M* 1
YK6-DRB2-E2 . . . . . A . . . A 2
YK7-DRB2-E2 . . . Y* 1
YK8-DRB2-E2 0
YK9-DRB2-E2 . . R Y . . . . A 3
YK10-DRB2-E2 0
YK11-DRB2-E2 . . R 1
YK12-DRB2-E2 . . . . . . . . A 1
YK13-DRB2-E2 . . R Y . . R 3
YK14-DRB2-E2 . . R Y R R 4
YK15-DRB2-E2 . . R Y . . R 3
YK16-DRB2-E2 . . . . S* . . . . . 1
Ozet IR 1R 7R 6Y 1S 1A1IR 4R 1CAIM 4A 1A 1R 30

*R:GveyaA, Y: TveyaC,S: GveyaC, M: AveyaC.
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DRB2-E2 i¢in belirlenen konsensiis dizilerinde intron bolgelerinin uzaklastirilmistir.
Daha sonrasinda hedef bolgeden sentezlenen protein dizisindeki farkliliklar1 belirlemek igin

clone manager programinda karsilastirilarak amino asit dizileri belirlenmistir (Sekil 4.53).

Reference BoLA-DRB2 »

mRNA-DRB2

DRB2-E2

YK1-DRB2-E2

YK2-DRB2-E2

YK3-DRB2-E2 - - - -
YK4-DRB2-E2

YK5-DRB2-E2

YK6-DRB2-E2

YK7-DRB2-E2

Sekil 4.53. Niikleotid konsensiis dizilerinden DRB2-mRNA bdélgesinin elde edilmesi ve aa
dizilerinin belirlenmesi (Referans: mMRNA-DRA, Ac. No. XM _015468908.1, YK1-16
konsensiis dizileri, mavi bolgeler ortak noktalar1 gostermektedir).

DRB2-E2 niiklotid konsensiis dizileri kullanilarak elde edilen DRB2-mRNA (964 bg
uzunlugunda) dizilerinden yola c¢ikilarak 10 farkli haplotip belirlenmistir (in silico).
Belirlenen haplotiplere bakilarak bu gen bolgesi yoniinden YK, 3, 4, 9, 11, 13, 14, 15 ve 16
nolu konsensiis dizilerin olusturuldugu popiilasyonlardaki bireylerde heterozigotlugun yaygin
olarak gorildiigi belirlenmistir (Cizelge 4.19). Ayrica yerli kara sigir irkindaki DRB2-E2
bolgesinde (YK3-16) iiclii niikleotid dizisi olan A,C ve G (pozisyon 259, 260 ve 262) nin

bir ¢ok Ornekte korunmus oldugu gorilmiistiir.

Cizelge 4.19. DRB2 bolgesinden transkripte olan mRNA niikleotid dizisi

Niikleotid Pozisyonlari 259 260 262 264 309 317 369 393 424 480 533 534 Toplam Farklihik

Konsensiis A**  C**  G** G G G C G G G G T

X?AFi%iSTg,;(%.l c A ¢ . . . . . . . T G 5
YK1-DRB2-mRNA c A ¢ . RrR . . R . T G 7
YK2-DRB2-mRNA c A ¢ . . . . . . . . 3
YK3-DRB2-mRNA . . R . R . . . T G 4
YKA4-DRB2-mRNA . . . . R vr R 3
YK5-DRB2-mRNA . . . . . . . . . . . . 0
YK6-DRB2-mRNA . . . . . . . A . T G 3
YK7-DRB2-mRNA . . . . . Y 1
YK8-DRB2-mRNA . . . . . . . 0
YK9-DRB2-mRNA . . . . R Y 2
YK10-DRB2-mRNA . . . . . . 0
YK11-DRB2-mRNA . . . . R 1
YK12-DRB2-mRNA . . . . . . . . . . 0
YK13-DRB2-mRNA . . . . R Y R 3
YK14-DRB2-mRNA . . . . R Y R 3
YK15-DRB2-mRNA . . . . R Y R 3
YK16-DRB2-mRNA . . . . . : S . 1
Ozet 3c 3 3¢ IR 1R 7R 6Y 1S 11'3' AR 4T 4G 39

*R:Gveya A, Y: TveyaC, S: Gveya C. .**Farklilik arz eden bolge.
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Elde edilen amino asit dizileri (320 aa uzunlukta) NCBI’da Blast yapilarak hedef
bolge oldugu dogrulanmistir (Sekil 4.54). 96— 167 amino asitlik bolgesi beta domaininden ve
180—273 amino asitlik bdlge ise immiinoglobulin domainini olusturmaktadir (Aida ve ark.,

1995; https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Structure/cdd).

1 a0 100 150 200 250 300 320

Query seq. e —

Specific hits MHC_II_beta Cl-set
MHC_II_beta IGel

Non-specific IgC_MHC_II_beta

hits

Superfanilies MHC_11_beta superfamily Iz superfamily

Sekil 4.54. YK13-DRB2-PR’nin sahip oldugu, beta ve immunoglobiilin domainleri.

Belirlenen YK-DRB2 haplotiplerinin  olusturdugu proteinlerinin  NCBI  Blast
sonuglarina gore; Bos taurus’dan diisiik seviyede eksprese olan MHC smf II DM beta
zincirine (Ac. No: XP_010816599.2) benzerlik orant %98-99 arasinda bulunmustur. Ayrica
belirlenen haplotiplerin molekiiler agirligi 36561,44-36773,78 Da arasinda degisirken (YKI1-
YK16), pl degerleri 7,71-8,46 olarak hesaplanmistir. Amino asit pozisyonlarina bakildiginda,
87. pozisyonda bulunan polar bir amino asit ve hidropati indeksi -3,5 olan gliitamin yerine
treonin (polar, hidropati indeksi; -0,7) gelirken, 88. pozisyonda bulunan prolin (hidropati
indeksi; -1,6) yerine alanin (hidropati indeksi; +1,8) ve 178. pozisyonda bulunan valin
(hidropati indeksi; +4,2) yerine glisin (hidropati indeksi; -0,4) gelmesidir. Bu amino asit
degisikliginin en 6nemli sonucu, yerli kara sigirlarina 6zgiin oluglaridir . Ayrica bu amino asit
degisiklikler YK-DRB2 molekiiliiniin hidrofobikligini artirmaktadir (Sekil 4.55). Hidropati
indeksi i¢in ProtScale online programindan yararlanilmistir (Kyte ve Doolittle, 1982;

http://web.expasy.org/protscale/).

Her MHC smuf II proteini, MHC bdélgesindeki genler tarafindan kodlanan bir alfa ve
bir beta zincirini igerir. Bu protein zincirleri iki hiicre dis1 alandan olusur. Bunlardan ilki olan
ve polimorfikligin yaygin oldugu alfa 1 ve beta 1 bdlgeleridir. Ikincisi yaklasik 94 amino asit
uzunlugundaki alfa 1 ve beta 1 bolgesine gore daha fazla korunmus olan alfa 2 ve ya beta 2
bolgeleridir. Bunlarla birlikte yaklagik 36 amino asitlik bir transmembran bolgesi, kisa bir
karboksil terminali ve yaklagik 12 amino asitlik sitoplazmik bir alan daha bulunmaktadir
(Muggli-Cockett ve Stone, 1991). Bu alanlarin her biri farkli ekzonlar tarafindan kodlanir ve
bu yapilardaki degisiklik protein konformasyonlarina neden olabilmektedir. Immiin sistem ile
baglantili bu bolgelerdeki degisiklik hastaliklara karst verilen tepkinin siddetin
etkileyebilmektedir. Yerli kara sigirindaki (87 ve 88 pozisyondaki amino asitler) Treonin-

Alanin bolgesi beta 1 bolgesinin (10-90 aa’lik ilk bolge) bitis bogesinde bulunurken, Glisin
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bolgesinin de beta 2 bolgesinin bitis bogesinde (100-180 aa’lik ikinci bolge) bulunmasi,
DRB2 molekiiliinii olusturan proteinin katlanmasinda bir degisiklige sebep olabilecegi 6n
gorilmistiir. Hidrofobik amino asitler proteinlerin 3D yapisina dahil olma egilimindedirler
(Betts ve Russell, 2003). Ayrica bu bolgeden goriilen yaygin bir hastaliga karsi direng ile

iligkili olabilecegi veya diger MHC molekiillerine destek niteliginde korunuyor olmast

muhtemeldir.

P e
XP_010816599.2-Bos-taurus 81 TALTELGRLD v
XP_015324394.1-Bos-taurus 81
XP_019841330.1-Bos-indicus 24
ELR46458.1-Bos-mutus 16
XP_010843567.1-Bison-bison 16
XP_012014944.2-Ovis-aries-musi 24 .P.
XP_017894576.1-Capra-hircus 16 .P.
XP_005957640.1-Pantholops-hodg 45 .P.
AAL57172.1-Hemitragus-jemlahic 27 .0S
AJD14501.1-Muntiacus-reevesi 27 .P.
AAL57171.1-Rupicapra-rupicapra 24 .P.
AJD14504.1-Muntiacus-crinifron 27 .P.
AJD14502.1-Muntiacus-reevesi 27 .P.
AFJ45078.1-Ovis-canadensis 27 .P.
BAA23104.1-Capra-hircus 27 QE.
ATIH07189.1-Sus-scrofa 27 ..
AFU83062.1-Equus-caballus 27 o
BAE86932.1-Macaca-mulatta 27 N
ABC66200.1-Homo-sapiens 27 .P.
ACK99047.1-Felis-catus 27 .P.
YK1-DRB2-AA 81 e
YK2-DRB2-AA 81 .'NEAe .
YK3-DRB2-AA 81 ..... T
YK4-DRB2-AA 81 .....
YK5-DRB2-AA BE. . . i v .
YK6-DRB2-AA A G W o T
YK7-DRB2-AA i .. oog .
YK8-DRB2-AA G TR TA..
YK9-DRB2-AA CA, . ., . A..
YK10-DRB2-AA 81 T
YK11-DRB2-AA 81
YK12-DRB2-AA 81
YK13-DRB2-AA 81
YK14-DRB2-AA 81
YK15-DRB2-AA 81
YK16-DRB2-AA 81
Clustal Consensus 1

B BoLA-DRB2-AA-XP_010816599.2

ProtScale output for user sequence

: A h h
|
{ il . Hidrofobik
. P [ 1] Bolge
[ a M
os gt . ‘
e YA YA
&y 1 1 N bl | ‘f] \ { il ﬁ
J‘ [ | ‘,_‘“r/w\ \ f\”n \f\ [
Ao M A
Ay LA ALY, O]\ o
l T ‘\'1 J, ' “\ | '\,J Bolge
1.5 i 1

Sekil 4.55. Farkl tiirlerdeki DRB2 gen bolgesinden kodlanan tahmini amino asit dizisinin
hizalanams: ve yerli karadan elde edilen YK-DRB2 gen bolgesindeki korunan bodlgeler (A),
Bos taurus BoLA-DRB2 (Ac. No: XP_010816599.2) ve YK-DRB2 amino asit dizilerinin
hidropati indeksi ve farkliliklar1 (B ve C).

Diinyada subtropikal bolgelerde ve Tirkiye’de yaygin bir sekilde, biiylikbag
hayvanlarda goriilen Babesiosis; Ixodes ricinus kenesi ile taginan baslica parazit olan Babesia
divergens, Babesia bovis ve Babesia bigemina olan bir hastaliktir (Hoffmann ve ark., 1971;
Delbecq ve ark., 2006). Avrupa’da, Babesia divergens, et ve siit endiistrilerinde ekonomik

kayiplara neden olan bir hastaliktir (Kuttler, 1988). Bahsi gecen bu hastalikla iliskili bir
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calismada, rekombinat proteinlerin kullanimi ve bu proteinlerdeki hidrofobik bolgelerin
varlig1, sigirlarda goriilen bu hastaliga karsi koruyucu bir bagisiklik sagladigr vurgulanmaistir.
Hidrofobik etkinin koruyucu antikorlarin iretilmesine yonelik bagisiklik tepkisini
yonlendirebilir olabilecegi ve hastaliklara karsi koruyucu bagisiklik tepkisinin 6zelliklerinin
belirlenmesi, diger paraziter protozoalara karsi asilarin gelistirilmesi i¢in yararli olabilecegi
belirtilmistir (Delbecq ve ark., 2006). Sonu¢ olarak, farkli sigir irklarindaki koruyucu

bagisiklik tepkisi olugsturmak i¢in hidrofobik etkinin belirlenmesi 6nemli olabilir.

4.6.2.3. DRB2-E2 bolgesinin filogenetik analizi

Calismanin bu kisminda yerli kara sigir irkindaki BoLA-DRB2-E2 bdolgesinin
niikleotid dizileri belirlenmistir. Bu diziler kullanilarak NCBI’da daha Onceden belirlenen
BoLA-DRB2 gen bolgeleri ile beraber filogenetik analiz yapilmistir. Yerli kara sigirinin
DRB2-E2 bolgesinin dizi bilgileri analiz edilerek, DNA polimorfizm 6zellikleri belirlenmistir
(Cizelge 4.20). Yerli karada toplam 30 farkli bolge belirlenirken, bu bdlgelerin 10 tanesini
polimorfik oldugu ve haplotip sayisinin 20 oldugu tespit edilmistir. Yerli kara sigirlarinda,
DRB2-E2 bolgesi yoniinden haplotip farkliligi 0,931 + 0,013 olarak, niikleotid farklilig
0,00595 + 0,00036 olarak hesaplanmistir. Yerli karalardaki haplotipler arasindaki genetik
uzakliklar 0,0025-0,0197 (ortalamasi: 0,0060) arasinda bulunmustur.

Cizelge 4.20. DRB2-E2 bélgesinin dizisine gore DNA polimorfizm 6zellikleri

Ozellikler Genel
Toplam Bolge Sayisi 30
G+C 57,22
Polimorfik Bolge Sayis1 (s) 10
Haplotip Sayisi (h) 20
Haplotip Farklilig1 (Hd) 0,931 £0,013
Niikleotid Farklilig1 (P1) 0,00595 + 0,00036

Yerli kara sigir ki igin olusturulan filogenetik agaglar Neighbor-Joining (NJ)
yontemi, Jukes—Cantor modeli ve Bootstrap metoduna (1000) dayanmaktadir. Konsensiis
dizileri filogenetik iligkileri bakimindan referans diziye gore (niikleotid i¢cin FQ482091.6,
mRNA i¢cin XM 015468908.1 ve aa i¢in XP_010816599.2) niikleotid ve amino asit dizisi
ayrimindaki bootstrap test degeri %50 hesaplanirken mRNA dizisi %10 seklinde
belirlenmistir (Sekil 4.56).
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YK13-DRB2-E2 YK14-DRB2-mRNA YK14-DRB2-AA

A B ¢
YK16-DRB2-E2 YK15-DRB2-mRNA YK15-DRB2-AA
YK14-DRB2-E2 YK13-DRB2-mRNA YK13-DRB2-AA
YK7-DRB2-E2 YK4-DRB2-mRNA YK4-DRB2-AA
YK11-DRB2-E2 YK9-DRB2-mRNA YK9-DRB2-AA
YK15-DRB2-E2 YK7-DRB2-mRNA YK7-DRB2-AA
YK4-DRB2-E2 YK16-DRB2-mRNA YK16-DRB2-AA
YK10-DRB2-E2 YK11-DRB2-mRNA YK11-DRB2-AA
’7 YK2-DRB2-E2 & YK5-DRB2-mRNA YK5-DRB2-AA
] 64 YK5-DRB2-E2 YK8-DRB2-mRNA YK8-DRB2-AA
YK8-DRB2-E2 YK10-DRB2-mRNA L& YK10-DRB2-AA
DRB2-E2-FQ482091.6 YK12-DRB2-mRNA 4 YK12-DRB2-AA
YK1-DRB2-E2 YK3-DRB2-mRNA L YKB6-DRB2-AA
53] YK3-DRB2-E2 i YK6-DRB2-mRNA YK3-DRB2-AA
43| | YK9-DRB2-E2 — YK2-DRB2-mRNA —— YK2-DRB2-AA
97/YK12-DRB2-E2 6 [ DRB2-mRNA-XM_015468908.1 50| DRB2-AA-XP_010816599 2
YK6-DRB2-E2 81lyK1-DRB2-mRNA 571YK1-DRB2-AA
"o Ty oot !

Sekil 4.56. BOLA-DRA konsensiis dizilerinin filogenetik agaglari. Yerli kara BoLA-DRB2
allelerinin sirasiyla 394 bg’lik niikleotid dizileri, 964 b¢’lik mRNA dizleri ve 320 amino asit
uzunlugundaki dizilerin olusturdugu Neighbor-joining agaglari (A, B ve C).

YK14-DRB2-E2
YK15-DRB2-E2
YK13-DRB2-E2
YK4-DRB2-E2
YK9-DRB2-E2
YK3-DRB2-E2
YK7-DRB2-E2
YK11-DRB2-E2
XM_014482762.1-Bos-mutus
XM 019985771.1-Bos-indicus
YK1-DRB2-E2
YK6-DRB2-E2
YK16-DRB2-E2
XM 010845269.1-Bison-bison

YK5-DRB2-E2

U77068.1-Bos-taurus-allele-DRB2*0101

YK10-DRB2-E2

YK2-DRB2-E2

YK8-DRB2-E2

YK12-DRB2-E2

| XM 012100871.2-Ovis-aries

|XM 018039087.1-Cabra-hircus

0.002

Sekil 4.57. Yerli kara ve diger tiirlerdeki DRB2 bdlgelerinin filogenetik agaci.
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BoLA-DRB2 dizileri yerli kara sigirinda ilk tanimlama oldugundan, NCBI’daki
Bovidae ailesi DRB2 niikleotid dizleri arasindaki genetik iliski filogenetik agac ile
arastirtlmistir. NJ agacinin sonuglarina gore yerli kara DRB2 bolgesi Bos taurus (Ac. No:
U77068.1-allele-DRB2*0101) Bos indicus (Ac. No: XM_019985771.1) Bos mutus (Ac. No:
XM_014482762.1) ve Bison bison (Ac. No: XM_010845269.1)’daki bolgelerle ayni clade
bulunmasi, YK-DRB2 konsensiis dizilerinin olusturan allellerin DRB2’yi temsil ettiginin

acikca gostermektedir (Sekil 4.57).

4.6.3. BoLA-DRB3 gen bdélgesi ve yerli kara sigirinda DRB3 bélgesinin niikleotid
dizilenmesi

BoLA smif II histokompatibilite molekiilii, sinif II heterodimer DR beta zinciri tip ti¢
veya kisaca BoOLA-DRB3 geni, tipki BoOLA-DRB2’de oldugu gibi smif II bdlgesi beta zinciri
paraloglarina aittir. Insanlarda fonksiyonel 5 farkli tipte HLA-DRB (1-5) gen bolgesi
gozlemlenirken, sigirlarda bir DRA gen bolgesine karsilik en az ii¢ BoLA-DRB (1-3) locisi
bunur. HLA-DRB3, HLA-DRB1-5 paraloglarindan bes kat daha yiiksek seviyede
ekspresyonu gergeklesmektedir. Benzer sekilde sigirlarda gézlemlenen DRB3 gen bolgesi
diger paraloglarina (BoLA-DRB1 ve DRB2) oranlar daha yiiksek bir seviyede ekspresyonu
gergeklesir (http://www.genecards.org/cgi-bin/carddisp.pl?gene=HLA-DRB3&keywords;
http://www.uniprot.org/uniprot/ A41FTO; Miretti ve ark., 2001). Sigirlarda bildirilen ve BoLA
siif Ila bolgesindeki bulunan en polimorfik ii¢ genden (DQA, DQB ve DRB3) birisidir

(Glass, 2004). MHC smif II DRB molekiiliinii olusturan varyasyonlarin tamami ilk domainde
yer almaktadir ve bu bolge peptid baglanma oluklarinin olusumundan sorumludur (Brown ve
ark., 1993). Bunun anlami ekzojen antijenlerin etkin bir humoral immiin tepki uyandirmak

icin yardimci T hiicrelerine baglanmasi ve sunulmasidir (Stern ve ark., 1994).

Simdiye kadar sigirlarda, Bos taurus’da 69 ve Bos indicus’da 42 olmak iizere toplam
111 BoLA-DRB3 alleli bildirilmistir (http://www.ebi.ac.uk/ipd/mhc/group/BoLA). Nispeten

monomorfik DRA ile DRB3 gen ¢iftleri ve DQA ve DQB gen iiriinlerinin fonksiyonel
heterodimerik smif II molekiillerini olusturmak iizere birlesirler (Zhou ve ark., 2007).
Boylelikle ekstraseliiler proteinlerden tiiretilen peptidleri sunarak bagisiklik sisteminde
merkezi bir rol oynamaktadirlar. Bu gen bolgesi insan ve koyunlarda ortologus bir gendir,
immiin cevap, bulasic1 hastaliklarla iliskisi, genetik cesitlilik ve evrimsel siirecteki rolleri
yiizliinden dikkat ¢ekicidirler (Schwaiger ve ark., 1994; Schwaiger ve Epplen, 1995). BoLA-
DRB3 alelleri veya baglantili genler ve bir¢ok bulasict hastalik arasindaki iligkini gosteren bir
cok calisma bulunmaktadir (Glass ve ark., 1991; Xu ve ark., 1993; Buitkamp ve Epplen,
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1996; Maillard ve ark., 1999; Miretti ve ark., 2001). BolA-DRB3 gen, bagisiklik cevabinin
olusumuna katilmasi ve yliksek derecede polimorfik olmasindan dolayi, populasyon genetigi
analizleri ve hastalik direncinin genetik temeli ¢aligmalarinda kullanilmaya aday bir gendir.
Bu ag¢idan farkli sigir irklarindaki DRB3 geninin benzerlik ve farkliliklarinin ortaya

c¢ikartilmasi son derece onemlidir.

DRB3 bdélgesi insanlarda 6 ekzondan olusurken, sigirlarda 5 ekzondan olusmaktadir.
HLA-DRB3 geni 6. Kromozom iizerinde 6p21,3 lokusunda, yaklasik 13065 b¢ uzunlugunda
lineer bir gen bolgesidir. Bu bdlgeden transkripte olan 1158 b¢’lik mRNA’dan yaklasik 266
amino asitlik, molekiiler agirligr 29962,02 Da ve pl degeri 8,81 olan bir protein seklinde
ekspresyonu gergeklesmektedir. Bununla birlikte sigirlardaki BoLA-DRB3 geni ise, 23.
Kromozomun (AC 000180.1) 23921 Dbdlgesinde, yaklastk uzunlugu 4724 bg
(25472161..25476885) olan linear bir gen bdlgesidir. BoLA-DRB3 gen bolgesinden
sentezlenen olgunlagmis mRNA’s1 801 b¢ uzunlugunda, 266 amino asitten olusan yaklasik
30533,83 Da molekiiler agirlikli ve pI degeri 6,55 olan bir proteindir. Ik 29 amino asit signal
peptit bolgesini geriye kalan 237 aa olgunlasmis polipeptidi olustururken, 42—116 aa beta
domainini ve 126—219 immiinoglobulin domainini olusturmaktadir
(http://web.expasy.org/protparam; http://www.uniprot.org; http://www.genecards.org;
Duangjinda ve ark., 2013; Oprzadek ve ark., 2015).

Bugiine kadar farkli sigir irklarindaki bircok DRB3 allelli, mastitis (meme iltihab1),
dermatofilosis, kalici lenfositoz, Lone Star kenesine konak¢i direnci ve enfeksiyon
hastaliklarinin epitoplarina as1 tepkisi  gibi c¢esitli sigir hastaliklarina karst immiin
sistemlerindeki direng ve duyarlilikla iligskilendirilmistir (Bkz. Cizelge 2.2) (Garcia-Briones
ve ark., 2000; Maillard ve ark., 2003; Ballingall ve ark., 2004b; Park ve ark., 2004; Untalan
ve ark., 2007; Juliarena ve ark., 2008). Heniiz yerli sigir irklarimizdaki BoLA-DRB3 gen
bolgesi ve alleleri hakkinda bir bilgi bildirilmemistir. Bahsi gecen gen bolgesinin yerli kara
sigir wrkindaki molekiiler 6zelliklerinin belirlenmesi igin tiim 6rneklerde PZR kullanilarak

tarama gercgeklestirilmistir.

4.6.3.1. DRB3 geninin PZR amplifikasyonu sonucu

Yerli kara sigir o6rneklerindeki BoLA-DRB3 gen bolgesini olusturan ekzon II igin
3.4.1°de bahsedilen sekilde dizayn edilen primerler kullanilarak (Cizelge 3.1) PZR islemi
gergeklestirilmistir. PZR reaksiyonu, 3.4.2°de detaylandirilan PZR sartlar1 kullanilarak
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yapilmis ve ¢ogaltilan bolge % 1,5°1lik agaroz jelde goriintiilenmistir (Sekil 4.58). Hedef bolge
yaklagik 414 b¢ (ekzon uzunlugu; 270 bg) uzunlugunda linear bir bolgedir.

M 1 2 3 4 s 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19

500
b¢

DRB3-E2
414 bg

Sekil 4.58. YKI-19. 6rneklerinde DRB3-E2 bdlgesinin PZR ile ¢ogaltilmasi sonucu elde
edilen jel goriintiisii. M: 100 b¢ DNA standardi.

4.6.3.2. DRB3 -E2 niikleotid dizilenmesi ve amino asit dizi analizi

YK-DRB3-E2 bolgesinin her iki zincirinde ileri ve geri primerleri kullanilarak
niikleotid dizisi belirlenmistir (414 bg). Tiim 6rneklerden elde edilen dizi bilgileri farkl
formatlarda kaydedilmistir. 3.6°da ayrintili bir sekilde bahsedildigi gibi hedef bdlge i¢in farkl
olarak diisliniilen oOrneklerin kromatogramlarina bakilarak YK1-16-DRB3-E2 seklinde
konsenstis dizileri belirlenmistir (Sekil 4.59). Gen bolgesinin tam dizisi kullanilarak amino
asit dizileri elde edilmistir. Kiimeleme islemi ve niikleotid dizilerinin kromatogram pik
ylikseklikleri incelenerek elde edilen konsensiislerin niikleotid dizileri ek c¢izelge C.8’de

ayrintili olarak verilmistir.
G G G C [‘ K A K ‘?’r’] T G G ,\I Cc A 1;" G T '\ﬂ C T G C A G ‘\ Cc A (D A A C Il‘ A C G G G (1 T C G K T G ‘:\ G A G L t T
) ﬂ f""\ , {ﬁ‘ ) ﬁ \ fﬁ ll.{\ ‘ “ v '\) ;‘f‘h | ) ‘l {l | [\ i “'\ 'Ml'w \"‘ :
\I | “ | \ f | i |
\ ff‘i) I ,‘\ '.u., f"‘) [l | ,H .'X'W '. ‘
| | H ’ \l | | ’ A RERIE ‘
‘ \ V lJ WII I‘/‘ﬂ ‘J | ”\ ;( ‘\ |M j H f|IJI |H\ “’ | H\ \\ m ‘ \ ‘\‘ il a Ij ! \U\ Y \IJ h/\ fw, ‘J u \“I V \\ ‘I) | H || H
AR ER AR AERRRRARARASAANRANA AN R A NN AR RRRA B
Sekil 4.59. YK-DRB3-E2 bolgesinin ileri primer ile elde edilen niikleotid dizisine ait
kromatogram goriintiistinlin bir kismi1 6rnek olarak gosterilmistir.

Konsensiis dizileri ve referans gen bolgesi oncelikle ClustalX programi yardimi ile
Fasta, Phylip, Nexus ve Clustal fromatlarinda kaydedilmistir. Daha sonrasinda Bioedit ve

Clustal Omega programi kullanilarak hizalanmis ve farkliliklar1 belirlenmistir (Sekil 4.60).
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Hizalama islemi sonunda, polimorfik bolgelerin tamami ekzon 2 bélgesi igerisinde
oldugu gorilmiistiir. Referans dizi ve elde edilen konsensiis dizileri kiyaslandiginda yerli
karadaki DRB3-E2 bolgesinin en az 9 (YK6-DRB3-E2) en fazla 26 (YK12-DRB3-E2) adet
niikleotid farklilik igerdigi goriilmiistiir. Bu polimorfik noktalarin sonuglar1 asagidaki 4.21
nolu ¢izelgede 6zetlenmistir. Burada dikkat ¢eken nokta yerli kara sigir irkindaki DRB3-E2
bolgesindeki 89. pozisyondaki C—T, 105. pozisyondaki A—T, 135. pozisyondaki A—T,
159. pozisyondaki A—G, 162. pozisyondaki G—C, 165. pozisyondaki T—A, 173.
pozisyondaki T—C, 178. pozisyondaki C—G, 193 ve 194. pozisyondaki CT—GA, 203-207.
pozisyondaki CGGGC—SRSAR ve 252. pozisyondaki G—T, niikleotidlerin yerli kara DRB3
konsensiis dizilerinin tamaminda korundugu belirlenmistir. Buna gore elde edilen yerli kara

konsenstis dizilerinin her biri birbirinden farkli birer alleli temsil ettigi sonucuna varilmistir.

90 100 ¢ 110 120 130 ¢ 140 150 ¢160

I o | R R oo (N | o T e L
DRB3-E2-FQ482110.1 81 GATACTTCCA TAATGGAGAA GAGTACGTGC GCTTCGACAG CGACTGGGGC GAGTACCGGG CGGTGACCGA GCTGGGGCAG 160

YK1-DRB3-E2 81 ...... W.TC SEpsrey. . ... WONEREE . ..... S, . . . ... S Toooo. .. Koo i, G. 160
YK2-DRB3-E2 L N L T oot it iiiee t e G. 160
YK3-DRB3-E2 81 T RN | A L R 0 0 0 oI . il o RSP A....G. 160
YK4-DRB3-E2 81l ........ FRT. . . . . . . .l P 0 0 0 on PR SR . . , (O G. 160
YK5-DRB3-E2 81l ........ . . . . ... G, Cove LN, ... SN, .. ... P ..., seeaennn G. 160
YK6-DRB3-E2 81 ...CHAMNI. ....._ e ... Too o S, . . ..., SR, . .. ... TR . . .. .cun0 saseaenn G. 160
YK7-DRB3-E2 81 . AN YC ... ., CT. NN, . ..... JE, Y. . .. T... .. ...... ....c0.. G. 160
YK8-DRB3-E2 8l ......A.AC .......... C.CAd..... K.o... 0, . ... S . Toooo. TENE. . ... ..ooovns G. 160
YK9-DRB3-E2 SLENNNENGC . . . ... JSF, .. .. CIVIUNEY, . . ... JAE. ... N T..... .EO.... ... A....G. 160
YK10-DRB3-E2 SINT. . . . ... . . G CINEET . ... . S . G ¢ T N 210
YK11-DRB3-E2 BIRF . ..G.. #(CEF. . ..... . J Covv . N .., .. . .. 05 o N K.. " . .. R....G. 160
YK12-DRB3-E2 81 ...... BN . . . ... A AC. .. . .. .... ..ceiinnnn coan T, .. K.o...' "%, . ..... G. 160
YK13-DRB3-E2 8l .. .G....T. e T et i et it e Wi it v e G. 160
YK14-DRB3-E2 8l ..G..AAC ......cit. . AC . it i i i i e e Tt ie i i R....G. 160
YK15-DRB3-E2 B8l e e Tt ettt e e e i e e A....G. 160
YK16-DRB3-E2 81 ..., T i e Teviee v, R i i e i i i ettt e te e G. 160
Clustal Consensus 1 1

DRB3-E2-FQ482110.1 161 CGGGTCGCCG AGTACTGCAA CAGCCAGAAG GACTTCCTGG AGCGGGCGCG GGCCGCGGTG GACACGTACT GCAGACACAA 240

YK1-DRB3-E2 161 .C..A....R ..Y....G.. ......e... ..GA...... ..GAC.A... .... KMK... oo oo Y.... 240
YK2-DRB3-E2 161 . Acoooe oo L Ao, oL RMK... it 240
YK3-DRB3-E2 161 .C..A..... ...unn Gov i [ P 240
YK4-DRB3-E2 161 .R..W..... ..C.G.KG.. .Ru...oou. .. Yoooo.o .. GR.RR... .... N 240
YK5-DRB3-E2 161 .C..A....A ....... Gov viiiiiiee GA.....v i AG... v S GTG. «.vvvnnn. 240
YK6-DRB3-E2 161 . L GA.AG... ..... At s e 240
YK7-DRB3-E2 161 .C. L O (T GACRA... ... .TT.T... iiiiiiiin eiiiiannnn 240
YK8-DRB3-E2 161 . Y ATA. it tiiiiiiiee tiiiiee 240
YK9-DRB3-E2 161 e GA.AG... .....A.... .... G.GTG. v.vvvnnnn. 240
YK10-DRB3-E2 161 . [ [ 240
YK11-DRB3-E2 161 T SR.RS M.. S.KWS. ..... Y.... 240
YK12-DRB3-E2 16l . L SAY GAC.A T.K. . Y 240
YK13-DRB3-E2 161 .S..W....R ..Y....G.. i GA...... .....AA... .... AAT... ...... KWS. ...oounn.. 240
YK14-DRB3-E2 161 .C..A..... ....... G.v vt vivt...... ..SR.AG RAK... ....S.KWS. .......... 240
YK15-DRB3-E2 161 .C..A..... ....... L [ 240
YK16-DRB3-E2 161 .R..A..... ..C.G..G G ..C AG... .... KAK. .. i e 240
Clustal Consensus 1 1

Sekil 4.60. Referans DRB3-E2 (FQ482110.1) ve YK-DRB3-E2 bdlgesinin konsensiis
dizilerinin hizalanmasmin bir kismi 6rnek olarak verilmistir.(|: Polimorfik bolgeleri
gostermektedir).
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Cizelge 4.21. YK-DRB3-E2 konsensiis dizilerindeki niikleotid farkliliklar.

Niikleotid Pozisyonlarn 46 47 49 50 51 52 56 57 64 65 72 77 79 84 87 89 90 100 101 103 104 105 111
Konsensiis c T cC A A C A cC G G T G C A T T A A G G T T G
DRB3-E2- FQ482110.1 A
YK1-DRB3-E2 c c c . . . . 5 5 5 5 . 5 5 W* 5 C . . . W Cc
YK2-DRB3-E2 c . . : . d . . : . ’ . 5 . A A C . . . A A
YK3-DRB3-E2 c . . . . . . 5 5 5 5 . 5 5 . C
YK4-DRB3-E2 . . . . . . . . . . . . S
YK5-DRB3-E2 . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . € A
YK6-DRB3-E2 . . . . . . . . . . . . G C
YK7-DRB3-E2 T C c . C G Y €
YK8-DRB3-E2 . . . . . . G A . . A C . . A A C A K
YK9-DRB3-E2 c C T C c c c o . . . . . G C
YK10-DRB3-E2 . . . . . . . . T C G C
YK11-DRB3-E2 : : : : : : . 5 5 5 5 . 5 G Y c
YK12-DRB3-E2 . . . . . . . . . . . . . . A A A
YK13-DRB3-E2 . . . . . . . . T T A . . G
YK14-DRB3-E2 . . . . . . . . . . . . . G A A C . . . A Cc
YK15-DRB3-E2 . . . . . . . . . . . A . . . C
YK16-DRB3-E2 . . . . . . G A
Ozet 1T 2C 1T 1C 1C 1G 2G 2A 2T 1T 2A 1A1C 1G1S 1C4G 4A1W 4A5C2Y 6ClY 1G 2C 2C 4A2C1W 4A4CI1G 1K

*S:GveyaC,W:AveyaT, Y: TveyaC, K:GveyaT.
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Cizelge 4.21. Devamu.

Pl(fz"ii's‘;f)‘;‘li:n 116 119 135 143 154 159 162 163 164 165 170 171 173 175 177 178 182 193 194 195 203 204 205

Konsensils G A W G G 6 ¢ G GG A G A T ¢ 6 G A ¢ T T ¢ & o

F%thgglllzg.l A g © U ¢
YK1-DRB3-E2 T K R Y G A G A cC
YK2-DRB3-E2 T
YK3-DRB3-E2 A A G A
YK4-DRB3-E2 A R W c G K R Y G6 R
YK5-DRB3-E2 A A G A
YK6-DRB3-E2 A A c G G A
YK7-DRB3-E2 T K ¢C w C K G A cC
YK8-DRB3-E2 T
YK9-DRB3-E2 T A G ¢ T cC G G A
YKI0-DRB3-E2  K* A A G A
YK11-DRB3-E2 T R & <¢C W c G R
YK12-DRB3-E2 T K M Y s s A Y G A ¢
YK13-DRB3-E2 s W R Y G A
YK14-DRB3-E2 T R s R
YK15-DRB3-E2 A G A
YK16-DRB3-E2 R A R c G G c

A3
. 8A8 4A2 € 182 40 6C3 56,1 1G1 66,1 1IC2 6G2 5A3
Oret kR 8 ek M2 oA RT3 B2 oaw %03 58T g 181 00D gn 102 002 A3 4o
M1 W

*S:GveyaC,W:AveyaT, Y:TveyaC,K: Gveya T, R: Gveya A, M: Aveya C.
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Cizelge 4.21. Devamu.

Pl(fz"ii's‘;f)‘;‘li:n 206 207 214 215 216 217 225 227 228 229 236 249 250 251 252 253 288 290 295 poplam
e A G c G A G c T A c c T c G T T G G A
F%thgglllzg.l £ c G 1
YK1-DRB3-E2 G A M K Y G G S R 23
YK2-DRB3-E2 c Mo K T 11
YK3-DRB3-E2 G c c G G 10
YK4-DRB3-E2 R K K K R 17
YK5-DRB3-E2 G T G G 10
YK6-DRB3-E2 G 9
YK7-DRB3-E2 T T T 22
YK8-DRB3-E2 A 18
YKO9-DRB3-E2 G G T G G 20
YK10-DRB3-E2 c c G G 15
YK11-DRB3-E2 s s K W s Y G 25
YK12-DRB3-E2 A T c Y G R s 26
YK13-DRB3-E2 A A W s Y 18
YK14-DRB3-E2 R s K W s K G 18
YKI5-DRB3-E2 G c c G 10
YK16-DRB3-E2 K K A 12
Ozet 06.2 glAlsRS 17 ?25 ?2& %Asé 162 203 23 283 gy e ay PP 092 g6 A2 s 275

*S:GveyaC,W:AveyaT, Y:TveyaC, K:GveyaT, R: Gveya A M: AveyaC.
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YK-DRB3-E2 icin belirlenen konsensiis dizilerindeki intron bdlgelerinin
uzaklagtirilmasi ve hedef bolgeden sentezlenen protein dizisindeki farkliliklar belirlemek igin

clone manager programinda karsilastirilarak amino asit dizileri belirlenmistir (Sekil 4.61).

Reference BoLA-DRB3 »

DRB3-mRNA
YK1-DRB3-E2
YK2-DRB3-E2
YK3-DRB3-E2
YK4-DRB3-E2
YK5-DRB3-E2
YK6-DRB3-E2
YK7-DRB3-E2
YK8-DRB3-E2
YK9-DRB3-E2
YK10-DRB3-E2
YK11-DRB3-E2
YK12-DRB3-E2
YK13-DRB3-E2
YK14-DRB3-E2
YK15-DRB3-E2
YK16-DRB3-E2

Sekil 4.61. Niikleotid konsensiis dizilerinden mRNA bolgesinin elde edilmesi ve aa dizilerinin
belirlenmesi (Referans: mRNA-DRB3, Ac. No. NM_001012680.2, YK1-16 konsensiis
dizileri, mavi bolgeler ortak noktalar1 ve ekzon bolgelerini gostermektedir).

DRB3-E2 niiklotid konsensiis dizileri kullanilarak elde edilen DMA-mRNA (801 bg
uzunlugunda) dizilerinden yola ¢ikilarak 16 farkli haplotip belirlenmistir (Cizelge 4.22).
Ayrica YK-DRB3-E2 bolgesinde 46-295. Niikleotidleri arasinda 65 farkli polimorfik nokta
belirlenmigtir. Burada dikkat ¢eken nokta ise niikleotid dizisinde belirlenen 275 polimorfik
niikleotid bolgesinin neredeyse tamami yaklastk 273 niikleotid farkliligin korunuyor

olmasidir.
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Cizelge 4.22. DRB3 boélgesinden transkripte olan mRNA niikleotid dizisi

Niikleotid
Pozisyonlar:

124
126
138
139
141
142
143
144
148
149
156
157
164
169
171
175
176
179
181
182
192
193
195
196
197
208
211
227
235
246
254
255

@ | 203

DRB3-mRNA-

Konsensis:% A A C T C AACACGGT G C T A T T A AGG T T
NM 0010126802 ° © C

YK1-DRB3-
mMRNA

YK2-DRB3-
MRNA

YK3-DRB3-
MRNA

YK4-DRB3-

€3
MRNA S

YK5-DRB3-
MRNA

YK6-DRB3-
MRNA

> | > | > | >
)

YK7-DRB3-
MRNA

YK8-DRB3-
MRNA

YK9-DRB3-
MRNA

YK10-DRB3-
mMRNA

YK11-DRB3-
MRNA

YK12-DRB3-
MRNA

YK13-DRB3-
MRNA

YK14-DRB3-
mMRNA

YK15-DRB3-
MRNA

YK16-DRB3-

MRNA G A . . . . . . . . . . . . . . . . . R A . . R

11 1 2 1 1 1 1 2 2 2 1 2 1A 1G 1 1C, 4A 4A4 6C, 1
G ¢ T ¢ T COCGGAT T A J1IC 1S C 4G 1W C2y 1Yy G

7A, 3 4A  1A2G2 2

Ozet 1 1
ze Cl1G K K R 1W K 2R RIMIS C

(@IS
(@IS

*S:GveyaC,W:AveyaT, Y:TveyaC,K: GveyaT, R: Gveya A, M: A veya C.
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Cizelge 4.22. Devami.

Niikleotid
Pozisyonlari

256

257

262

263

265

267

269

274

285

286

287

295

296

297

298

299

306

307

308

309

317

319

320

321

328
341

342

343

344

345

T.F

Konsensiis

DRB3-mRNA-

NM_001012680.

2

16

YK1-DRB3-
MRNA

19

YK2-DRB3-
MRNA

11

YK3-DRB3-
MRNA

11

YK4-DRB3-
MRNA

W*

15

YK5-DRB3-
MRNA

12

YK6-DRB3-
MRNA

10

YK7-DRB3-
MRNA

21

YK8-DRB3-
MRNA

18

YK9-DRB3-
MRNA

Q> | > 0|6

20

YK10-DRB3-
MRNA

(@]

16

YK11-DRB3-
MRNA

w

23

YK12-DRB3-
MRNA

21

YK13-DRB3-
MRNA

18

YK14-DRB3-
MRNA

o> | >

19

YK15-DRB3-
MRNA

O

11

YK16-DRB3-
MRNA

12

Ozet

5G
,1S

2
K

1
R

6G
1S

N

6G
,2S

T8

6A4C
,5G,18

1
T

2A2T,
2R,3K

5C,1
T3
M

1A.2
T,6K

2G
,2S

)
K

3T,
3w

3G
,3S

3 3
Y G

1T,
INg

—Hw

X

[

AN

8G

273

*S:GveyaC,W:AveyaT, Y:TveyaC,K: GveyaT, R: Gveya A, M: A veya C.
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Elde edilen amino asit dizileri (266 aa uzunlukta) NCBI’da Blast yapilarak hedef
bolge oldugu dogrulanmistir (Sekil 4.62). DRB3 proteinin ilk 1-29 amino asitlik boliimii
signal peptid dizisini, 42-116 bolimii beta ve 126-219 bolimii immunoglobiilin domaini

olusturmaktadir (http://www.uniprot.org; https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Structure/cdd).

1 s0 100 150 200 250 266

Query seq. e —————

Specific hits MHC_II_beta Cl-set
MHC_II_beta IGcl

Non-specific IgC_MHC_II_beta

hits

Superfanilies MHC_II_beta superfamily Ig superfamily

Sekil 4.62. YK8-DRB3- PR nin sahip oldugu domainler, yesil renkle gosterilen bolgelerin ilki
beta domaini, ikincisi immunoglobiilin domaini gostermektedir.

Belirlenen YK-DBR3 haplotiplerinin  olusturdugu proteinlerinin  NCBI  Blast
sonuclarina gore; Bos taurus’dan eksprese olan MHC smif II DRB3 beta zincirine (Ac. No:
AAMI4505.1) benzerlik orani, YK13 icin %92, YK4 i¢in %93, YKI, 3, 7, 10, 11 ve 16 igin
%94, YKS5, 8, 12 ve 15 i¢in %95, YK6 ve YKO icin %96 ve YK2 i¢in %97 olarak
bulunmustur. YK1-16 DRB3 aa konsensiis dizilerinin molekiiler agirligr 30415,02-30719,57
Da olarak hesaplanirken pl degerleri 6,00-7,64 olarak belirlenmistir.

Yerli kara sigir wkinin DRB3 geni yoniinde amino asit pozisyonlar: dikkate
alindiginda referans Bos taurus DRB3 (Ac. No. NP 001012698.2) proteinine gore,
olusturulan tiim konsensiis dizilerinde 42. pozisyonundaki ndtiir bir amino asit olan glisin
yerine kuvvetli bazik bir amino asit olan arjinine (G—R) ve 124. pozisyonundaki apolar bir
amino asit olan valin (hidropati indeksi; 4,2) yerine yine apolar amino asit olan glisin’e
(hidropati indeksi; -4) (V—G) donistiigii ve popiilasyonlarda korundugu belirlenmistir.
Referans dizideki 59. aa pozisyonundaki histidin (H) YK1, 2, 3,4, 5,7, 8, 10, 12,15 ve 16’da
tirozine (Y) doniislirken, sadece YK6 konsensiis dizisinde serine (S) ve YK9, 11, 13 ve 14’de
de sisteine (C) donilismiistiir. Benzer sekilde 76. pozisyonlardaki fenilalanin tirozine (F—Y)
(YK3, 4, 5, 6, 10, 15, 16), 86. pozisyonlardaki alanin aspartik asite (A—D), 89.
pozisyonlardaki YK2, 3, 8, 10, 14 ve 15’de histidin tirozine (H—Y) doniistirken, YK4, 6, 9,
11 ve 16 histidin gliitamin (H—Q) doniismistiir. Bununla birlikte 95. ve 96. pozisyonlardaki
YK, 3, 5, 10, 13 ve 15’°de aspartik asit ve fenilalanin (D,F)— gliitamik asit ve izolosine (E,I)
dontigmiistiir. Referans dizideki 99. ve 100. gliitamin ve lizin (Q,K), YKI ve YKI12’de
aspartik asit ve gliitamik asite (Q,K—D,E), YK2’de arjinin ve treonine (Q,K—R,T), YK3,
YKI10 ve YK15’de arjinin ve alanine (Q,K—R,A), YKS ve YKI6’da arjinin ve arjinine
(Q,K—R,R), YK6 ve YK9’da giitamik asit ve arjinine (Q,K—E,R), YK7’de aspartik asit ve
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lizine (Q,K—D,K) son olarak da YK8 ve YKI3’de de arjinin ve lizine (Q,K—R,K)
doniismiistiir. Bununla birlikte baz1 konsensiis dizilerde 106 ve 107. Pozisyondaki arjinin ve

valin, treonin ve tirozine (R,V—TY) doniismiistiir (Sekil 4.63).

DRB3—AA—NP_001012698.2 1 MVCLYFS S WM IVMLM VLCPPLAWAR EIQPHFLE KGE(Q I' ERVRFLDR YNGEEFVRED SDWGEFRAVT 80
YK1-DRB3-AA 1 S.

YK2-DRB3-AA 1

YK3-DRB3-AA 1 e

YK4-DRB3-AA 1 o

YK5-DRB3-AA 1 e

YK6-DRB3-AA 1

YK7-DRB3-AA 1 ..

YK8-DRB3-AA 1 ..

YK9-DRB3-AA 1 .

YK10-DRB3-AA 1

YK11-DRB3-AA 1 oL

YK12-DRB3-AA 1

YK13-DRB3-AA 1 e

YK14-DRB3-AA 1

YK15-DRB3-AA 1 e

YK16-DRB3-AA 1 e . Y..
Clustal Consensus e et Ll

DRB3-AA-NP_001012698.2 81

YK1-DRB3-AA 81 ..D

YK2-DRB3-AA 81 oo

YK3-DRB3-AA 81 oo

YK4-DRB3-AA 81 X

YK5-DRB3-AA 81 ..

YK6-DRB3-AA 81

YK7-DRB3-AA 81

YK8-DRB3-AA 81 SR . D. . GEEEEEF. . .. .R. SN
YK9-DRB3-AA 81 5o o FAYE 0], N g
YK10-DRB3-AA 81 . TR | | |

YK11-DRB3-AA 81 .X..RX..0

YK12-DRB3-AA 81 AP . X, ...
YK13-DRB3-AA 81 ... XX .
YK14-DRB3-AA 81 e, .D. . Y. S, .
YK15-DRB3-AA 81 . .. .D. . Y. .RA ..I
YK16-DRB3-AA 81 ....XD..0Q0. .G...S..

Clustal Consensus I - e — ————— e ————— —{-—m - RmmE T T T g ——————————

Sekil 4.63. BoLA-DRB3 alleli tarafindan kodlanan beta bdlgelerinin tahmini amino asit
dizilerinin hizalanmasi. (|: Amino asit degisikliginin oldugu boélgeleri, mavi kutular tiim
orneklerde korunan bolgeleri gostermektedir).

Yerli kara sigir irkindaki DRB3 geninde ilk defa belirlenen farkliliklar son derece
onemlidir. DRB3 geni Immiin Polimorfizm Veritabanma (IPD) girilen ii¢ genden (DQA,
DQB ve DRB3) bir tanesi ve en énemlisidir. Bu veri tabaninda Bos indicus (42 allel) ve Bos
taurus (69 allel) 1rklarmma ait allellerin  veri tabam1  olusturulmustur (IPD-
http://www.ebi.ac.uk/ipd/mhc/group/BoLLA; Robinson ve ark., 2012). Farkliliklarin tamami
beta domaininde (42— 116) goriilmesi bu bolgelerin yerli karanin bagisiklik sistemine 6nemli
katkis1 oldugu diisiilmiistiir. Soyle ki, BoLA sinif [la DRB3 geninin ekzon 2 dizisindeki
farkliliklar DRB3 allellerinin belirlenmesindeki en 6nemli faktordiir ¢iinkii bu bdlge mastitis
(meme iltihab1), dermatofilosis, kalic1 lenfositoz, Lone Star kenesine konakgi direnci ve
enfeksiyon hastaliklarinin epitoplarina as1 tepkisi gibi ¢esitli sigir hastaliklarina kars1 immiin
sistemlerindeki direng ve duyarlilikla iligkilendirilmistir (Bkz. Cizelge 2.2) (Garcia-Briones
ve ark., 2000; Maillard ve ark., 2003; Ballingall ve ark., 2004b; Park ve ark., 2004; Untalan
ve ark., 2007; Juliarena ve ark., 2008). BoLA smif Ila DRB3 geninin ekzon 2 dizisi yliksek
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diizeyde polimorfiktir ve antijen baglanma bolgelerindeki temel peptitleri kodlarlar, bunun
anlami1 ekzojen antijenlerin etkin bir humoral immiin tepki uyandirma i¢in yardimer T
hiicrelerine baglanmasi ve sunulmasidir (Stern ve ark., 1994; Zinkernagel ve Doherty 1975).
Ancak bu sonu¢ icin daha ayrintili c¢alismalidir. Sonu¢ olarak DRB3-E2 bdlgesindeki
farkliliklarin daha iyi anlasilmasi i¢in filogenetik kisminda ayrintili olarak tartisilmistir (Bkz.

4.6.3). IPD bulunan DRB3 alleleri ile kiyaslanmasi gergeklestirilmistir.

4.6.3.3. DRB3-E2 bolgesinin filogenetik analizi

Yapilan calisma ile yerli kara sigir irkindaki BoLA-DRB3-E2 bolgesinine ait
niikleotid dizleri ortaya ¢ikartilmistir. Bu diziler kullanilarak NCBI ve IPD’deki daha 6nceden
belirlenen Bos indicus ve Bos taurus DRB3 allelleri ile beraber filogenetik analiz yapilmustir.
Yerli kara sigirmim DRB3-E2 bolgesinin dizi bilgileri analiz edilerek, DNA polimorfizm
ozellikleri belirlenmistir (Cizelge 4.23). Yerli karada toplam 275 farkli bélge belirlenirken, bu
bolgelerin 60 tanesini polimorfik oldugu ve haplotip sayisinin 129 oldugu tespit edilmistir.
Yerli kara sigirlarinda en yiiksek haplotip farkliligt DRB3-E2 bolgesinde 1,000 + 0,0010
olarak hesaplanirken, niikleotid farkliligi 0,05199 + 0,00147 olarak hesaplanmigtir. Yerli
karalardaki haplotipler arasindaki genetik uzakliklar 0,0032-0,1125 (ortalamasi: 0,0543)

arasinda bulunmustur.

Cizelge 4.23. DRB3-E2 bolgesinin dizisine gore DNA polimorfizm 6zellikleri

Ozellikler Genel
Toplam Bolge Sayisi 275
G+C 61,39
Polimorfik Bolge Sayis1 (s) 60
Haplotip Sayis1 (h) 129
Haplotip Farklilig1 (Hd) 1,000 £ 0,0010
Niikleotid Farklilig1 (Pi) 0,05199 + 0,00147

Yerli kara DRB3 konsensiis dizileri filogenetik iliskileri bakimindan referans diziye
gore (ntikleotid i¢in FQ482110.1, mRNA icin NM_001012680.2 ve aa i¢in NP_001012698.2)
niikleotid ve amino asit dizisi ayrimindaki bootstrap test degeri %50 hesaplanirken mRNA

dizisi %20 seklinde belirlenmistir (Sekil 4.64 A, B ve C).
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Sekil 4.64. BoOLA-DRB3 konsensiis dizilerinin filogenetik agaclari. Yerli kara BoLA-DRB3
allelerinin 414 bg’lik niikleotid dizilerinden olusturulmus komsu birlestirme (Neighbor-
joining) agac1t (A), 801 bazlik mRNA dizilerinden olusturulmus Neighbor-joining agaci (B)
ve 266 amino asit uzunlugundaki dizilerden olusturulmus Neighbor-joining agaci (C).

IPD’de bulunan DRB3.2 alleleri ve yerli kara sigirindan elde edilen konsensiis
dizilerinin, dizi verileri ve filogenetik analizleri bize, DRB3 allelerinin farkli irklardaki
formlarinin genis bir polmorfizim sergiledigini ve irklar arasinda belirgin farkliliklarin
bulundugunu gostermektedir. Bu sonu¢ daha onceki caligmalarla tutarlidir (Takeshima ve
ark., 2003; 2006). Yerli kara sigirindaki DRB3 dizileri bugiine kadar belirlenen hastaliklara
diren¢ ve duyarlilikla iligkilendirilen DRB3 alleleri arasindaki yerinin belirlenmesinde
kullanilan filogenetik agacin topolojisine bakildiginda, ilk olarak iki ana kola ayrildig:
gorlilmektedir. Bu kolardan ilkini agacin koklenmesi igin kullanilan HLA-DRB3 alleli
olustururken, diger kolu IPD’deki DRB3 alleleri olusturmaktadir. Dikkat ¢ekici nokta yerli
kara DRB3 allelerinin bu agaci olusturan alt dallara dagilmis olmasidir. Aslinda bu sasirtici
degildir, Afrika bufalolarinda yapilan bir c¢alismada popiilasyonun darbogazlilia maruz
kaldig1 bilinmesine ragmen MHC-DRB3 genleri yiiksek seviyede alellik ¢esitlilik sergiledigi
gozlemlenmistir (Wenink ve ark., 1998). Bu sonug paralel olarak sayis1 her gegen giin azalan
ve yerini kiiltiir irklarinin aldigr yerli kara sigir irkimizin da bir populasyon darbogazina
mazur kalmaktadir. Ancak buna ragmen tipki Afrika bufalolarinda oldugu gibi yiiksek
seviyede DRB3 geni allel ¢esitligine sahip oldugu agikca goriilmektedir (Sekil 4.65). Verim

yonii diisiik bu irkin bagisiklik seviyesinin yiiksek olmasi beklenen bir durumdur.
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Filogenetik aga¢ iizerindeki yerli kara allelleri incelendiginde, YK7-DRB3-E2 allenin,
Sap hastaligina kars1 yiikksek koruyucu immiin yanitla iliskili olan Bota-DRB3*0801 alleli ile
%96 benzerlik gosterdigi, bu allenin baglanma ceplerindeki spesifik kalintilarin FMD asisina
kars1 immiin yanit i¢in ¢ok 6nemli oldugunun belirlenmis olmasi, YK7-DRB3-E2 allelenin
yerli kara i¢in benzersiz yapmaktadir (Gowane ve ark., 2013). Ayrica YK-DRB3-E2 alleli
mastitis riskini azaltan ve klinik mastitise direng ile baglantili Bota-DRB3*1501-1502 allerin
buldugu dalda bulunmustur. Bu sonu¢ YK7-DRB3-E2 konsensiis dizisin olusturdugu alleli bu
hastaliklara kars1 direngli bir allel yapmaz, ancak bu allelerin 6zelliklerini de barindirmadigi
anlamma gelmez, bunu icin daha fazla popiilasyonda daha fazla Ornek ile c¢alisma
yapilmalidir. Bununla birlikte YK3-, YK10- ve YK15-DRB3-E2 alleleri kalic1 lenfositoza
(KL) direng saglayan Bota-DRB3*0201 alleline %99 benzemektedir (Udina ve ark., 2003).
Sigirlardaki kene enfestasyonlarina duyarliligin kalitsal bir bilesene sahip oldugu tahmin
edilmektedir, bunun en 6nemli sebebi dogalart geregi farkli sigir irklarinin digerlerine goére
daha direngli oldugu bilinmektedir, fakat neden olan genetik unsurlar hala tam olarak
bilinmemektedir (Untalan ve ark., 2007). Sigir siiriilerinde yapilan bir calismada kene
direncini belirlemek i¢in, BoLA-DRB3 geninin ikinci ekzonun ile gergeklestirilen analiz
calismalarinda, DRB3*4401 allelinin kenelere direng saglayan bir fenotipe sahip oldugunu
belirlemislerdir (Untalan ve ark., 2007). Iste bu allel ile YK1-DRB3-E2 ve YK12-DRB3-E2
alleleri aym1 dalda bulunmustur. Yerli kara sigirmin zor sartlara adaptasyonu ve mera
hayvanciligina uygun bir yapida bulunmasi bu allel yoniinden veya daha giiclii alleleri
barindirmasi hi¢ sasirtict degildir. YK3-DRB3-E2 ve YK8-DRB2-E2 alleleri heniiz bir
fonksiyonu belirlenmemis Bota-DRB3*3501 alleli ile %99 benzerlik gostermektedir. YKO9-
DRB3-E2 alleli ise KL’ye direng ile iliskili Bota-DRB3*0701 alleli ile %99 benzerlik
gostermektedir (Xu ve ark., 1993). Ayrica YK4-, YK6- ve YK16-DRB3-E2 alleleri IPD’deki
DRB3 allelerinden farkli birer allel oldugu yorumu yapilmistir.
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\

43 [BoinDRB3*1501 "]
T [Hntn-[)RJi.‘-‘]FU] 2
81 Bota-DRB3*1502_)
YK3-DRB3-E2
fﬂi_q— YKI0-DRES-E2

Dermatofilosis’e
karst duyarhlik
(Maillard ve
ark., 2003)

Sap'a karg1 yilksek
koruyueu immiin yamit
( Gowane ve ark.,

2013b)

p'a karst vilksek koruyucu
immiin yamt, mastitis’e

karsi risk azaltan, Klinik

mastitis’e direng
{Firouzamandi ve ark.,
2010),

Sekil 4.65. Yerli kara (YK) ve IPD’de bulunan Bos indicus (Boin-DRB3) ve Bos taurus
(Bota-DRB3), DRB3 allellerinin filogenetik agaci. Bu ¢alismada elde edilen alleller koyu
siyah, herhangi bir hastalia duyarli olanlar mavi ve direngli olanlar kirmizi renkle

gosterilmistir.
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Bota-DRB3* 14011

Boin-DRE3* 14012
Bota-DRB3*3101

9 Bota-DRB3*3103
. Botu-DRB3*6401

Bota-DRB3*6402
Boin-DRB3*4001

957 Boin-DRB3*6801
Boin-DRB3*3104

Sq Bota-DRB3I*2802

Boin-DRB3*2801
2

4,7 Bata-DRB3*1101
8

ql Boin-DRB3*2202
9

Bota-DRB3* 1201

Bain-DRR3* 2201
002

YE10-DRB3-E2
4“1} YKI5-DRB3-E2 Kalier lenfositoz’a (KL)
Bota-DRB3*020] —————— > diven¢ (Udina ve ark.,
Boin-DRA3* 1002 2003)
I Oil_ﬂﬁ DRB3-E2-FQ482110.1
|_ Bota-DRB3* 1002 i
Boila-DRE3* 1001 ‘{tiksek proviral yiik
| qd&ln-DRB!"lﬁUl (Miyasaka ve ark., 2013)
Y Boin-DRB3* 2601
Py I Bota-DRB3* 1601
Boin-DRB3*5101
Bota-DRBE3*6301 Yotk ——
1a-DRR3* sek mastitis v
n_m‘ﬂ{um:;;m.lm ’ (Rupp ve ark., 2007)
R o st
VE6-DREF-E2
————— VKIRDRERE?
Bots-DRB3*3001
Boin-DRB3*3001
Boin-DRBY*3002
. Boin-DRB3*2301
YK12-DRB3-E2
Hota-DRB3* 40| 5 Kenelere direng
I_ Boit-DRE3*3601 (Untalan ve ar, 2007)
YKI-DRE3-E2
Bota-DRB3*3501
Boin-DRE3*3301
1 p™ YK2-DRB3-E2
97 YKS8-DRB3-F2
Bota-DRB3*4802
¥KI14-DRB3-E2
Bola-DEB3*5801 I\1a‘slilis‘e
¢ g Boa- DRI 010 direng
p 9 Bota DRII0102 (ﬁ";::’“
Bota-DRB3*0103 leIT).
e Bola-DREBI*2706
Boin-DRB3*2705
Boin-DRB3*1703 Mastitis riskin
Bota-DRB3*2702 arttiran (Hameed ve
Bota-DRB3*2703 ark., 2008) KL'ye direng
Bota-DRB3*0701 (Xu ve ark,,
4&1—:!1— VE9-DRE.E? 1993)
i YKII-DRB3-E2
Bom-DRB3*2401 Mastitis riskin
3 Bota-DRB3*2701 arttran (Hameed ve
El Boin-DRE3*2704 ark., 2008)
Botae-DRB3*0601
Bota-DRB3*5701
Bota-DRB3*5702
YK5-DRB3-E2
Bota-DRB3*0901
Boin-DRB3*0903
Bola-DRB3*0902 } BLYV direnci gsteren en ivi allel
Boin-DRB3*0902 (Juliarena ve ark., 2008)
Bota-DRB3*3301
Boin-DRB3*2101
Bota-DRB3*2002
Boin-DRB3*2003
Bota-DRB3*20012
74— Boin-DRB3*20011

Mastitis'e direng (Yoshida ve
ark., 2009a-b)

Sekil 4.65. Devamu.
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Hayvanciliktaki iiretim Ozelliklerinin  seleksiyonu nihai sonucu olarak dogal
selekisyonu gegersiz kilabilir ve MHC c¢esitliligini kaybettirebilir. Yogun selekisyon, hizli
genetik iyilesmeye neden olabilir, ancak etkin popiilasyon boyutunu azaltabilir, bu da bir
popiilasyonun genetik sagligina yonelik tehditleri degerlendirmek i¢in 6nemli bir parametre
olarak degerlendirilebilir. Siit sigirciliginda, sigir yetistiriciligi programlar1 az sayida elit boga
dayanmaktadir. Ornegin, Holstein cinsinde yapilan bdyle bir seleksiyon ¢alismasinda, 150'den
daha az hayvanda, etkili populasyon biiyiikliigiine, dolayisiyla akrabali yetistirme ve genetik
varyasyonda genel bir diisiise neden olabilecek bir sonu¢ dogurmustur (Hayes ve ark., 2003).
Ayni endise, kullanilan seleksiyon yonteminin BoLA ¢esitligini diislirebilir ve yanlislikla
hastaliga yatkinhig artirabilir. Ornegin, siit sigirlarinda artan siit verimi ile mastitisi
duyarliliginin artis1 arasinda, onemli bir korelasyon vardir ve baz1 MHC allelleri mastitise
direng ile iliskilendirilmistir (Sharif ve ark., 1998; Heringstad ve ark., 2000). Dolayisiyla,
gelistirilmek istenen siit verimi i¢in kasitl yapilan seleksiyon, hastaliga yatkinlig1 artiran daha
fazla MHC alleline yol agabilir. Yerli ve yabani sigir irklarmin popiilasyon yapilart ve
seleksiyon mekanizmlar1 genellikle tam olarak bilinmemektedir. Son yillarda Kanada da
yapilan bir ¢aligmada, holstein siit bogalarindaki MHC siuf I bdlgesinin genetik cesitliginin
kapsami arastirilmis ve siit¢iil sigirlarda BoLA ¢esitliliginin etkileyen seleksiyon kuvvetleri
tanimlanmistir (Codner ve ark., 2012). Bu calismada dort nesil boyunca belirli BoLA
haplotiplerinin frekanst onemli Olclide degismesine ragmen farklilik arz eden allelerin
sayisinin dnemli olgiide azaltilmadigr goriilmiistiir. Genel olarak sonuglar, bu popiilasyonda
BoLA ¢esitliliginin korunmasinda yer alan seleksiyon giiclerinin, hastalik ve dogurganlik
kadar iiretim Ozelliklerini de icerdigini ve seleksiyonu dengelemek i¢in bir rol oynadigini
gostermektedir. Bu nedenle, yerli sigir populasyonlarindaki islevsel olarak Onemli gen

varyantlarinin ve haplotiplerinin aranmasi ¢ok énemlidir.

Bu caligmanin sonuglarina goére yerli kara'da BoLA-DRB3 lokusunun polimorfik
oldugunu ve bazi hastaliklara direngle alleli ile iliski oldugunu ortaya koymustur. Bununla
birlikte, yerli kara'daki polimorfizmlerin kapsamini daha belirgin bir sekilde tanimlamak igin
daha ileri ¢aligmalar yapilmalidir. Ayrica yerli kara’daki BoLA-DRB3 allelleri ile hastalik
direnci Ozellikleri arasindaki iligki daha ayrintili arastirilmalidir. Tiirkiye’deki yerli sigir
wrklarindaki (yerli kara) BoLA genleri ile ilgili ilk rapordur ve gelecekteki bagisiklik genleri
ile ilgili daha ileri calismalar i¢in temel veriler igermektedir. Daha 6nceki ¢alismalarda da
bildirildigi lizere, mastitis direncine ile iligkili olarak ortak bir BOLA-DRB3 alleli heniiz

belirlenmemistir. Dolayisiyla, BoOLA-DRB3 allellerinin mastitise duyarlilig1 veya direnci ile
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olan iliskisini daha da netlestirmek igin, ineklerin mastitis patojenlerine (Streptococci,
koagiilaz negatif Staphylococci, Escherichia coli ve Staphylococcus aureus) karsi bagisiklik
tepkilerini arastirmak gereklidir. Ayrica, her BoLA-DRB3 allelinin amino asit motifinin
Ozelliklerini agikliga kavusturmak ve her BoLA-DRB3 alleli ve mastitis patojenik bakterilerin
antijen baglama olugu ve cepleri arasindaki iligkiyi arastirmak gereklidir. Bu agidan

disiildiigiinde yerli sigir irklarimiz bulunmaz birer hazine niteligindedir.

4.7. BoOLA-DYA ve -DYB Gen Bolgelerinin Karakterizasyonu

4.7.1. BoLA-DYA gen bolgesi ve yerli kara sigirinda DYA bolgesinin niikleotid
dizilenmesi

BoLA smif II histokompatibilite molekiilii, heterodimer alfa zinciri veya kisaca
BoLA-DYA geni, ruminantlara 6zgilin bir gen bdlgesidir. Sinif Ila genlerinin aksine, DY
genleri sadece gevis getiren hayvanlarda bulunur, diisiikk seviyede polimorfizm sergilerler ve
dendritik hiicredeki sinirli dagilimlari ile transkripsiyon edilirler. DY polipeptitlerinin sigir,
insan ve farede MHC alfa ve beta zincirlerinin sekanslarinin karsilastirilarak yapilan analizde
varsayllan peptit baglanma bdlgelerinde benzersiz 16 amino asit tespit edilmistir. Bunlara
ragmen hala DYA ve DYB genlerinin islevi bilinmemektedir (Ballingall ve McKeever, 2005).
DYA genleri koyun ve sigirlarda (yaklasik 20 milyon yil 6nce birbirinden ayrildig: iki tiir)
karsilastirildiklarinda  pseudogenlerden ziyade fonksiyonel genler gibi daha c¢ok
korunmuslardir. Korunma seviyeleri promotorda % 97, kodlanan bolgede % 94 ve intronik
bolgede % 91 seklindedir, bu oranlar fonksiyonel MHC genleriyle karsilastirildiklarinda elde
edilen sonuglardir. Bu simif I MHC genleri arasindaki koruma derecesi evrim ile tutarlidir, bu
genler ruminatlarda bu 6zellikleriyle benzersiz bir fonksiyonu barindirmaktadir (Behl ve ark.,

2012).

Sigirlardaki DYA gen bolgesi, 23. Kromozomun (AC 000180.1) 23ql12-g13
bolgesinde, yaklasik uzunlugu 5887 b¢ (7011862..7017749) olan linear bir gen bdlgesidir.
BoLA-DYA bolgesi 4 ekzondan olusan yaklasik 759 baz uzunlukta olgunlasmis bir
mRNA’dan 253 amino asitlik, molekiiler agirlig1 28391,76 Da ve pl degeri 5,43 olan bir
proteindir. Ilk 21 amino asit signal peptit bdlgesini geriye kalan 232 aa olgunlasmis
polipeptidi olustururken, 29—108 aa alfa domainini, 110—203 immiinoglobulin ve 201—252
C-terminal domainini olusturmaktadir (Childers ve ark., 2006
;https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Structure/cdd;  http://web.expasy.org;  www.uniprot.org).
Ayrica BoLA-DYA gen bolesinde 196-217 arasinda hidrofobik transmembran bolgesi
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bulunurken, 227-230 pozisyonlarinda dort arginin bulundugu essiz bir sitoplazmik kuyruk
bolgesi bulunmaktadir (Ballingall ve ar., 2004). Bahsi gegen gen bdlgesinin yerli kara sigir
irkindaki molekiiler 6zelliklerinin belirlenmesi i¢in tiim 6rneklerde PZR kullanilarak tarama

gergeklestirilmistir.

4.7.1.1. DYA geninin PZR amplifikasyonu sonucu

Yerli kara sigir 6rneklerindeki BOLA-DYA gen bolgesini olusturan ekzon I, 11, IIT ve
IV i¢in 3.4.1°de bahsedilen sekilde dizayn edilen primerler kullanilarak (Cizelge 3.1) PZR
islemi gergeklestirilmistir. PZR reaksiyonu, 3.4.2°de detaylandirilan PZR sartlar1 kullanilarak
yapilmis ve g¢ogaltilan bolge % 1,5°lik agaroz jelde goriintiilenmistir (Sekil 4.66). Hedef
bolgeler, ekzon I i¢in yaklagik 179 b¢ (ekzon uzunlugu; 76 bg), ekzon II i¢in yaklagik 316 bg
(ekzon uzunlugu; 249 bg) ve ekzon III ve IV i¢in yaklasik 1159 b¢ (ekzon uzunluklari; 282-

155 bg) uzunlugunda lineer gen bolgeleridir.

M 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24

P @O SRS G

500
bg

FELREIRELD |

DYA-E1
179 bg

-

e ot B o B G5 ws G5 o :

19 20 21 22 23 24

M 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18
MO OEOE e a e ~

500
bg

DYA-E2

ﬁnuﬁ“_ﬂuﬁﬁn_.v-u'...._..‘__.'..s'nﬂ'ha-u

|

P ERRETHREL L}

10 11 12 13 14 15 16 17 18 19

DYA-E3,4
1159 bg

Sekil 4.66. YK1- 24. érneklerinde DYA-E1 ve DYA-E2 bélgelerinin, YK1-19. Orneklerinde
DYA-E3,4 bolgelerinin PZR ile ¢ogaltilmasi sonucu elde edilen jel goriintiisii. M: 100 bg
DNA standardi.
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4.7.1.2. DYA niikleotid dizilenmesi ve amino asit dizi analizi

YK-DYA-E1 (179 bg), YK-DYA-E2 (316 bg) ve YK-DYA-E3.4 (1159 bg)
bolgelerinin her iki zincirinden ileri ve geri primerleri kullanilarak niikleotid dizisi
belirlenmistir. Tiim Orneklerden elde edilen dizi bilgileri farkli formatlarda kaydedilmistir.
3.6’da ayrmtili bir sekilde bahsedildigi gibi hedef bolge igin farkli olarak diisiiniilen
orneklerin kromatogramlarina bakilarak YK1-16-DYA-E1,-DYA-E2 ve -DYA-E3.4 seklinde
konsensiis dizileri belirlenmistir (Sekil 4.67). Yerli kara ekzon dizileri birlestirilerek DY A
gen bolgesinin tam dizisi elde edilmistir. Daha sonra bu diziden yola ¢ikilarak yerli kara
DYA gen bolgesinin amino asit dizileri ortaya c¢ikarilmistir. Elde edilen konsensiislerin hem

niikleotid dizileri hem de amino asit dizileri ek ¢gizelge C.9’da ayrintili olarak verilmistir.

110 70 130 140

G G G TTTTTWAAATTTTTATTTTATATT G GAGTAT G GT G GCTCAGA ATGGTA
¥ |
140 _ 150 1 170 180
G C G 6 C G G C 6 CCcCcCgG G G c C c Ca G G C G
| .
| i
| N |
‘ B |
(Lt |
| (1 [
[ \ f |1 i
| { A
\I { I‘I ! I | f\ | /1
[ | ( A [ f -
- I | . [ { { Viy
i \ | A \ ! 1 | | | { |
{ { { / ! ! \ | | { L
s = L LS L SEGUES |
0 260
G [ C c C c cc c c G G G C C G C G « G G G

Sekil 4.67. YK-DYA-E1 (A), YK-DYA-E2 (B) ve YK-DYA-E3.,4 (C) bdlgesinin ileri primer
ile elde edilen niikleotid dizisine ait kromatogram goriintiisiiniin bir kismi 6rnek olarak
gosterilmistir.

Konsensiis dizileri ve referans gen bolgesi oncelikle ClustalX programi yardim ile
Fasta, Phylip, Nexus ve Clustal fromatlarinda kaydedilmistir. Daha sonrasinda Bioedit ve

Clustal Omega programi kullanilarak hizalanmig ve farkliliklar: belirlenmistir (Sekil 4.68). Bu
islemler sirasiyla DYA-E1, DYA-E2 ve DY A-E3,4’e uygulanmustir.
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90 100 110 120 130 140 150 160
T T T
DYA-E1-AY957499.1 81 AGACATCGTG GGTGAGTGTA CAGTTGAGGG GTGTGGGTTT ACAATTGTGA AGAATTTTTT AAATTTTTAT TTTATATTGG 160

YK1-DYA-E1 Bl e e e e e e e e Wi e i 160
YK2-DYA-E1 A =20 160
YK3-DYA-E1 =20 160
YK4-DYA-E1 Bl e e e e e e e A i e 160
YK5-DYA-E1 Y 160
YK6-DYA-E1 B L e e e e e e e e e e et e e e e 160
YK7-DYA-E1 B L e e e e e e e e e e e e e e e e e e 160
YK8-DYA-EL =20 Y 160
YK9-DYA-E1 =20 160
YK10-DYA-E1 =20 160
YK11-DYA-E1 =20 160
YK12-DYA-E1 Bl e e e e e e e e e e et e e e e 160
YK13-DYA-E1 B L e e e e e e e e e e e e e e 160
YK14-DYA-E1 Bl e e e e e e e e e e e e A We oo iie e i i 160
YK15-DYA-EL Bl e e e e e e e e e e e Wt i e i 160
YK16-DYA-EL =20 160
Clustal Consensus 1 1
10 20 30 40 50 60 70 80
T e e e e T |

DYA-E2-AY957499.1 1 GTATCCTGCG TCCCTGTTCT TATCTTTCTG CTTTGGCGTG GCCACACACC AGCTGACCAC GTGGGCACTT ACGGCACAAA 80
YK1-DYA-E2 L e e e e e e e e e e e 80
YK2-DYA-E2 L e e e e e e e e e e e et e e e 79
YK3-DYA-E2 B e e e e e e e e e e e e et e e e 80
YK4-DYA-E2 e 80
YK5-DYA-E2 L e e e e e e e e e e 80
YK6-DYA-E2 e 80
YK7-DYA-E2 Y 80
YK8-DYA-E2 e 80
YK9-DYA-E2 T 80
YK10-DYA-E2 e 80
YK11-DYA-E2 N o o = 0 0 o T R SRR (C o o 80
YK12-DYA-E2 N o 0 o . o c 0 i TEREEY - - - RN HE . - - A . (C 80
YK13-DYA-E2 I L © ¢ o o W - - - AR - o o - SR tF - | A . 80
YK14-DYA-E2 I 0 0 0 o W © o o ox NSRRI . . . R . 80
YK15-DYA-E2 I 0 0 o TR . R 0 o o oo R | | 1T) . R . . R 80
YK16-DYA-E2 i, R o o TP AR | UG | . SRR | . o o Y 80
Clustal Consensus 1 1

570 580 590 600 610 620 630 640
ooc W . . . (| JURREEENEE | . TN . | I | R e A R I
DYA-E3_4-AY957499.1 561 TAGTAATGGC ATGATAAAGA GGGTATGACC AGCTCCTGAA CATTCTTCTC ATGTTGACAG CCAGTCTGGG GTCAGTGTGT 640

YK1-DYA-E3_4 561 . SR ... LT RS R . e e 640
YK2-DYA-E3_4 561 ... NN SN SRR .. LN R . . e 640
YK3-DYA-E3_4 C 561 ... . R .., JEEEREE. ... ... RN .., NN .. ... TR ... ....... .......0.. 640
YKA-DYA-E3_4 TN o o IR R | R oo ogac o oo R, . 640
YK5-DYA-E3_4 561 NS | SRR . R R R . ... . WAL L, 640
YK6-DYA-E3_4 LI . SRR SRR RN o . G VRN | . 640
YK7-DYA-E3_4 SN | .. RN R ST ... S .. ... TR .. ..., 640
YK8-DYA-E3_4 o1 R R T N . S . 640
YK9-DYA-E3_4 SO ...... S5 ... ... R . .S R L VTS L 640
YK10-DYA-E3_4 Blef . ... i . AR, . . ..., .........S L . L. ... ... .. ... 640
YK11-DYA-E3_4 561 ... NN R.. .. . 00 _ . A4 ....... .........5 ... .9 .. .. AW....... 640
YK12-DYA-E3_4 LS 640
YK13-DYA-E3_4 S5 < 640
YK14-DYA-E3_4 DB L e e e e e et e e e e e e 640
YK15-DYA-E3_4 DB L e e et e et e e et e e 640
YK16-DYA-E3 4 LS 640
Clustal Consensus 1 1

650 660 670 680 690 700 710 720
B T T o L I I e L T N R e R e
DYA-E3 4-AY957499.1 641 CGTGGGCAGC ATATAGTTAA TTTCTCCACC GGTTGGAGAT TTCAACAACT GCCAAACAGC TCAAAGACAG TGCTGTGTGT 720

YK1-DYA-E3_4 T < 720
YK2-DYA-E3_4 LS 720
YK3-DYA-E3_4 S 720
YK4-DYA-E3_4 L 720
YK5-DYA-E3_4 BAL et e e e e e e e 720
YK6-DYA-E3_4 6L LBt et e B e e e e 720
YK7-DYA-E3_4 L 720
YK8-DYA-E3_4 LS 720
YK9-DYA-E3_4 LS e 720
YK10-DYA-E3_4 L 720
YK11-DYA-E3 4 T < 720
YK12-DYA-E3_4 L S 720
YK13-DYA-E3_4 L 720
YK14-DYA-E3 4 LS 720
YK15-DYA-E3_4 LS 720
YK16-DYA-E3_4 L 720
Clustal Consensus 1 1

Sekil 4.68. Referans BoLA-DYA geni (AY957499.1) ve YK-DYA-E1 (A), YK-DYA-E2 (B)
ve YK-DYA-E3,4 (C) bolgesinin konsensiis dizilerinin hizalanmasinin bir kismi.

Kiimeleme islemi sonunda YK-DYA-E1 bolgesini yoniinden, konsensiis dizilerinde,
YK1-DYA-EL1 dizisinde 13. ve 140. pozisyonlarda (W: A veya T), YK14-DYA-EL1 dizisinde
143. pozisyonlarda (W: A veya T) ve YK15-DYA-EL1 dizisinde de 140. pozisyonlarda (W: A
veya T) heterozigot noktalar: belirlenmistir. Bu sonuglar ¢izelgede 4.24°de 6zetlenmistir.
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Cizelge 4.24. YK-DYA-EI1 konsensiis dizilerindeki niikleotid farkliliklar.

*W: AveyaT.

Niikleotid Pozisyonlari

13

140 143

Toplam Farkhihk

Konsensiis

A

T A

DYA-E1- AY957499.1

YK1-DYA-E1

W*

W

YK2-DYA-E1

YK3-DYA-E1

YK4-DYA-E1

YK5-DYA-E1

YK6-DYA-E1

YK7-DYA-E1

YK8-DYA-E1

YK9-DYA-E1

YK10-DYA-E1

YK11-DYA-E1

YK12-DYA-E1

YK13-DYA-E1

YK14-DYA-E1

YK15-DYA-E1

YK16-DYA-E1

Ozet

1w

2A.2W 1w

oo, |INMNO|JlO|O|O|O|O|OCO|O|O|R,P|O|O|N|O

YK-DYA-E2 niikleotid dizilerinin kiimelenmesi sonucunda, en fazla farklilik YK4,
YK9, YK10 ve YK12-DYA-E2 konsensiis dizilerinde (5 niikleotid farklilik) gozlemlenirken,
en az farklilik (3 niikleotid farklilik) ise YK1, YKS8, YKI1 ve YKI15-DYA-E2 konsensiis
dizilerinde gozlemlenmistir. Buradaki dikkat ¢eken nokta 46, 63, 100, 184 ve 207

pozisyondaki

gosterilmistir.

niikleotidlerin  heterozigot

oluslaridir.

Bu

sonuglar

Cizelge 4.25. YK-DYA-E2 konsensiis dizilerindeki niikleotid farkliliklar.

cizelge

Niikleotid Pozisyonlar: 46 63 100 184 207 Toplam Farkhihik
Konsensiis A G G Cc A

DYA-E2- AY957499.1 0
YK1-DYA-E2 R Y R 3
YK2-DYA-E2 0
YK3-DYA-E2 0
YK4-DYA-E2 G c R Y G 5
YK5-DYA-E2 0
YK6-DYA-E2 C R Y G 4
YK7-DYA-E2 0
YK8-DYA-E2 R* S R 3
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Cizelge 4.25. Devamu.

Niikleotid Pozisyonlar1 46 63 100 184 207 Toplam Farklhiik

YK9-DYA-E2 R S R Y R 5
YK10-DYA-E2 R S R Y R 5
YK11-DYA-E2 G C . G 3
YK12-DYA-E2 G C A T G 5
YK13-DYA-E2 R R R 4
YK14-DYA-E2 0
YK15-DYA-E2 R $ . . R 3
YK16-DYA-E2 0

Ozet 3G5R 4C4S 1A6R 1T,6Y 4G,6R 40

*R:Gveya A S:GveyaC, Y: TveyaC.

YK-DYA gen bolgesini olusturan diger ekzon bdlgelerinin (3,4) kiimelenmesi
sonucunda en fazla farklilik YK1-DYA-E3,4 konsensiis dizsinde (14 niikleotid farklilik)
belirlenirken, en az farklilik ise YK5-DYA-E3,4 konsensiis dizsinde (2 niikleotid farklilik)
gozlemlenmistir. Bu bolgelerdeki farkliliklarda tipki diger DYA ekzonlarinda oldugu gibi

yaygin heterozigotluk gostermislerdir. Bu sonugclar ¢izelgede 4.26°da 6zetlenmistir.

174



Cizelge 4.26. YK-DY A-E3,4 konsensiis dizilerindeki niikleotid farkliliklar.

Niikleotid Pozisyonlar: 61 86 110 111 112 115 116 156 170 171 198 200 217 219 264 345 375 470
Konsensiis A C C C T T C A c G G G A A T C c C
DYA-E3,4- AY957499.1
YK1-DYA-E3,4 G Y* . A A A A . Y . . . . . W
YK2-DYA-E3,4 . . . . . . . w . R K S w . . . T
YK3-DYA-E3,4
YK4-DYA-E3,4 . . . . . . . . Y . . . . . W T . Y
YK5-DYA-E3,4 : : . . A
YK6-DYA-E3 4 . Y . . . . . . T . . . . . A
YK7-DYA-E3,4 . . . . . . . . . . . . . R . . Y
YK8-DYA-E3,4
YK9-DYA-E3,4 c : A . A Y w
YK10-DYA-E3,4 . Y Y W
YK11-DYA-E3,4 Y W
YK12-DYA-E3,4 Y \
YK13-DYA-E3,4 c Y Y w

YK14-DYA-E3,4

YK15-DYA-E3,4

YK16-DYA-E3,4 . . . . . . . . Y . . . . . \

Ozet 1G 4Y 1A 1A 3A 1A 1A 1w 1T,8Y 1R 1K 1S 1w 1R 1A,8W 1T 1T,1Y 1Y

*W:AveyaT,K:GveyaT, R: Gveya A, S: GveyaC, Y: T veyaC.
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Cizelge 4.26. Devamu.

Niikleotid Pozisyonlar1 513 571 610 642 671 730 783 825 854 892 948 1048 1050 Toplam Farklihk
Konsensiis C A C G G c T G C c T G G
DYA-E3,4- AY957499.1 . . . . . . . . . . . . . 0
YK1-DYA-E34 . . S* R R . Y . Y . Y . . 14
YK2-DYA-E3/4 . . . . . . ; R . . . . . 7
YK3-DYA-E34 . . . . . . . . . . . . . 0
YK4-DYA-E3 4 . . S R R . Y . Y . Y . . 10
YK5-DYA-E3,4 . . . . . . . R . . . . . 2
YK6-DYA-E3,4 . . G A A . C . T . C . . 9
YK7-DYA-E3,4 . . . . . . . R . . . . . 3
YK8-DYA-E34 . . . . . . . . . . . . . 0
YK9-DYA-E3,4 S R R Y Y Y R 11
YK10-DYA-E3,4 S R R Y Y 9
YK11-DYA-E3,4 Y R S R A Y C T Y Y R 13
YK12-DYA-E34 S R R Y Y 7
YK13-DYA-E3,4 S R R Y Y 8
YK14-DYA-E34 0
YK15-DYA-E3,4 0
YK16-DYA-E3,4 . . S R R . Y . Y . Y 8
Ozet 1Y 1R 1G,8S 1A,8R 2A,7R 1Y 2C,5Y 3R 2T, 7Y 1Y 1C,8Y 1R 1R 101

*W: AveyaT,K:GveyaT, R: GveyaA,S: GveyaC, Y: T veyaC.
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DYA-E1, DYA-E2 ve DYA-E3,4 konsensiis dizilerindeki farkliliklarin protein
yapisinda ne gibi degisiklikler yaptigin1 ve yerli kara sigirinda ilk defa tanimlanan bu gen
bolgesinin tam niikleotid dizisini belirlemek i¢in clone manager programi kullanilarak, intron

bolgeleri uzaklastirilarak, ekzon bolgeleri birlestirilmis ve amino asit dizileri belirlenmistir

(Sekil 4.69).

Reference

v
\d

AC_000180
YK1-DYA-E1
YK2-DYA-E1
YK3-DYA-E1
YK4-DYA-E1
YK5-DYA-E1
YK6-DYA-E1
YK7-DYA-E1
YK8-DYA-E1
YK9-DYA-E1
YK10-DYA-E1
YK11-DYA-E1
YK12-DYA-E1
YK13-DYA-E1
YK14-DYA-E1
YK15-DYA-E1
YK16-DYA-E1
YK1-DYA-E2
YK2-DYA-E2
YK3-DYA-E2
YK4-DYA-E2
YK5-DYA-E2
YK6-DYA-E2
YK7-DYA-E2
YK8-DYA-E2
YK9-DYA-E2
YK10-DYA-E2
YK11-DYA-E2
YK12-DYA-E2
YK13-DYA-E2
YK14-DYA-E2
YK15-DYA-E2
YK16-DYA-E2
YK1-DYA-E3, 4
YK2-DYA-E3, 4
YK3-DYA-E3, 4
YK4-DYA-E3, 4
YK5-DYA-E3, 4
YK6-DYA-E3, 4
YK7-DYA-E3, 4
YK8-DYA-E3, 4
YK9-DYA-E3, 4
YK10-DYA-E3, 4
YK11-DYA-E3, 4
YK12-DYA-E3, 4
YK13-DYA-E3, 4
YK14-DYA-E3, 4
YK15-DYA-E3, 4
YK16-DYA-E3, 4

Sekil 4.69. Niikleotid konsensiis dizilerinden mRNA bdélgesinin elde edilmesi ve aa dizilerinin
belirlenmesi (Referans: Bos_taurus_UMD_3.1.1 genomu, Ac. No. AC_000180.1,YK1-16
konsensiis dizileri, mavi bolgeler ortak noktalar1 gostermektedir).
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Yerli kara DY A niiklotid konsensiis dizileri kullanilarak elde edilen DY A-mRNA (762
b¢ uzunlugunda) dizilerinden yola c¢ikilarak 14 farkli haplotip belirlenmistir. Belirlenen
haplotiplere bakilarak bu gen bolgesi yoniinden yerli kara konsensiis dizilerin olusturuldugu
popiilasyonlardaki bireylerde heterozigotlugun yaygin olarak goriildiigii belirlenmistir. Dikkat
¢eken nokta ise 77. pozisyondaki C yerine tiim yerli kara sigirlarinda G niikleotidinin

gelmesidir (Cizelge 4.27).

Cizelge 4.27. DY A bolgesinden transkripte olan mRNA niikleotid dizisi.

Toplam
Farkhh
k

Niikleotid

~oo~
Pozisyonlan ™

124
208
231
335
360
384
385
386
389
390
430
444
445
472
474
491
493
538
675
677

Konsensis G G G C A A C C C T T C A C G G G A A T G G

DYA-mRNA-
NM_0010126 C . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 1
78.1

YK1-DYA-
MRNA

YK2-DYA-
MRNA

YK3-DYA-
MRNA

YK4-DYA-
MRNA

YK5-DYA-
MRNA

YK6-DYA-
MRNA

YK7-DYA-
MRNA

YK8-DYA-
MRNA

YK9-DYA-
MRNA

YK10-DYA-
MRNA

YK11-DYA-
MRNA

< | <

® | ®

YK12-DYA-
MRNA

<

s|l2|g|g|=
pu)

YK13-DYA-
mMRNA

YK14-DYA-
MRNA

YK15-DYA-
MRNA

YK16-DYA-
MRNA

4 1 1 4
1CATGl4113111 1 1 1
C4GGGGYAAAAAW R K S W R R R

S R Y R

| <
>r =

Ozet 71

< ©
Eoo

*W:AveyaT,K:GveyaT, R: Gveya A, S: GveyaC, Y: T veya C.

Elde edilen amino asit dizileri (253 aa uzunlukta) NCBI’da Blast yapilarak hedef
bolge oldugu dogrulanmistir (Sekil 4.70). Tlk 21 asit signal peptit bdlgesini, 29—108 aa alfa

domainin, 110—203 immiinoglobulin ve 201—252 C-terminal domainini olusturmaktadir

(Childers ve ark., 2006 ; https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Structure/cdd).
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1 1] 100 150 200 283

Query se<. e ——

heterodimr interface
HHC binding domain interface

Specific hits IgC_MHC_II_alpha
Cl-set_C
Superfanilies MHC_II_alpha superfamily Ig superfamily

Cl=-get_C superfanily

Sekil 4.70. YK1-DYA-PR nin sahip oldugu, alfa, immunoglobiilin ve C-terminal domainleri.
Belirlenen YK-DYA haplotiplerinin olusturdugu proteinlerin NCBI Blast sonuglarina
gore; Bos taurus’dan eksprese olan MHC simif 11 DQAL alfa zincirine (Ac. No: AAI49796.1)
benzerlik oran1 YK1 ve YKO9 i¢in %96, YK10 ve YK13 igin %97, YK2, 4, 6, 11 ve 12 igin
%98 ve YK3, 5, 7, 8, 14, 15 ve 16 i¢in %99 olarak bulunmustur. Bos taurus’dan eksprese
olan MHC simnif II DYA alfa zincirinin (Ac. No: AAI49796.1), molekiiler agirligi 28350,71
Da ve pl degeri 5,43’diir. YK1-16 DYA proteini i¢in molekiiler agirlik 28226,97-28432,23
Da arasinda hesaplanirken pl degerleri 5,29-5,58 olarak belirlenmistir. Yerli kara sigir irkinin
DYA geni yoniinde amino asit pozisyonlart dikkate alindiginda, olustururlan tim konsensiis
dizilerinde 26. pozisyonundaki alaninin (A) gilisinine (G) doniistiigii ve bu degisikligin tim
yerli kara 6rneklerinde korundugu belirlenmistir. Ayrica 42. pozisyondaki alaninin (A) — X’e
(herhangi bir amino asit), 70. pozisyondaki prolinin (P) — X’e (herhangi bir amino asit), 77.
pozisyondaki lizinin (K) — X’e (herhangi bir amino asit), 148. pozisyondaki asparajininin
(N) — X’e (herhangi bir amino asit) ve 180. pozisyondaki serinin (S) — X’e (herhangi bir
amino asit) donlistiigli belirlenmistir. Bu noktalar arasindaki en dikkat ¢ekici olanlar, YKI,
YK4, YK6, YK9, YK10 ve YK13 DYA-mRNA dizilerindeki R niikleotidinin (G veya A)
tipki YK12-DYA-mRNA da adenin seklinde ifade edildiginde treonin amino asitinin
sentezlenmesidir. Yani YK1, YK6, YK9, YK10 ve YK13 DYA amino asit dizilerindeki X
bolgesi treonin seklinde ekspresyonu gerceklesebilir seklinde yorumlanmistir. Benzer bir
durum da, 70. pozisyondaki prolinin yerine yerli karalarda serin amino asidinin ekspres
gercekles bilecegi thtimalidir. Diger taraftan, Bos taurus’da 180. pozisyondaki prolinin yerini,
YKI1,4,9,10, 11, 12, 13 ve 16’da serin amino asitinin alma ihtimalidir (Sekil 4.71).
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10

P |
DYA-AAI49796.1 1 MKKALILRAL TLATM
YK1-DYA-AA 1
YK2-DYA-RA 1
YK3-DYA-AA 1
YK4-DYA-RA 1
YK5-DYA-AA 1
YK6-DYA-RA 1
YK7-DYA-AA 1
YK8-DYA-RA 1
YK9-DYA-AA 1
YK10-DYA-RA 1
YK11-DYA-AA 1
YK12-DYA-RA 1
YK13-DYA-AA 1
YK14-DYA-RA 1
YK15-DYA-AA 1
YK16-DYA-RA 1
Clustal Consensus 1

Foveel el .
L RNIVMS KRNLDILIKN SS P

DYA-AAT49796.1 81
YK1-DYA-RAA 81
YK2-DYA-AA
YK3-DYA-RAA
YK4-DYA-RA
YK5-DYA-AA
YK6-DYA-AA
YK7-DYA-RAA
YK8-DYA-AA
YK9-DYA-RAA
YK10-DYA-AA
YK11-DYA-RAA
YK12-DYA-AA
YK13-DYA-AA
YK14-DYA-RAA
YK15-DYA-AA
YK16-DYA-AA
Clustal Consensus

DYA-AAI49796.1 161 FYPKSDHSFL KFSYLTFLPS SEDEFYDCRVE HWGLEEPLVK HWEPEIPTPT S

YK1-DYA-RA
YK2-DYA-AA
YK3-DYA-RA
YK4-DYA-AA
YK5-DYA-RA
YK6-DYA-AA
YK7-DYA-RA
YK8-DYA-AA
YK9-DYA-RA
YK10-DYA-AA
YK11-DYA-RA
YK12-DYA-AA
YK13-DYA-RA
YK14-DYA-AA
YK15-DYA-RA
YK16-DYA-AA

Clustal Consensus 1  —————————— — e e e

Sekil 4.71. BoLA-DYA alleli tarafindan kodlanan alfa bdlgelerinin tahmini amino

TFEF DGDELFYVDL

LGLAMGLMGI VV

160
160
160

240
240
240
240
240
240
240
240
240
240
240
240
240
240
240
240
240

asit

dizilerinin hizalanmas1 (|: Amino asit degisikliginin oldugu bdlgeleri, mavi kutular tiim

orneklerde korunan bolgeleri gostermektedir).

Ruminantlarda MHC sinif II bolgesinin ti¢ ayirt edici 6zelligi belirlenmistir, bunlardan

ilki insanlarda goriilen DP gen bolgesinin bir izotipinin ruminatlarda olmayisi, ikinci olarak

ise haplotiplerde goriilen DQ gen sayisindaki degisiklik, ticlincii ve son olarak ise

ruminantlara 6zglin oldugu diisiiniilen DYA ve DYB genlerinin varhigidir (Wright ve ark.,

1994). Bu acidan diisiildiiginde DY A gen bolgesindeki 6zgiinliigiin ve bu 6zelligin yerli kara

sigir irkindaki durumunu agiklamak i¢in, NCBI’da bulunan diger DY A genleri ile kiyaslamasi

gerceklestirilmistir.
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4.7.1.3. DYA baolgesinin filogenetik analizi

Calismanin bu kisminda yerli kara sigir irkindaki BoLA-DYA gen bdlgesinin ait
sekanslar ortaya cikartilmistir. Bu diziler kullanilarak NCBI’da daha 6nceden belirlenen
BoLA-DYA ve diger tiirlerdeki benzer gen bolgeleri ile beraber filogenetik analiz yapilmistir.
Yerli kara sigirmmin DYA-E1, DYA-E2 ve DYA-E3,4 bolgelerinin dizi bilgileri analiz
edilerek, DNA polimorfizm 6zellikleri belirlenmistir (Cizelge 4.28). Yerli karada DYA-EL1,
DYA-E2 ve DYA-E3,4 bolgeleri icin sirastyla toplam 6, 40 ve 101 farkli bolge belirlenirken,
bu bolgelerin 3, 5 ve 19 tanesini polimorfik oldugu ve haplotip sayilarinin 5, 32 ve 42 oldugu
tespit edilmistir. Yerli kara sigirlarinda, haplotip farkliligt DYA-EI i¢in 0,538 0,114, DYA-
E2 i¢in 0,969 + 0,005 ve DYA-E3,4 i¢in ise 0,989 + 0,009 olarak hesaplanirken, niikleotid
farklilig1 ise DYA-E1, DYA-E2 ve DYA-E3,4 bolgeleri i¢in sirastyla 0,00392 + 0,00100,
0,00783 + 0,00011 ve 0,00549 + 0,00029 olarak hesaplanmistir. Yerli karalardaki haplotipler
arasindaki genetik uzakliklar ise DYA-EI i¢in 0,0056-0,0169 (ortalama: 0,0039), DYA-E2
icin  0,0032-0,0160 (ortalama: 0,0078) ve DYA-E3.,4 i¢in ise 0,0009-0,0122 (ortalama:

0,0055) arasinda bulunmustur.

Cizelge 4.28. DY A boélgesinin dizisine gére DNA polimorfizm 6zellikleri

Ozellikler Genel (DYA-E1) Genel (DYA-E2) Genel (DYA-E3,4)
Toplam Bolge Sayist 6 40 101
G+C 45 49,21 51,37
Pol1morﬁk(]3)olge Sayisi 3 5 19
Haplotip Sayist (h) 5 32 42
Haplotip Farklilig: (Hd) 0,538+ 0,114 0,969 + 0,005 0,989 £+ 0,009

Niikleotid Farkliligr (Pi)  0,00392 + 0,00100 0,00783 £ 0,00011  0,00549 + 0,00029

Yerli kara sigir ki igin olusturulan filogenetik agaglar Neighbor-Joining (NJ)
yontemi, Jukes—Cantor modeli ve Bootstrap metoduna (1000) dayanmaktadir. Konsensiis
dizileri filogenetik iliskileri bakimindan referans diziye gore (niikleotid dizileri i¢in Ac. No.
AY957499.1) YK-DYA-EI niikleotid dizisi ayrim1 %50, YK-DY A-E2 niikleotid dizisi ayrim1
%50 ve YK-DYA-E3.4 niikleotid dizisi ayrim1 %20, mRNA dizisi (mRNA dizileri i¢in Ac.
No. NM_001012678.1) %50 seklinde hesaplanirken amino asit dizisi (amino asit dizileri i¢in
Ac. No. AAI49796.1) ayrim1 %10 olarak belirlenmistir (Sekil 4.72).
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YK2-DYA-E2

YK10-DYA-E1 oo YK2-DYAE3 4 —— DYA-mRNA-NM_001012678 1 DYA-AAI49796.1
A YK11-DYA-E1 B |vceovaee c {K?—DYA—ES_L% D YK14-DYA-mRNA E YK14-DYA-AA
YK9-DYA-E1 YKI4-DYA-E2 YK15-DYA-E3_4 &) vka-ovamRNA YK2-DYA-AA
YK8-DYAE1 Hvirovaez 64YK8-DYAE3 4 53| YK2DYAmRNA 43| YK7-DYA-AA
YK7-DYA-E1 YKE-DYAE2 YK3-DYA-E3 4 YK7-DYA-mRNA YK8-DYA-AA
YK6-DYA-E1 Bvispvagz DYA-E3_4-AY957499 1 YK16-DYA-MRNA YK2-DYA-AA
— % vks-ovaEt ga| DYA-E2AYIET499.1 YK14-DYAE3_4 g1 | YKI3DYAMRNA og | YRISDYARA
YK3-DYA-E1 YK1-DYA-E2 YK13-DYA-E3 4 YK8-DYA-mRNA YK11-DYA-AA
YK2-DYA-E1 YK13-DYA-E2 YK12-DYA-E3 4 YK15-DYA-MRNA 66 |lvkis-DYAAA
DYA-E1-AY957499.1 YK8-DYA-E2 YK16-DYA-E3_4 YK10-DYAMRNA YK4-DYA-AA
YK12-DYA-E1 YK15-DYA-E2 g [TKHDYAES 4 59 w| [YKI-DYAMRNA g | |YKIFDYAAA
YK13-DYA-E1 YKO-DYA-E2 YK10-DYA-E3_4 YKA-DYA-MRNA P YK10-DYA-AA
YK16-DYA-E1 YK10-DYA-E2 YKB-DYA-E3_4 YKE-DYA-MRNA YK6-DYA-AA
YK1-DYA-E1 YKB-DYA-E2 97lyK11-DYA-E3_4 84 | yK12.DYAmRNA YK12-DYA-AA
YK15-DYA-E1 YK11-DYA-E2 YKO-DYA-E3 4 L vks.DYAmMRNA YKS-DYA-AA
YK4-DYA-E1 53 YK4-DYA-E2 Ej; YK1-DYA-E3 4 YK5-DYA-mRNA ?[YKQ, DYA-AA
64lvK14-DYA-E1 YK12-DYA-E2 5%yks.DYAE3 4 YK1-DYA-AA

———————————— YK1-DYA-mRNA

0. HDDE

— —
0.0005 o002 0bobs 0,001

Sekil 4.72. BOLA-DY A konsensiis dizilerinin filogenetik agaclari. Yerli kara BoLA-DYA-E1,
-E2 ve E3,4 allelerinin sirasiyla 179, 316 ve 1159 bg¢’lik niikleotid dizilerinden olusturulmus
komsu birlestirme (Neighbor-joining) agaglar1 (A, B ve C), 762 bazlik mRNA dizilerinden
olusturulmus Neighbor-joining agaci (D) ve 253amino asit uzunlugundaki dizilerden
olusturulmus Neighbor-joining agaci (E).

BoLA-DYA tanimlanmasindan buyana sadece 4 DYA-E2 alleli belirlenmistir
(Anderson ve Rask, 1988; https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/?term=BoLA-DYA). Bu
allerdeki farkliliklar bir veya iki niikleotid farklilikta ileri gelmektedir. Bu agidan
diistintildiiglinde yerli kara sigir irkinin mRNA dizisinde belirlenen guanin farkliliginin, yerli
karalara 6zgiin oldugunu belirlemek i¢in, NCBI’da bulunan, BOLA-DYA-mRNA (Ac. No.
NM_001012678.1) ve OLA-DYA-mRNA (Ac. No. NM_001123398.2) insanlarda karsilig
olmasada en ¢ok benzeyen gen olan DQA geninin [HLA-DQA1-mRNA (Ac. No.
NM_002122.3) ve SLA-DQA-mRNA (Ac. No. NM_001130224.1)] mRNA dizilimleri
kullanilarak karsilastirilmis ve bu niikleotid farkliliginin yerli karaya 6zgiin oldugu ortaya
cikarilmigtir (Sekil 4.73 A). Daha da 6nemlisi bu niikleotid farkliligin YK-DYA geninden
eksprese olan proteinin amino asit dizilimine yaptirdig1 degisikliktir (alanin—glisine) (Sekil
4.73 B). NJ agacinin sonuglarina gére DYA-E2 alleleri iki fakli ana kola (clade) ayrilmistir.
Ik dallanma yerli kara alleleri kendi arasinda iki alt dala ayrilirken, diger dallanama ise
Bibo-DYA-E2*0101 (Bison bonasus), Boja-DYA-E2*0101 (Bos javanicus) ve Boga- DYA-
E2*0101 (Bos gaurus) allerinden olusmustur (Sekil 4.73 C). Amino asit dizileri kullanilarak
insa edilen filogenetik agacta ise yerli kara DY A amino asit dizlerinin tamamu farkli bir dalda

toplanmistir. Bu da belirlenen dizilerin yeni alleler olabilecegini ve yerli karalara 6zgilin
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olabilirligini ortaya ¢ikarmaktadir (Sekil 4.73 D). DYA gen bdlgesinin heniiz fonksiyonu tam
olarak bilinmemekle birlikte, ruminantlara 6zgiin bir gen bolgesi olmasi, sigir irklarinin
ayriminda kullanilma potansiyeli yaninda hastaliklara direngli bireylerin ayriminda diger
immiin genlerle birlikte kullanilabilir bir marker olma o6zelligine sahiptir. Daha Onceki
yaninlarda BoLA-DYA gen bolgesinin niikleotid dizisinin yaninda fonksiyonel 6zelliklerini
belirlemek icin yapilan c¢aligmalar olmasina ragmen hala tam olarak anlagilmamis olmasi
onemli bir problemdir. Farkli sigir irklarinda bulunan DY A genleri daha fazla tanimlanmali
ve molekiiler analizler ile MHC genlerine etkisi agiklanmalidir. Bu acgidan bakildiginda

BoLA-DYA geni iizerinde diisiiniilmesi gereken aday bir gendir.

DYA ve DYB genlerinin insan ve farelerde higbir belirgin ortologu bulunmadigi
gosterilmistir. Bunun aksine koyun, ke¢i ve sigirda belirlenen bu genler sadece ruminantlar ile

smirlandirilmis olabilir (Mann ve ark., 1993; Stone ve ark., 1993; Wright ve ark., 1994).

Dendritik hiicreler (DH) yabanci antijenlere kars1 T hiicresel yanitin1 baglatan ve geri
cagiran, bagisiklik sisteminindeki en etkili immiin hiicre populasyonunu olusturanlardan
birisidir. DYA genlerinin bu hiicrelerde ekspresyon gerceklestirdigi kesfedilmistir. Bu da
immiin sistem i¢in Onemli olduklarinin en agik gostergesidir (Ballingall ve ark.,2004).
Simdiye kadar DY genleri iizerinde yapilan ¢alismalarda, sigir, insan ve farelerde sinif II
MHC a ve B polipeptid zincirinde benzersiz 16 amino asit dizisi oldugu ortaya ¢ikartilmistir
(Ballingall ve McKeever, 2005). Yerli kara sigirindaki belirlenen amino asit dizisinin 17
oldugu acik¢a ortadadir. Sigir ve koyunlardaki DYA ve DYB genlerinin aralarinda
karsilastirilmast sonucunda %96 oraninda benzerlik gosterdikleri bulunmustur (Wright ve
ark., 1994). Bununla birlikte sigir DYA geni, insanlardaki en yakin iliski MHC geni olan
DQAT1’e sadece %8 oraninda benzemektedir (Childers ve ark., 2006). Ayrica DY genleri, DQ
genlerine kiyasla daha diisiik niikleotid degistirme oranlarina ve daha kiigiik genetik mesafeye

sahiptir (Ballingall ve ark.,2005).
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170 180 190 200 210 220 230 240
T T e T T T L e
SLA—DQA—mRNA—NM7001130224.l 98 CGCCTGTGGA GGTGAAGACA TTGCEGCCEA CCATGTTGCC TCCTATGGCT TAAATGTCTA CCAGTCTTAC GGTCCCAGCG 177
HLA—DQAl—mRNA—NM7002122.3 110 CC il el e T T c..Coiian. L.T.GL. TG ....CT.G.. ..... Tevee oenenn TCT. 189
OLA—DYA—mRNA—NM700112339842 158 O O .C.T.J. .G} ..C..G.G. A.T..C...A C. PR .G 237
BOLA-DYA-mRNA-NM 001012678.1 161 Ci A e .C.TJ..T} ..C..G.G. A.T..C...A C. .G.. 240
Bubu-DYA-mRNA-DQ188097.1 51 CLl AL e .C.TJ..T} ..C..G.G. A C...A C. .G.. 130
YK1-DYA-mRNA 51 L .C.T..GT} ..C..G.G. A C...A C. .G.. 130
YK2-DYA-mRNA 51 O .C.T..GT} ...C..G.G. A.T..C...A C. .G.. 130
YK3-DYA-mRNA 51 O .C.TJ.GT} ..C..G.G. A.T..C...A C. LG.. 130
YK4-DYA-mRNA 51 O .C.TJ.GT} ..C..C.G. A.T..C...A C. LG.. 130
YK5-DYA-mRNA 51 O .C.TJ.GT} ..C..G.G. A.T..C...A C. .G.. 130
YK6-DYA-mRNA 51 LCi A e .C.T.J.GT} ..C..C.G. T..C...A C. .G.. 130
YK7-DYA-mRNA A s1 J T .c.t).cT) ..C..G.G. A .C...A C. .G.. 130
YK8-DYA-mRNA 51 L .C.T..GT} ..C. G. A.T..C...A C. .G.. 130
YK9-DYA-mRNA 51 O .C.T..GT} ..C G. A.T..C...A C. .G.. 130
YK10-DYA-mRNA 51 O .C.TJ.GT} ..C. G. A.T..C...A C. LG.. 130
YK11-DYA-mRNA 51 O .C.TJ.GT} ..C..C.G. A.T..C...A C. .G.. 130
YK12-DYA-mRNA 51 O .C.TJ.GT} ..C..C.G. A.T..C...A C. .G.. 130
YK13-DYA-mRNA 51 Cii A e .C.T.J.GT} ..C..G.G. C...A C. .G.. 130
YK14-DYA-mRNA 51 O .C.T.J.GT} ..C..G.G. C...A C. .G.. 130
YK15-DYA-mRNA 51 O .C.T..GT} .C. G. C...A C. .G.. 130
YK16-DYA-mRNA 51 L AL e e e .C.T..GT} ...C .G. .C...A C .G.. 130
Clustal Consensus 1 1
60 70 80
P . . [ T T .
SLA*DQA*AA*NM7001130224.l LALT. S SY EFDGDEEFYV DLEKKETVW > 80
HLA-DQAl-AA-NM_002122.3 1  .ILNKA.LL. ..... Fo....0... ......0... .R . . 80
OLA*DYA*AA*NM7001123398.2 T. .L. -R NI .M. 78
BOLA-DYA-AA-NM_001012678.1 T. ..L... -R I.K. 78
Bubu-DYA-AA-DQ188097.1 T. .L. -R NI.K. 78
YK1-DYA-AA T. T. .L. .R I.X. 78
YK2-DYA-AA T. T. ..L... -R NT.K. 78
YK3-DYA-AA : T. .L. -R I.K. 78
YK4-DYA-AA T T. T. .L. .R I.K. 78
YK5-DYA-AA B T T. T. .L. -R I.K. 78
YK6-DYA-AA T. T. ..L... -R NI .K. 78
YK7-DYA-AA T T. T. .L. -R NI.K. 78
YK8-DYA-AA T T. T. .L. .R I.X. 78
YK9-DYA-AA T. T. .L. -R IT.X. 78
YK10-DYA-AA T. T. «.L... .R II.X. 78
YK11-DYA-AA T T. T. .L. .R NI.K. 78
YK12-DYA-AA T T. T. .L. R I.K. 78
YK13-DYA-AA T T. T. ..L... R NT.X. 78
YK14-DYA-AA T T. .L. -R NI.K. 78
YK15-DYA-AA T T. T. .L. .R I.X. 78
YK16-DYA-AA T. T. .L. R I.K. 78
Clustal Consensus 1
YK2-DYA-E2 YK2-DYA-AA
YK14-DYA-E2 D YK7-DYA-AA
C YK7-DYA-E2 YK3-DYAAA
52) DYA.
VK5-DYA.E2 YK14-DYA-AA
YK8-DYA-AA
YK3-DYA-E2
44 YK15-DYA-AA
Bota-DYA-E2-AY957499.1 Clade I
YK11-DYA-AA
51| YK16-DYA-E2
YK16-DYA-AA
YK1-DYA-E2 Bu
— YK1-DYA-AA ¢alisma
YK13-DYA-E2
6| YK5-DYA-AA
YK8-DYA-E2
64 1 lyke-Dva-aa
YK15-DYA-E2
YK10-DYA-AA
YK9-DYA-E2
YK4-DYA-AA
YK10-DYA-E2 56
YK6-DYA-AA
YK8-DYA-E2
Clade II gg|| YKIZDYA-AA
YK11-DYA-E2
YK13-DYA-AA
YK4-DYA-E2 %
L BOLA-DYA-AA-NM_001012678 1
YK12-DYA-E2 100
Bubu-DYA-AA-DQ 188097 1
Boga-DYA*0101-AY155204.1
g L OLA-DYA-AANM 0011233982

75

641 Boja-DYA*0101-AY155205.1

Bibo-DYA*0101-AY155206.1 Clade II

4‘:&A7DQA7AA7NM_OO1 o
HLA-DQA1-AA-NM_002122.3

Sekil 4.73. Insan, domuz, koyun, sigir ve bizonlardaki MHC-DY genleri tarafindan kodlanan

alfa bolgelerinin tahmini mRNA dizileri (A) ve amino asit dizilerinin hizalanmas1 (B). Kutu
icerisindeki bolge yerli karalara 6zgiin dizileri gostermektedir (A-B). Yerli kara ve diger
tirlerdeki DYA-E2 allelerinin (C) ve DYA gen bolgesinden eksprese olan amino

dizilerinin (D) filogenetik agaglari. Bibo: Bison bonasus, Boja:
gaurus, SLA: Sus scrofa MHC, HLA: Homo sapiens MHC, OLA:
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Sonug olarak, insan, sigir, domuz ve koyunlardaki sinif I MHC molekiillerin BoLA-
DYA polipeptid zincirlerin arasindaki iliskiyi belirlemek icin NJ agaci olusturulmustur.
Agacim topolojisi incelendiginde daha onceki ¢alismalarda belirlenen sonuglarla paralellik
gostermektedir (Stone ve Muggli-Cockett, 1990; Poel ve ark., 1990; Wright et al. 1994). DY
genleri, ruminantlarin kemirgen ve primatlardan ayrilmadan Once ortaya ¢iktigini, kemirgen
ve primatlarda bulunmayisinin da muhtemelen ruminatlarin evrim siirecinde ortaya ¢iktiktan
sonra silinmis olabilecegi bu yiizden ruminantlar i¢in essiz bir fonksiyona sahip olmasi
muhtemel goriilmektedir (Ballingall ve ark.,2004). YK-DYA amino asit dizilerinin sigir,
insan, domuz, koyun ve bizonda kiyaslanmasi, yerli kara sigir irki i¢in benzersiz olan tek
amino asit pozisyonunu (glisin) tanimlamamizi saglamistir. Bu bolge tiim yerli kara DYA
konsensiis dizilerinin tamaminda %100 korunmustur. Tiirler arasinda korunan amino asitler
genellikle genin yapist veya fonksiyonunu korumak i¢in gerekli noktalar1 isaret eder. Ayrica
fonksiyonel genler sessiz genlerden daha yiiksek niikleotid koruma seviyesi
gostermektedirler. Bu agidan bakildiginda yerli karadaki DY A genin ekspresyonu seviyesi ve

protein yapisi1 daha sonraki ¢alismalarda ayrintili olarak ¢alisilacaktir.

4.7.2. BoLA-DYB gen bolgesi ve yerli kara sigirinda DYB bélgesinin niikleotid
dizilenmesi

BoLA smif II histokompatibilite molekiilii veya heterodimer beta zinciri Oncii
molekiilii veya kisaca BoLA-DYB geni, bu gen bdlgesi tipki BoLA-DYA gibi insanlarda
gozlenmeyen ruminantlara 6zgiin bir gen bolgesidir. Sinif Ila genlerinin aksine, DY genleri
sadece gevis getiren hayvanlarda bulunur, diisiik seviyede polimorfizm sergilerler ve
dendritik hiicredeki sinirli dagilimlari ile transkripte edilirler. Baslangigta BoLA-DIB seklinde
adlandirilan bu gen bolgesi, kabul goren nomenklatiire gore ve sinif I MHC molekiillerinin
bir ¢ift halinde bulundugu (alfa ve beta) belirlenmesiyle, BoOLA-DYB seklinde yeniden
adlandirilmigtir (Stone ve Muggli-Cockett, 1990; Ballingall ve ark., 2004). Sigirlardaki DYB
gen bolgesi, 23. Kromozomun (AC 000180.1) 23q12-q13 bdlgesinde, yaklagik uzunlugu
8436 b¢ (7036910..7045346) olan, selektif ekspresyona sahip, monomorfik linear bir gen
bolgesidir. BoOLA-DYB bdlgesi 5 ekzondan olusan yaklasik 780 baz uzunlukta olgunlagmis
bir mRNA’dan 259 amino asitlik, molekiiler agirligi 29439,68 Da ve pl degeri 7,14 olan bir
proteindir. Ilk 30 amino asit signal peptit bolgesini geriye kalan 229 aa olgunlasmis
polipeptidi olustururken, 43—114 aa beta domainini ve 127—220 immiinoglobulin domainini
olusturmaktadir (Stone ve Muggli-Cockett, 1990; Ballingall ve ark, 2004,

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Structure/cdd; http://web.expasy.org; www.uniprot.org). Bahsi
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gecen gen bolgesinin yerli kara sigir irkindaki molekiiler 6zelliklerinin belirlenmesi i¢in tim

orneklerde PZR kullanilarak tarama gergeklestirilmistir.

4.7.2.1. DYB geninin PZR amplifikasyonu sonucu

Yerli kara sigir orneklerindeki BoLA-DYB gen bdlgesini olusturan ekzon IIl igin
3.4.1°de bahsedilen sekilde dizayn edilen primerler kullanilarak (Cizelge 3.1) PZR islemi
gerceklestirilmistir. PZR reaksiyonu, 3.4.2°de detaylandirilan PZR sartlar1 kullanilarak
yapilmis ve ¢ogaltilan bolge % 1,5°lik agaroz jelde goriintiilenmistir (Sekil 4.74). Hedef bolge
yaklagik 307 b¢ (ekzon uzunlugu; 282 b¢) uzunlugunda lineer bir bolgedir.

M 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17
(= Lo Lo fuiu i [ Lot i [ v | v [ s L =L ML Bwll Wl

DYB-E3
300b 307 be
M 18 19 20 21 22 23 24 25 2627 28 29 30.31 32 33 34
S00bs DYB-E3
300b 307 bg

Sekil 4.74. YK1- 34. orneklerinde DYB-E3 bdlgesinin PZR ile ¢ogaltilmasi sonucu elde
edilen jel goriintiisi. M: 100 b¢ DNA standardi.

4.7.2.2. DYB-ES3 niikleotid dizilenmesi ve amino asit dizi analizi

YK-DYB-E3 bdlgesinin her iki zincirinde ileri ve geri primerleri kullanilarak
niikleotid dizisi belirlenmistir (307 bg). Tiim orneklerden elde edilen dizi bilgileri farkl
formatlarda kaydedilmistir. 3.6’da ayrintili bir sekilde bahsedildigi gibi hedef bolge icin farkl
olarak diislinlilen Orneklerin kromatogramlarina bakilarak YK1-16-DYB-E3 seklinde
konsensiis dizileri belirlenmistir (Sekil 4.75). Gen bolgesinin tam dizisi kullanilarak amino
asit dizileri elde edilmistir. Kiimeleme islemi ve niikleotid dizilerinin kromatogram pik
yiikseklikleri incelenerek elde edilen konsensiislerin niikleotid dizileri ek ¢izelge C.10°da

ayritili olarak verilmistir.
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160 170 180 190 200
G G G G ACTG G ACCTACCAG AT TOCACGTG AT G C T AG AG AC A T A

Sekil 4.75. YK-DYB-E3 bolgesinin ileri primer ile elde edilen niikleotid dizisine ait
kromatogram goriintiisiiniin bir kismi1 6rnek olarak gosterilmistir.

Konsensiis dizileri ve referans gen bdlgesi oncelikle ClustalX programi yardimi ile
Fasta, Phylip, Nexus ve Clustal fromatlarinda kaydedilmistir. Daha sonrasinda Bioedit ve

Clustal Omega programi kullanilarak hizalanmis ve farkliliklar1 belirlenmistir (Sekil 4.76).

DYB-E3-AY957499.1 161 TGGGTTCACA CCTCTTACTC AGAATGGGGA CTGGACCTAC CAGATTCACG TGATGCTAGA GACAGTTCCA CAGCTTGGAG

YK1-DYB-E3 161l ..
YK2-DYB-E3 161 ..
YK3-DYB-E3 161 ..
YK4-DYB-E3 161
YK5-DYB-E3 161
YK6-DYB-E3 161
YK7-DYB-E3 161
YK8-DYB-E3 161
YK9-DYB-E3 161
YK10-DYB-E3 161
YK11-DYB-E3 161l
YK12-DYB-E3 161
YK13-DYB-E3 161
YK14-DYB-E3 161
YK15-DYB-E3 16l

YK16-DYB-E3 161
Clustal Consensus 1

DYB-E3-AY957499.1 241 ACGTCTACGT TTGCCACGTG GACCACCCCA GCCTCCAGAG CCCCATCACA GTAGAATGGC GTAAGGGC- 308

YK1-DYB-E3 oMy ..., deSew, .  AENF ... . . &SF..... ... Yoo cnen,,, S, 308
YK2-DYB-E3 241 .. .. e e e .. .GC 309
YK3-DYB-E3 241 .. 308
YK4-DYB-E3 241 .. 308
YK5-DYB-E3 241 .. .. 308
YK6-DYB-E3 241 .. e e e e e .. .. 308
YK7-DYB-E3 241 e e e e e e e e e e e 308
YK8-DYB-E3 Y D 308
YK9-DYB-E3 Y Y e e e 308
YK10-DYB-E3 e 308
YK11-DYB-E3 241 e e e e e e Y e i e e 308
YK12-DYB-E3 P 308
YK13-DYB-E3 P 308
YK14-DYB-E3 e 308
YK15-DYB-E3 241 e e i e e e e e e Yo e i e 308
YK16-DYB-E3 Y D 308
Clustal Consensus 1 1

Sekil 4.76. Referans DYB-E3 (AY957499.1) ve YK-DYB-E3 bdlgesinin konsensiis
dizilerinin hizalanmasinin bir kismu.

Hizalama islemi sonunda intron bolgelerinin de igerisinde bulundugu konsensiis
dizilerinde en fazla farkliik YK-9-DYB-E3 nolu konsensiis dizisinde (5 niikleotid), en az
farklilik ise YK-12 ve YK15-DMB-E2 nolu konsensiis dizilerinde (1 niikleotid)
gozlemlenmistir. Bu Sonuglar asagidaki 4.29 nolu ¢izelgede Ozetlenmistir. Cizelge
incelendiginde YK-DYB-E3 bolgesinde genetik polimorfizmi ve alelik varyasyona sahip 7

polimorfik niilkeotid farkliligin bulundugu goériilmiistiir.
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Cizelge 4.29. YK-DYB-E3 konsensiis dizilerindeki niikleotid farkliliklar.

Pozisyon 61 64 71 201 205 226 285 309 Toplam Farkhilik
Konsensiis T A - (© A G @ C

DYB-E3-AY957499.1 . . . . . . 0
YK1-DYB-E3 Y . . . . R Y . 3
YK2-DYB-E3 Y . . . . R Y G 4
YK3-DYB-E3 0
YK4-DYB-E3 0
YK5-DYB-E3 0
YK6-DYB-E3 0
YK7-DYB-E3 0
YK8-DYB-E3 . . . . . R Y 2
YK9-DYB-E3 Y . . T T R Y 5
YK10-DYB-E3 . . 0
YK11-DYB-E3 Y . . . . R Y 3
YK12-DYB-E3 1
YK13-DYB-E3 . . 0
YK14-DYB-E3 . - A 2
YK15-DYB-E3 . . . . . . Y 1
YK16-DYB-E3 . . . 2 . R Y . 2
Ozet 4Y 1- 1A 1T 1T 1A6R Y 1G 23

*R: Gveya A, Y: TveyaC.

DYB-ES i¢in belirlenen konsensiis dizilerinde intron bolgelerinin uzaklastiriimasi
yaptlmamistir. Ciinkii bu bolge icin tasarlanan primer ¢ifti hedef bdldeki ekzon igin
spesifiktir. Daha sonrasinda hedef bolgeden sentezlenen protein dizisindeki farkliliklart

belirlemek i¢in clone manager programinda karsilastirilarak amino asit dizileri belirlenmistir

(Sekil 4.77).

Reference BOLA-DYB »

mRNA-DYB

YK1-DYB-E3 [ ] ]

YK2-DYB-E3 | ] ] ] - -
YK3-DYB-E3

YK4-DYB-E4

Sekil 4.77. Niikleotid konsensiis dizilerinden mRNA bdlgesinin elde edilmesi ve aa dizilerinin
belirlenmesi (Referans: mMRNA-DYB, Ac. No. NM_001012679.1, YK1-16 konsensiis dizileri,
mavi bolgeler ortak noktalar1 géstermektedir).

DYB-E3 niiklotid konsensiis dizileri kullanilarak elde edilen DYB-mRNA (780 bg
uzunlugunda) dizilerinden yola ¢ikilarak 6 farkli haplotip belirlenmistir (in silico). Belirlenen
haplotiplere bakilarak bu gen bdlgesi yoniinden YK, 2, 8, 11 ve 16 nolu konsensiis dizilerin
olusturuldugu popiilasyonlardaki bireylerde heterozigotlugun yaygin olarak gorildigi

belirlenmistir (Cizelge 4.30).
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Cizelge 4.30. DYB bolgesinden transkripte olan mRNA niikleotid dizisi.

Niikleotid Pozisyonlari 416 419 421 422 424 555 559 580 639 Toplam Farklihik
Konsensiis T A C A C C A G C

DYB-mRNA-NM_001012679.1 . . 0
YK1-DYB-mRNA Y R Y 3
YK2-DYB-mRNA Y R Y 3
YK3-DYB-mRNA 0
YK4-DYB-mRNA 0
YK5-DYB-mRNA 0
YK6-DYB-mRNA 0
YK7-DYB-mRNA . 0
YK8-DYB-mRNA . . R Y 2
YK9-DYB-mRNA Y T T R Y 5
YK10-DYB-mRNA . . 0
YK11-DYB-mRNA Y R Y 3
YK12-DYB-mRNA 1
YK13-DYB-mRNA . . 0
YK14-DYB-mRNA Cc A Cc A . 4
YK15-DYB-mRNA Y 1
YK16-DYB-mRNA . . . . . . R Y 2
Ozet 4y 1C 1A 1C 1A 1T 1T 1A6R 7Y 24

*R: Gveya A, Y: TveyaC.

Elde edilen amino asit dizileri (259 aa uzunlukta) NCBI’da Blast yapilarak hedef
bolge oldugu dogrulanmustir (Sekil 4.78). Ilk 30 asit signal peptit bolgesini, 43— 114 aa beta
domainin ve 127—220 immiinoglobulin domaini olusturmaktadir. Ayrica, 132,150, 151,153
ve 179..186 pozisyonundaki amino asitler heterodimer arayiizeyi polipeptid baglanma
noktalarini olustururken, 153,181, 182, 183 ve 185 pozisyonundaki amino asitler ise MHC
baglanma domaini arayiizeyi polipeptid baglanma noktalarini olusturmaktadir (Stone ve

Muggli-Cockett,

1990; Ballingall

ve

ark.,

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Structure/cdd).

Query seq.
Specific hits
MHon-specific

hits
Superfanilies

1

100

heterodimer interface

HHC
MHC_II beta
MHC_II beta

binding domain

inter:

2004;

150

Fac

Zimin

200

e ————

IgC_MHC_II beta

Cl-set
IGc1

MHC_II_beta superfamily
PHAOD2865 superfamily

PHAOZEES

Ig

superfamily

ve

ark.,

Sekil 4.78. YK1-DYB-PR’nin sahip oldugu, beta ve immunoglobiilin domainleri.

Belirlenen YK-DYB haplotiplerinin olusturdugu proteinlerin NCBI Blast sonuglarina
gore; Bos taurus’dan eksprese olan MHC smif II DYB beta zincirine (Ac. No:
NP_001012697.1) benzerlik oranlar1 %98-99 arasinda bulunmustur. Bos taurus’dan eksprese
olan MHC simif Il DYB beta zincirinin (Ac. No: NP_001012697.1), molekiiler agirhigi
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29439,68 Da ve pl degeri 7,14°diir. YK1-16 DYB proteini i¢in molekiiler agirlik 29367,61-
29498,28 Da arasinda hesaplanirken pl degerleri 7,08-7,14 olarak belirlenmistir. Yerli kara
sigir wrkinin DYB geni yoOniinde amino asit pozisyonlar1 dikkate alindiginda, 139.
pozisyondaki 16sin (L) — X’e (herhangi bir amino asit), 194. Pozisyondaki valin (V) — X’e
(herhangi bir amino asit) ve 213. pozisyondaki prolinin (P) — X’e (herhangi bir amino asit)
doniistiigli belirlenmistir. Buradaki heterozigot niikleotid farkliligin sonucunda meydana
gelen bu amino asit degisiklikler incelendiginde, YK1, YK2, YK9 ve YK10 DYB-mRNA
dizilerindeki 416. pozisyonundaki Y niikleotidi (T veya C) timin oldugunda I6sin seklinde
ifade edilirken sitozin oldugunda ise prolin seklinde ifade edilmistir [CTG (L)—CCG (P)].
Benzer durum YK1, YK2, YK8, YK9, YK11 ve YK16 DYB-mRNA dizilerindeki 580.
pozisyonundaki R niikleotidi (G veya A) guanin oldugunda valin seklinde ifade edilirken
adenin oldugunda ise izolosin seklinde ifade edilmistir [GTT (V)—ATT (I)]. Yani 139 ve 194
amino asit dizilerindeki X bolgeleri prolin ve izolosin seklinde ekspresyonu gerceklesebilir
seklinde yorumlanmistir. Ancak ayni durumdaki YK1, YK2, YK8, YK9, YK11, YK15 ve
YK16 DYB-mRNA dizilerindeki 639. pozisyonundaki Y niikleotidindeki (T veya C) bir
degisiklik higbir amino asit degisiklige neden olmamustir (Sekil 4.79).

DYB—AA—NP7001012697.1 161 WFRNQQEQT VGFTPLTQ DWTYQIHVM LETVPQLGDV YVCHVDHPSL QSPITVEWRA QSESAQSKMQ SGI FVLGL 240
YK1-DYB-AA 161 ......... e e e e D Xooooon e e Lo 240
YK2-DYB-AA 161 ..., e e e Xoooon e Xoooo.n e e ce... 240
YK3-DYB-AA 161 ......... e e e e e e e e ... 240
YK4-DYB-AA 161 ......... e e e e e X 0]
YK5-DYB-AA 161 ......... e e e e e e e e . 240
YK6-DYB-AA 161 ..., e e e e e e oo 240
YK7-DYB-AA 161 ..., e e e e e e e . 240
YK8-DYB-AA 161 ... ...... e e e Xooooo. e Xoooon e e oL 240
YK9-DYB-AA 161 ..., e P XKoo oo Xoooo.o. e e co... 240
YK10-DYB-AA 161 ......... e e e e e e e Lo 240
YK11-DYB-AA 161 ... e e e e e D Xoooo.. e e oo 240
YK12-DYB-AA 161 ......... e e e e L i ey e e e Lo 240
YK13-DYB-AA 161 ......... e e e e e e e e 240
YK14-DYB-AA 161 ......... e e e e e e e e ... 240
YK15-DYB-AA 161 ......... e e e e Xoooo.. X 0]
YK16-DYB-AA 161 ......... e e e e D Xooooo. e e ... 240
Clustal Consensus 1 mmmmm o s e o oo S oooooo Coooooooo oo 1

Sekil 4.79. BoLA-DYB alleli tarafindan kodlanan alfa bodlgelerinin tahmini amino asit
dizilerinin hizalanmasi (|: Amino asit degisikliginin oldugu bolgeleri gdstermektedir).
4.7.2.3. DYB-E3 bélgesinin filogenetik analizi

Calismanin bu kisminda yerli kara si1gir irkindaki BoLA-DYB-E3 bolgesinin niikleotid
dizileri belirlenmistir. Bu diziler kullanilarak NCBI’da daha 6nceden belirlenen BoLA-DYB
gen bolgeleri ile beraber filogenetik analiz yapilmistir. Yerli kara sigirinin DYB-E3
bolgesinin dizi bilgileri analiz edilerek, DNA polimorfizm 6zellikleri belirlenmistir (Cizelge
4.31). Yerli karada toplam 23 farkli bolge belirlenirken, bu bolgelerin 10 tanesini polimorfik
oldugu ve haplotip sayisinin 25 oldugu tespit edilmistir. Yerli kara sigirlarindaki haplotip
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farkliligt DYB-E3 bolgesinde 0,925 + 0,025 olarak hesaplanirken, niikleotid farklilig1 0,00777
+ 0,00070 olarak hesaplanmistir. Yerli karalardaki haplotipler arasindaki genetik uzakliklar
0,0032-0,0298 (ortalamasi: 0,0078) arasinda bulunmustur.

Cizelge 4.31. DYB-E3 bolgesinin dizisine gére DNA polimorfizm 6zellikleri

Ozellikler Genel
Toplam Bolge Sayisi 23
G+C 52,59
Polimorfik Bolge Sayis1 (s) 10
Haplotip Sayis1 (h) 25
Haplotip Farkliligi (Hd) 0,925 + 0,025
Niikleotid Farklilig1 (Pi) 0,00777 +0,00070

Yerli kara sigir ki igin olusturulan filogenetik agaglar Neighbor-Joining (NJ)
yontemi, Jukes—Cantor modeli ve Bootstrap metoduna (1000) dayanmaktadir. Konsensiis
dizileri filogenetik iliskileri bakimindan referans diziye gore (niikleotid i¢in AY957499.1,
mRNA icin NM_001012679.1 ve aa i¢cin NM _001012679.1) niikleotid dizisi ayrimindaki
bootstrap test degeri %50, mRNA dizisi %20 ve amino asit dizisi %10 seklinde belirlenmistir
(Sekil 4.80 A, B ve C).

YKS-DYB-AA

YK14-DYBE3 YK14-DYB-mRNA -
A YK15.DYBE3 B YK15-DYB-mRNA C YK12-DYB-AA
YK10.DYB-E3 YK10-DYB-mRNA YK11.DYB-AA
YK7-DYB E3 YK7-DYB-mRNA 43| |yka-ove-Aa
o VEDYBES oo | VHE-DYB.mRIA YK1-DYB-AA
YK5-DYB-E3 YK5-DYB-mRNA 84l vk16-0vB-An
YK4-DYB-E3 YK4-DYB-mRNA YK8.DYB-AA
YK2.DYBE3 YK3-DYB-mRNA YK15-DYB-AA
DYB-E3-AY957499.1 DYB-mRNA-NI_001012679.1 DYB-AA-NP_001012687 1
YK13.DYB-E3 YK13-DYB-mRNA YK3-DYB-AA
YK2.DYB-E3 YK1-DYB-mRNA YK4-DYB-AA
YK1-DYB-E3 YK2-DYB-mRNA VK5-DYB-AA
YK8-DYB-E3 YK8-DYB-mRNA VKE-DYB-AA
YK11.DYB-E3 1 vkiovemrna YKT-DYB-AA
YK16-DYBE3 YK16-DYB-mRNA YK10.DYB-AA
YK12-DYBE3 YK12-DYB-mRNA YK13.DYB-AA
YK9-DYB-E3 YK-DYB-mRNA YK14-DYB-AA
G-0005 000 Tooor

Sekil 4.80. BoLA-DYB konsensiis dizilerinin filogenetik agaglari. Yerli kara BoLA-DYB
allelerinin sirasiyla 307 bg’lik niikleotid dizileri, 780 b¢’lik mRNA dizleri ve 259 amino asit
uzunlugundaki dizilerin olusturdugu Neighbor-joining agaclari (A, B ve C).
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BoLA-DYB-E3 dizileri yerli kara sigirinda ilk tanimlama oldugundan, NCBI’daki
Bovidae ailesi iiyelerinde belirlenmis DYB niikleotid dizleri arasindaki genetik iliski
filogenetik agag ile arastirilmistir. NJ agacinin yerli kara sigirlarindaki DYB-E3 ekzonu ile
Bos taurus (Ac. No: NM_001012679.1), Bos indicus (Ac. No: AJ251358.1), Bos mutus (Ac.
No: XM_005891375.1), Bison bison (Ac. No: XM_010848568.1), Ovis aries (Ac. No:
Z27401.1) ve Capra hircus (Ac. No: XM_018039318.1) arasindaki iligkiyi teyit etmek i¢in
inga edilmistir (Sekil 4.81). Aga¢ topolojisi incelendiginde, sigir ve koyun DYB genleri
arasindaki karsilastirma % 96’lik bir orana sahip oldugu daha oOnceki ¢alismalarda
belirlenmistir (Wright ve ve ark., 1994). Sigir DYB genleri daha diisiik niikleotid degistirme
oranlar1 ve daha kiigiik genetik mesafeler gostermistir. Fonksiyonel sinif II MHC molekiilleri
a/p zincirli heterodimer yapidadir ve zincirler arasindaki etkilesim benzer tiirler arasinda
olduk¢a korunmustur (Cosson ve Bonifacino, 1992). Bu a¢idan disiiniildiigiinde yerli kara
sigirlarinda DYB geninin korunmus olmast sasirtict degildir ve bu gen bolgesinin gliglii bir

pozitif se¢ime maruz kaldig1 agik¢a goriilmektedir.

YK14-DYB-E3
YK15-DYB-E3
YK10-DYB-E3
YK7-DYB-E3
YK6-DYB-E3
YK5-DYB-E3

YK4-DYB-E3

63

YK3-DYB-E3

YK13-DYB-E3

NM 001012679.1-Bos-taurus-BOLA-DYB

YK8-DYB-E3

YK16-DYB-E3

YK1-DYB-E3

YK11-DYB-E3

XM 010848568.1-Bison-bison-A-beta-chain

YK12-DYB-E3

98 YK2-DYB-E3

YK9-DYB-E3
l— XM 005891375.1-Bos-mutus-A-beta-chain
AJ251358.1-Bos-indicus-BoLA-DIB
I— Z27401.1-Ovis-aries-DYB-exon-3
[

XM 018039318.1-Capra-hircus-A-beta-chain

0.005

Sekil 4.81. Yerli kara ve diger Bovidae ailesi tiirlerindekideki DYB-E3 bolgelerinin
filogenetik agaci.
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4.8. BoLA-LMP2 ve —-LMP7 Gen Boélgelerinin Karakterizasyonu

4.8.1. BOLA-LMP2 ve —LMP7 gen bdélgeleri ve yerli kara sigirinda LMP2 ve LMP7
genlerinin taranmasi

BoLA- LMP2 veya PSMP9 (biiyiik ¢ok fonksiyonlu proteaz: Large Multifunctional
Protease veya proteazom beta altbirimi: Proteasome Subunit Beta) ve LMP7 veya PSM8
genleri simif II bolgesinde bulunan, sitozolik proteinlerin bozunmasina katilan proteazom
kompleksinin iki alt birimini kodlayan ve antijenik peptitlerin tiretilmesinde gorevli iki gendir
(Camarena ve ark., 2010). Bu gen bolgeleri memelilerde sinif II bolgesinde bulunurken,
memeli olmayanlardaki bu gen bolgelerinin  homologlart  smif [  bolgesinde

konumlandirilmistir (Ohta ve ark., 2002).

LMP2 ve LMP7 genleri ve Simif I molekiillerinin ekspresyonu sitokinin interferon
gama tarafindan artirilir. Proteazomdan elde edilen peptitler dimerik bir protein (MHC Sinif 11
bolgesinden kodlanan tastyici protein: TAP) yardimiyla endoplazmik retikulum (ER) zarina
tasinmaktadir. ER’de, Simif I molekiilleri peptid ve B2-mikroglobulin ile bir kompleks
olusturur, daha sonra hiicre yiizeyine taginirlar. Sitotoksik T hiicreleri, T hiicre resepérlerinin
yardimiyla viicutta siirekli gozetleme yaparlar. Herhangi bir enfeksiyonun yoklugunda, sinif I
molekiili kendi peptitlerine bagli bulunur. Bir viriis ya da bagka bir hiicre i¢i parazitli
enfeksiyon sirasinda, kendinen olmayan veya yabanci peptitler proteazom tarfindan bazi
proteinler yikilir. Sitotoksik T hiicreleri MHC I ve yabanci peptitin olusturdugu kompleksle
karsilastiklarinda sitotoksik reaksiyon ile enfekte olmus hiicreyi Oldiiriirler. Sitotoksik T
hiicreleri sadece kendi MHC smif I ile baglanmis yabanci peptitleri taniyabilir, MHC I
sitotoksik T hiicrelerin sinirlayicisi olarak bilinir (Zinkernagel ve Doherty, 1974).

LMP2 ve LMP7 bolgeleri hem insanlarda hem de sigirlarda 6 ekzondan olugsmaktadir.
BolA-LMP2 gen bolgesi 660 bg uzunlugunda olgunlagmig bir mRNA’dan 219 amino asitlik
bir protein iken, BoLA-LMP7 ise 780 b¢ uzunlugunda 259 amino asitlik bir proteindir.
LMP2 insanlardaki homologuna %95 oraninda benzerken, LMP7 %96 oraninda
benzemektedir (Childers ve ark., 2006). Her iki gen bolgesi de 23. kromozomun
(AC_000180.1) 23g12-q13 bolgesinde konumlandirilmigken, LMP2 ve LMP7’nin yaklagik
uzunluklart sirastyla 6917 bg (7126695..7133612) ve 4018 bg (7113298..7117316) olan,
linear gen bolgeleridir. BOLA-LMP2 gen bolgesinden, molekiiler agirhigr yaklasik 23404,47
Da ve pl degeri 5,07 olan bir protein kodlanmaktadir. ilk 20 amino asitlik bdlge propeptit
bolgesini olustururken, 21-219 proteazom beta altbirimi olusturmaktadir. BoLA-LMP7 gen
bolgesinden, molekiiler agirligi yaklasik 28647,94 Da ve pl degeri 9,47 olan bir protein
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kodlanmaktadir. ilk 72 amino asitlik bolge propeptit bdlgesini olustururken, 73-276

proteazom beta altbirimi olusturmaktadir (Camarena ve ark., 2010; http://www.uniprot.org;

http://www.genecards.org; http://web.expasy.orq ).

Son yillarda insanlardaki bazi otoimmiin hastaliklardaki rolleri, viriislere bagh
noroinflamasyon, T hiicrelerin genislemesi ve farklilagmasi gibi 6zellikleri belirlenmesine
ragmen hala sigirlardaki LMP2 ve LMP7 genelerinin kromozom {izerindeki konumlari
disinda herhangi bir rapor bildirilmemistir (Basler ve ark., 2013). Ayrica bu gen bolgelerinin
polimorfizmleri hakkinda da yeterli bilgi mevcut degildir. Birgok MHC molekiiliiniin
polimorfizminin antijenik peptitlerin sunumu {iizerindeki etkisi diisiildiigiinde sigirlardaki bu
bolgedeki polimorfik bolgelerin belirlenmesi son derece 6nem arz etmektedir. Bu agidan
diistintildiiginde yerli sigir wrklarimiz bu gen bdlgesi yoniinden bulunmaz kaynaklar
icermektedir. Calismanin bu kisminda, yukarida bahsedilen gen bdlgelerinin molekiiler

Ozelliklerinin belirlenmesi i¢in tiim 6rnekler PZR islemi ile taranmustir.

4.8.1.1. LMP2 ve LMP7 genlerinin pzr amplifikasyon sonucu

Yerli kara sigir orneklerindeki BoLA-LMP2 gen bdlgesini olusturan ekzon II ve
BoLA-LMP7 gen bolgesini olusturan ekzon III, IV ve V 3.4.1°de bahsedilen sekilde dizayn
edilen primerler kullanilarak (Cizelge 3.1) PZR islemi gerceklestirilmistir. PZR reaksiyonu,
3.4.2°de detaylandirilan PZR sartlar1 kullanilarak yapilmis ve ¢ogaltilan bolgeler % 1,5’lik
agaroz jelde gorintilenmistir (Sekil 4.82). Hedef bolgeleri sirasiyla, yaklasik 158 bg (II.
ekzon uzunluklari; 68 bg) ve 1102 bg (II, IV ve V. Ekzon uzunluklari; 130, 205 ve 89 bg)

uzunlugunda linear gen bolgeleridir.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24

s

500
be

ATNBLLLL BB

LMP2-E2
158 b

10 11 12 13 14 15 16 17 18 19

LMP7-
<— E34,5

1000
1102 bg

be

Sekil 4.82. YK 1-24 nolu 6rneklerinde LMP2-E2 bélgesinin PZR ile ¢ogaltilmasi sonucu elde
edilen jel gorintisii ve YK1-19 nolu 6rneklerinde LMP7-E3, 4, 5 bolgesinin PZR ile
cogaltilmasi sonucu elde edilen jel goriintiisii, M: 100 b¢ DNA standardi.
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4.8.1.2. LMP2-E2 ve LMP7-E3, 4, 5’in niikleotid ve amino asit dizileri

YK-LMP2-E2 (158 bg) ve YK-LMP7-E3,4,5 (1102 bg) bolgelerinin her iki
zincirinden ileri ve geri primerleri kullanilarak niikleotid dizisi belirlenmistir. Tim
orneklerden elde edilen dizi bilgileri farkli formatlarda kaydedilmistir. 3.6’da ayrintili bir
sekilde bahsedildigi gibi hedef bolge icin farkli olarak diisliniilen 6rneklerin
kromatogramlarina bakilarak YK1-16-LMP2ve —LMP7-E3,4,5 scklinde konsensiis dizileri
belirlenmistir (Sekil 4.83). Gen bolgesinin tam dizisi kullanilarak amino asit dizileri elde
edilmistir. Kiimeleme islemi ve niikleotid dizilerinin kromatogram pik yiikseklikleri
incelenerek elde edilen konsensiislerin niikleotid dizileri ek ¢izelge C.11.1 ve C.11.2°de

ayrintili olarak verilmistir.

-~ P . A .. - . v . \ e L e A .

180 190 200 210 22 20 240 2
AGAGGTAAGTTTCCTCGCCTTACACTCCCCTCCCTCCCCTCCTCTGCAGGGC CACAGAGAAAGCTT TAGTTGCAC

B
Ak A A ‘A‘ ! A A A l‘ ‘A A‘

Sekil 4.83. YK-LMP2-E2 (A) ve YK-LMP7-E3,4,5 (B) bélgelerinin ileri primer ile elde
edilen niikleotid dizisine ait kromatogram goriintiisiiniin bir kism1 6rnek olarak gosterilmistir.

Konsensiis dizileri ve referans gen bolgesi oncelikle ClustalX programi yardim ile
Fasta, Phylip, Nexus ve Clustal fromatlarinda kaydedilmistir. Daha sonrasinda Bioedit ve
Clustal Omega programi kullanilarak hizalanmig ve farkliliklar1 belirlenmistir (Sekil 4.84). Bu
islemler sirasiyla LMP2-E2 ve LMP7-E3,4,5’e uygulanmistir. Hizalama islemi sonunda,
LMP2-E2 ekzon bolgesine ait polimorfik bolgelerinin bir kismi intron bdlgesinde bir
kismininda ekzon 2 bdlgesi igerisinde oldugu goriilmiistiir. Referans dizi ve elde edilen
konsensiis dizileri kiyaslandiginda yerli karadaki LMP2-E2 bdlgesinin en az 1 adet, en fazla 8
adet niikleotid farklilik icerdigi goriilmiistiir. Bu polimorfik noktalarin sonuglar1 asagidaki
4.23 nolu c¢izelgede Ozetlenmistir. Cizelge 4.32 incelendiginde yerli kara LMP2-E2
bolgesinde 46-146. niikleotid pozisyonlari arasinda toplam 23 polimorfik nokta belirlenmistir.
Bu boélgeler incelendiginde 46-105 arasindaki 11 niikleotid farkliligin ekzon 2 bdlgesinde

bulunurken, diger niikleotid farkliliklarin intron bdolgesinde oldugu belirlenmigtir. YK1-
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LMP2-E2 nolu konsensiis dizisinde 100. pozisyondaki sitozin guanine (C—G) doniisiirken,
YKO9-LMP2-E2’deki 46. Pozisyondaki timin guanine (T—G) doniistligli goriiliirken bunlarin
disindaki 9 niikleotid varyasyonun heterozigot 6zellik sergiledigi bulunmustur. Bu sonug

4.13.3’de ayrintili olarak gosterilmistir.

10 20 30 40 50 60 70 80

LMP2-E2-AY957499.1 1 GCTCTTCTGC TCTGACGTTC TATCCCATGT CTCCGCAGAC AACCATCATG GCAGTAGAGT TTGATGGGGG CGTTGTGGTG 80
YK1-LMP2-E2 1 80
YK2-LMP2-E2 1 80
YK3-LMP2-E2 1 80
YK4-LMP2-E2 1 80
YK5-LMP2-E2 1 80
YK6-LMP2-E2 1 80
YK7-LMP2-E2 1 80
YK8-LMP2-E2 A 1 80
YK9-LMP2-E2 1 80
YK10-LMP2-E2 1 80
YK11-LMP2-E2 1 80
YK12-LMP2-E2 1 80
YK13-LMP2-E2 1 80
YK14-1LMP2-E2 1 80
YK15-LMP2-E2 1 . P e e e . P .. .. . . 80
YK16-LMP2-E2 e e e e e e e e e e e e e e e e e 80
Clustal Consensus 1 1

90 100 110 120 130 140 150
e T T T e T e [ IR R
LMP2-E2-AY957499.1 81 GGATCGGATT CCCGGGTGTC TGCAGGGTGA GTACCAGTGA CCCTGGGTAC TTTTGGAAGG AAGTCCATGG CGCCTAATG 159

YK1-LMP2-E2 81 .....TaEE ..., HCEE. . .. G GESNKE, ...... A . .. 159
YK2-LMP2-E2 81 . 159
YK3-LMP2-E2 81 . 159
YK4-LMP2-E2 81 . 159
YK5-LMP2-E2 81 NN .. ... JESSR. . | SRR, .. RK. SN . R .. ... ... cceeeee 159
YK6-LMP2-E2 81 Y. .. R ... ASHEN ... ... .. - R . . ... 159
YK7-LMP2-E2 81 & 159
YK8-LMP2-E2 81 .... NN ... . R.K.. S R, . TN 159
YK9-LMP2-E2 L I 0 0 o oS .  JSRREE  © o.JiE. o o NI. W 159
YK10-LMP2-E2 81 . 159
YK11-LMP2-E2 81 . 159
YK12-LMP2-E2 81 . 159
YK13-LMP2-E2 [EL U I o - oo R 0 o TR | . T 159
YK14-LMP2-E2 CHNF. . .. ... SN ., S R .. ... ., TR 159
YK15-LMP2-E2 GNN .. ... NN ..., G, ..., . 159
YK16-LMP2-E2 8l ....J ., .. ... CMESEW. ...... ... ... (. 000E... .....900% ......... 159
Clustal Consensus 1 1
170 180 190 200 210 220 230 240

LMP7-E3_4_5-AY957499.1 161 GAAGGTGAGT CCCCTCCCTG CTCCATATTC CAAGGTGTAG ACGAGAGGTA AGTTTCCTCG CCTTACACTC CCCTCCCTCC 24

YK1-LMP7-E3_4_5 161 ... 24
YK2-LMP7-E3_4_5 161 il 24
YK3-LMP7-E3_4_5 161 .......... 24
YK4-LMP7-E3_4_5 161 R.o..o..... 24
YK5-LMP7-E3_4_5 161 ... 24
YK6-LMP7-E3_4_5 161 R.o.oon.... 24
YK7-LMP7-E3_4_5 161 ...l 24
YK8-LMP7-E3_4_5 B 161 ... 24
YK9-LMP7-E3_4_5 161 ... 24
YK10-LMP7-E3_4_5 161 ... 24
YK11-LMP7-E3_4_5 161 ...l 24
YK12-LMP7-E3_4_5 161 ... 24
YK13-LMP7-E3_4_5 161 .......... 24
YK14-LMP7-E3_4_5 161 ... 24
YK15-LMP7-E3_4_5 161 R......... 24
YK16-LMP7-E3_4_5 161 R......... ..S. . 24
Clustal Consensus 1 1

250 260 270 280 290 300 310 320
T T T T T T L T T
LMP7-E3_4_5-AY957499.1 241 CCTCCTCTGC AGGGCACAGA GAAAGCTTAG TTGCAGAACT GTTGCTCAAC AGCAATTTCT AGGTCCGGAT GTGGACCATT 32

YK1-LMP7-E3_4_5 241 ... 32
YK2-LMP7-E3_4_5 241 ... 32
YK3-LMP7-E3_4_5 241 ... 32
YK4-LMP7-E3_4_5 241 ...l 32
YK5-LMP7-E3_4_5 241 ... 32
YK6-LMP7-E3_4_5 241 ... 32
YK7-LMP7-E3_4_5 241 ... 32
YK8-LMP7-E3_4_5 241 ... 32
YK9-LMP7-E3_4_5 241 ... 32
YK10-LMP7-E3_4_5 241 ...l 32
YK11-LMP7-E3_4_5 241 ... 32
YK12-LMP7-E3_4_5 241 ...l 32
YK13-LMP7-E3_4_5 241 ... 32
YK14-LMP7-E3_4_5 241 ... 32
YK15-LMP7-E3_4_5 241 ... 32
YK16-LMP7-E3_4_5 241 ...l 32
Clustal Consensus 1 1

Sekil 4.84. Referans BoLA-LMP2 ve BoLA-LMP7 (AY957499.1) ile birlikteYK-LMP2-E2
(A) ve YK-LMP7-E3,4,5 (B) bolgeleri konsensiis dizilerinin hizalanmasinin bir kismi.
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Cizelge 4.32. LMP2-E2 konsensiis dizilerindeki niikleotid farkliliklar.

Nii.kleotid 46** 51 B8 88 56 58 59 100 102 104 105 106 107 108 109 110 111 112 113 143 144 145 146 Toplam
Pozisyonlari Farkhhk

Konsensiis T G A T A A G C G A G G G T G A G T A G T C c

LMP2-E2-
AY957499.1

o

YK1-LMP2-E2 . . . . . M . G . . . . . G . G . K R . . A A

YK2-LMP2-E2 d . W . ; . 3 . . w

YK3-LMP2-E2 . . W . . . . . K M

YK4-LMP2-E2 . . . \W . . . . K

|0 X|XR

YK5-LMP2-E2 . . W

YK6-LMP2-E2

3
%)

YK7-LMP2-E2 c c W : : . . . . . . R . . . . . . . K

YK8-LMP2-E2 . . . . M . S . K . R . K

YK9-LMP2-E2 G

YK10-LMP2-E2 . R . . . . . . . . . R . . . . R . . . Y

YK11-LMP2-E2

YK12-LMP2-E2

YK13-LMP2-E2

YK14-LMP2-E2

YK15-LMP2-E2

dMlO|lO|lO|O|O| (P |lO|W IV O[O | S| D]

YK16-LMP2-E2 . . . . . . . . . . S M S . W

3K, 1M, 3R, 4R, 1R, 1G 2R, 1R,

Ozet 1G IR 5W 1w 1M 1M 1S 1G 15 W 2K 15 15 1l\/i 15 W

2K g 1A 1A

ey
o

*R:GveyaA Y:TveyaC,S:GveyaC,M: AveyaC, W: AveyaT, K:GveyaT.
**[saretlenmis bolgeler, ekzon dizileri igerisindeki farkliliklar géstermektedir.
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LMP2-E2 igin belirlenen konsensiis dizilerinde intron bolgelerinin uzaklagtirilmistir.
Daha sonrasinda hedef bolgeden sentezlenen protein dizisindeki farkliliklar1 belirlemek igin

clone manager programinda karsilastirilarak amino asit dizileri belirlenmistir (Sekil 4.85).

Reference LMP2 »

mRNA-LMP2

YK1-LMP2-E2
YK2-LMP2-E2
YK3-LMP2-E2
YK4-LMP2-E2

Sekil 4.85. Niikleotid konsensiis dizilerinden mRNA bolgesinin elde edilmesi ve aa dizilerinin
belirlenmesi  (Referans: mMRNA-LMP2-Ac. No. NM_001034388.2, YK1-16 konsensiis
dizileri, mavi bolgeler ortak noktalar1 gostermektedir).

LMP2-E2 niikleotid konsensiis dizileri kullanilarak elde edilen YK-LMP2-mRNA
(660 bg) dizilerinden yola cikilarak 8 farkli haplotip belirlenmistir (in silico). YK11-16 ve
YK2, 5, 7 nolu konsensiis dizileri ayni haplotiplere sahipken, YK3, YK4, YK6, YK8, YK9 ve
YK10 farkli haplotip 6zelligi gostermislerdir (Cizelge 4.33).

Cizelge 4.33. LMP2 bolgesinden transkripte olan mRNA niikleotid dizisi.

Niikleotid Pozisyonlar: 68 73 75 77 78 80 81 122 124 128 Toplam Farklihk
Konsensiis T G A T A A G c G G
LMP2-mRNA-NM_001034388.2 . 0
YK1-LMP2-mRNA . . . . . M . G 2
YK2-LMP2-mRNA . . w 1
YK3-LMP2-mRNA . . w . . . . . K 2
YK4-LMP2-mRNA . . . \ . . . . K 2
YK5-LMP2-mRNA . . w 1
YK6-LMP2-mRNA . . \ . . . . . S 2
YK7-LMP2-mRNA . . w . 1
YK8-LMP2-mRNA . . . . M . S . K 3
YK9-LMP2-mRNA G . . 1
YK10-LMP2-mRNA . R . . . . . . . R 2
YK11-LMP2-mRNA 0
YK12-LMP2-mRNA 0

Ozet 16 1R 5w 1w 1M 1M 1S 1G 3Kl1S 1R
*R:GveyaA, S:GveyaC,M: AveyaC, W: AveyaT,K: GveyaT.

=
~

Diger bir hizalama islemi sonunda ise, LMP7-E3, 4 ve 5 ekzonlarin1 kapsayan
bolgedeki polimorfik bolgelerinin bir kismi intron bolgesinde bir kismininda ekzon 3, 4 ve 5
bolgeleri igerisinde dagildigr goriilmiistiir. Referans dizi ve elde edilen konsensiis dizileri
kiyaslandiginda yerli karadaki LMP7-E3, 4 ve 5 bolgesinin en az 1 adet, en fazla 20 adet
niikleotid farklilik icerdigi goriilmiistiir. Bu polimorfik noktalarin sonuglari asagidaki 4.34

nolu cizelgede 6zetlenmistir.
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Cizelge 4.34. LMP7-E3,4,5 konsensiis dizilerindeki niikleotid farkliliklar.

Pﬁg‘(’)‘:}:ﬂ 68%* 161 183 185 219 269 351 350 430 473 539 544 546 766 821 827 861 881 889 902 938 948 957 Toplam Farkhlik
Konsensiis C G ¢ A C A G C A T G G A A T A A T T T T C G

LMP7-E3,45- 0

AY957499.1 : rF o4y 4V 4. < U : L

YKI-LMP7- -
E345 : . - e

YK2-LMPT7- -
E345 : L : e

YK3-LMP7- -
Sy . L . L

YK4-LMP7-
E345 R s R S R s G ;

YK5-LMP7- -
E345 : T : S

YK6-LMP7-
F345 R S R S R R s R Y W Y K Y Y R 15

YK7-LMPT7- -
s . L . L

YK8-LMP7- "
E345 . L . L

YK9-LMP7-
E34,5 Y 1

YKI0-LMP7- -
E345 : . : e

YKI1-LMP7- -
Eaas . L . L

YK12-LMP7- "
E3db . L . L

YK13-LMP7- -
E345 : T, : L

YK14-LMP7- -
E345 : . : e

YK1E5?; 'Z“é'w' Y R S R S R R Y R W R S R R Y R W . K Y . Y . 20

YK16-LMP7-
E545 R s R S R . . . . R s R .Y . W Y K Y Y . R 15
Ozet 1y 4R 45 4R 4S 4R IR 1y 1R IW 3R 4S 1G3R IR 3Y IR 3W 2Y 3K 3Y 2Y 2Y 2R 58

*R:GveyaA, S:GveyaC,M: AveyaC,W: AveyaT,K:GveyaT, Y: T veyaC.
**[saretlenmis bolgeler, ekzon dizileri igerisindeki farkliliklar1 gostermektedir.
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LMP7-E3,4,5 i¢in belirlenen konsensiis dizilerindeki intron bolgelerinin
uzaklastirilmasi ve hedef bolgeden sentezlenen protein dizisindeki farkliliklart belirlemek i¢in

clone manager programinda karsilastirilarak amino asit dizileri belirlenmistir (Sekil 4.86).

Reference LMP7 »

mRNA-LMP7 I N EEEEE A HEE B N RN ——
YK1-LMP7-E3,4,5 — - — - - B - | e S
YK2-LMP7-E3, 4,5 — - — - - - L s e
YK3-LMP7-E3, 4,5 — - — - - - L s e
YK4-LMP7-E3,4,5 e —— -l - —— — B —— —E
YK5-LMP7-E3,4,5 — - — - - - L e
YK6-LMP7-E3,4,5 - —— Bl —— ——F ——E— — I e S
YK7-LMP7-E3,4,5 - = - - B - L e —
YK8-LMP7-E3,4,5 — - — - - B - | e S
YK9-LMP7-E3, 4,5 — - — - - B - | e S
YK10-LMP7-E3,4,5 - = - - B - L e —
YK11-LMP7-E3,4,5 — - — - - - L s e
YK12-LMP7-E3,4,5 - - - B L
YK13-LMP7-E3,4,5 - - - B L s
YK14-LMP7-E3,4,5 — - - - B - L
YK15-IMP7-E3,4,5 @ - ————- W —— ——iF - —— | — e S
YK16-LMP7-E3,4,5 - —— Bl —— ——iF ——E— — I e e

Sekil 4.86. Niikleotid konsensiis dizilerinden mRNA bolgesinin elde edilmesi ve aa dizilerinin
belirlenmesi  (Referans: MRNA-LMP7-Ac. No. XM_005223195.3, YK1-16 konsensiis
dizileri, mavi bolgeler ortak noktalar1 gdstermektedir).

LMP7-E3,4,5 niikleotid konsensiis dizileri kullanilarak elde edilen YK-LMP7-mRNA
(780 bg) dizileri dikkate alinarak 4 farkli haplotip belirlenmistir. Belirlenen varyasyonlardaki
sayisal azalma ekzon 5 bdlgesinin LMP7 geni yoniinden ta olarak korunmasindan
kaynaklanmaktadir. Bu bdlgede hicbir farklilik gézlenmemistir. Ayrica YK4, 6, 15 ve 16 nolu
orneklerde dikkat ¢eken nokta R, R, S, R (483, 508, 513 ve 515. niikleotid farkliliklar)

varyasyonlarinin ortak olmasidir. Bu sonuglar gizelge 4.35°de 6zetlenmistir.

Cizelge 4.35. LMP7 bolgesinden transkripte olan mRNA niikleotid dizisi

Niikleotid Pozisyonlari 390 483 508 513 515 Toplam Farklihik
Konsensiis C G G G A
LMP7-mRNA-XM_005223195.3
YK1-LMP7-mRNA

YK2-LMP7-mRNA

YK3-LMP7-mRNA
YK4-LMP7-mRNA . R . S G
YK5-LMP7-mRNA
YK6-LMP7-mRNA . R R S R
YK7-LMP7-mRNA
YK8-LMP7-mRNA
YK9-LMP7-mRNA
YK10-LMP7-mRNA

oO|lo|lo|o(d|O|lW|O|O|O|O
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Cizelge 4.35. Devami.

Niikleotid Pozisyonlari 390 483 508 513 515 Toplam Farkhiik
Konsensiis C G G G A

LMP7-mRNA-XM_005223195.3 0
YK11-LMP7-mRNA 0
YK12-LMP7-mRNA 0
YK13-LMP7-mRNA 0
YK14-LMP7-mRNA 0
YK15-LMP7-mRNA Y R R S 5
YK16-LMP7-mRNA . R R S 4

Ozet 1y 4R 3R 4SS 1G3R 16

*R:Gveya A, S:GveyaC, Y: T veyaC.

Elde edilen LMP2 ve LMP7 amino asit dizileri (219 aa ve 259 aa uzunlukta) NCBI’da
Blast yapilarak hedef bolge oldugu dogrulanmistir (Sekil 4.87 A ve B). Proteazom
altbirimleri sekans benzerliklerine dayanarak iki gruba, alfa (A) ve beta (B) olarak
siniflandirilabilir. Proteazom, alfa / beta / beta / alfa alt birimlerinden olusan dort istiflenmis
halkadan olusur. Yedi farkli alfa alt birim ve yedi farkli beta altbirimi bulunmaktadir (Groll ve
ark., 1997). LMP2 yani PSMB9 geninin en 6nemli paralogu PSMB6 iken, LMP7’nin en
onemli paralogu PSMBS5’dir (http://www.genecards.orqg).

1 25 50 % 100 125 150 175 200 219

Query seq, e
ti ite .

active
beta subunit interaction site

TE W T ™
Specific hits proteasome_beta_type_6
A T S |

PRE1

Nl_m-specific arc_protsome_B
hits PT200488
Superfanilies | Nth_hudrolase superfamily

PRE1 superfamily

1 g0 100 150 200 259

Query seq. w

Specific hits proteasome_beta_tupe_5
B b PRE1 v

Nl_)n-specific PTZ00488
hits ‘ ' arc_protsome_B ‘ ‘

Superfanilies Ntn_huydrolase superfamily

PRE1 superfamily

Sekil 4.87. YK1-LMP2-PR (A) ve YK1-LMP7-PR’nin (B) sahip oldugu domain, kirmizi
renkle gosterilen proteazom beta domainlerini gostermektedir.

Belirlenen YK-LMP2 haplotiplerinin olusturdugu proteinlerinin  NCBI  Blast
sonuglarina gore; Bos taurus’dan eksprese olan MHC smif II LMP2 genine (Ac. No:
NP_001029560.1) benzerlik oran1 %99 olarak bulunmustur. YK1-16 LMP2 aa konsensiis
dizilerinin molekiiler agirhg 23402,74-23499,00 Da olarak hesaplanirken pl degerleri 5,07-
5,18 olarak belirlenmistir. LMP2 gen bolgesi amino asit pozisyonlarma gore

degerlendirildiginde; 75. Pozisyondaki heterozigot (W: A veya T) niikleotid her iki durumda
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da alanin sentezlenmesine neden olmustur. Bu yiizden bu pozisyondaki farklilik 6nemsiz
olarak belirlenmistir. Diger taraftan YK9’da belirlenen 68. Pozisyondaki niikleotid (T—QG)
degisikligi, izolodsini serin amino asitine doniismesini saglamistir. Benzer durum 77.
Pozisyondaki (W: A veya T) niikleotid (T—A) degisiklik , valinin amino asitinin gliitamik
asit’e doniistiiriirken, 80. Pozisyondaki (M: A veya C) niikleotid degisiklik ise gliitamik asiti
alanine doniistiirmiistiir. Dikkat ¢ekici nokta ise 124. Pozisyondaki niikleotid farkliligin (K: G
veya T ve S: G veya C) 3 farkli niikleotid igermesidir, bu durumda bu bdlgedeki niikleotid
guanin oldugunda amino asit alanin, timin oldugunda serin ve sitozin oldugunda prolin
seklinde oldugu goriilmiistiir (Sekil 4.88)

10 20 * * 30 40 50 60 70 80
F T O N | | [ I T O P I R | P T I
Pl P VH VVVGSDS FDKLSPLHQ SGS DAQ DM,

. I

LMP2-AA-NP_001029560.1 1  MLRT \GD LPRAGEVHT IMAVEED VVGSDSRV SAGEAVVNRV FDKLSPLHQH IYCAL DAQATAD) 80
YK1-LMP2-AA 1 T G e s s 80
YK2-LMP2-AA 1 B T N A 80
YK3-LMP2-AA 1 D T G S A 80
YK4-LMP2-AA 1 D G B 80
YK5-LMP2-AA 1 JUO G RN 0 ) 80
YK6-LMP2-AA 1 B T T K e 80
YK7-LMP2-AA 1 E i seeeaiees aaeaes . e 80
YK8-LMP2-AA 1 P T . S B G . BRI 80
YK9-LMP2-AA 1 I S B I 80
YK10-LMP2-AA 1 o O RN . N [P0 o o o NN 80
YK11-LMP2-AA 1 . ... ... Ceeeiee chseedeeas eaaean 80
YK12-LMP2-AA [ R T AT 09O T T 80
YK13-LMP2-AA 1 . ... ... ... . ... . Y. . ... ... 80
YK14-LMP2-AA [ R RN o ol TRERET oo ol o N RN 80
YK15-LMP2-AA . . ... . ... ... ... ... . T .. T 80
YK16-LMP2-AA NN NN RN O TR 80
Clustal Consensus [ bl ——— e~ — i il — il — il 1

Sekil 4.88. BoLA-LMP?2 alleleri tarafindan kodlanan bdlgelerin tahmini amino asit dizilerinin
hizalanmasi. (|: Amino asit degisikliginin oldugu bolgeleri gostermektedir).

Belirlenen YK-LMP7 haplotiplerinin olusturdugu proteinlerinin NCBI Blast
sonuclarina gore; Bos taurus’dan eksprese olan MHC smif II LMP7 genine (Ac. No:
XP_005223252.1) benzerlik orant %98-99 olarak bulunmustur. YK1-16 LMP2 aa konsensiis
dizilerinin molekiiler agirlig1 28586,29-28631.04 Da olarak hesaplanirken pl degerleri 9,49-
9,57 olarak belirlenmigtir. LMP7 gen bolgesi amino asit pozisyonlarina gore
degerlendirildiginde; 390. pozisyondaki (Y: T veya C) ve 483. pozisyonda (R: G veya A)
belirlenen heterozigot niikleotidlerin, hi¢cbir amino asit degisiklige sebep olmadi goriilmiistiir.
Bu yilizden bu varyasyonlar dnemsizdir. Diger taraftan 508. Pozisyondaki (R: G veya A)
niikleotid degisiklik (G—A) aspartik asittin (D) asparajine (N), 513. Pozisyondaki (G—C)
gliitamik asitin (E) aspartik asitte ve 515. Pozisyondaki niikleotid degisikligin ise (A—QG)

asparajinini (N) serinine (S) donilismesini saglamistir (Sekil 4.89).

202



P 4 TH T e [ (O N S e (|
LMP7—AA—XP_005223252.1 161 KKGPGL ','W\R;j NM FSTGSGNSH MDSGYRP DLSIEEAYDL GRRAIV 'H RDSYSGGVVN MYHMKEDGWV 240
YK1-LMP7-AA 161 .......... "W . e e e e e e e 240
YK2-LMP7-AA 161 o e e e e e e e e ... 240
YK3-LMP7-AA 161 oo e e e e e e e e e 240
YK4-LMP7-AA 161 X0 XS Lo e e e i e 240
YK5-LMP7-AA LBl e e e e e e e e 240
YK6-LMP7-AA 161 Xooooo 0 X XKoo oo e e e e e e e 240
YK7-LMP7-AA 161 o e e e e e e e e 240
YK8-LMP7-AA 161 o e e e e e e e e e e 240
YK9-LMP7-AA 161 . e e e e e e i .. 240
YK10-LMP7-AA 1Bl e e e e e e e e 240
YK11-LMP7-AA LBl e e e e e e e 240
YK12-LMP7-AA 1)
YK13-LMP7-AA 161 o e e e e e e e e e e 240
YK14-LMP7-AA 161 oo e e e e e e e e e e ... 240
YK15-LMP7-AA 161 Xoov ool L X XKoo e e e e e e e 240
YK16-LMP7-AA 161 Xooooo 0 X XKoo Lo e e e e i e 240
Clustal Consensus 1 s s o oo oo oo ooooo oo oo 1

Sekil 4.89. BoLA-LMP?7 alleleri tarafindan kodlanan bdlgelerin tahmini amino asit dizilerinin
hizalanmasi. (|: Amino asit degisikliginin oldugu bolgeleri gostermektedir).

4.8.1.3. LMP2-E2 ve LMP7-E3, 4, 5 bolgelerinin filogenetik analizi

Yapilan ¢alisma ile yerli kara sigir irkindaki BoLA-LMP2-E2 (YK-PSMB9-E2) ve
BoLA-LMP7-E3,4,5 (YK-PSMB8-E3,4,5) bolgelerinin intron ve ekzon bolgelerine niikleotid
dizileri belirlenmistir. Bu diziler kullanilarak NCBI’da daha 6nceden belirlenen farkl: tiirlere
ait LMP2 ve LMP7 gen boélgeleri ile beraber filogenetik analiz yapilmistir. Yerli kara siiriin
LMP2-E2 ve LMP7-E3, 4, 5 bolgelerinin dizi bilgileri analiz edilerek, DNA polimorfizm
ozellikleri belirlenmistir (Cizelge 4.36). Yerli karada LMP2-E2 ve LMP7-E3, 4, 5 bolgeleri
icin sirastyla toplam 46 ve 58 farkli bolge belirlenirken, bu bolgelerin 23 ve 22 tanesini
polimorfik oldugu ve haplotip sayilarinin 185 ve 21 oldugu tespit edilmistir. Yerli kara
sigirlarinda, haplotip farkliligt LMP2-E2 i¢in 0,9948 + 0,0021 ve LMP7-E3, 4, 5 igin ise
0,867 £ 0,060 olarak hesaplanirken, niikleotid farklilig1 ise LMP2-E2 ve LMP7-E3, 4, 5
bolgeleri i¢in sirasiyla 0,02630 + 0,00098 ve 0,00358 + 0,00063 olarak hesaplanmistir. Yerli
karalardaki haplotipler arasindaki genetik uzakliklar ise LMP2-E2 icin 0,0063-0,0937
(ortalama: 0,0269) ve LMP7-E3, 4, 5 igin ise 0,0009-0,0202 (ortalama: 0,0036) arasinda

bulunmustur.

Cizelge 4.36. LMP2-E2 ve LMP7-E3, 4, 5 bolgelerinin dizisine gére DNA polimorfizm

ozellikleri
Ozellikler Genel (LMP2-E2) Genel (LMP7-E3, 4, 5)
Toplam Bolge Sayisi 46 58
G+C 56,60 54,94
Polimorfik Bolge Sayisi (s) 23 22
Haplotip Sayisi (h) 185 21
Haplotip Farkliligi (Hd) 0,9948 + 0,0021 0,867 = 0,060

Niikleotid Farkliligr (Pi) 0,02630 + 0,00098 0,00358 = 0,00063
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Yerli kara sigir ki igin olusturulan filogenetik agaglar Neighbor-Joining (NJ)
yontemi, Jukes—Cantor modeli ve Bootstrap metoduna (1000) dayanmaktadir. Dallar
iizerinde gosterilen degerler bootstrap degerleridir (orijinal yorumu destekleyen simiilasyon
yiizdesi). Konsensiis dizileri filogenetik iligkileri bakimindan referans diziye gore (LMP2 ve
LMP7 genlerinde niikleotid i¢in AY957499.1, LMP2 mRNA i¢in NM_001034388.2, LMP7
mRNA i¢cin XM 0052231953 ve LMP2 aa ig¢in NP 001029560.1, LMP7 aa igin
XP_005223252.1 ), LMP2 i¢in niikleotid ve amino asit dizisi ayrimindaki bootstrap test
degeri %50 hesaplanirken mRNA dizisi %20 seklinde, LMP7 icin ise niikleotid ve mRNA
dizisi ayrimindaki bootstrap test degeri %50 hesaplanirken aa dizisi %20 seklinde

belirlenmistir (Sekil 4.90).

YK&LMP2E2 YKB-LMP2-mRNA YRELMPZ-AA
VKB-LMP2-E2 ViioimP2mRNA B YKIGLMPZAR C
A VKE-LMP2-E2 YKE-LMP2-mRNA YKELMEZRY
VK2 LMP2E2 YK4-LMP2-mRNA YKAEMEZH
YK3LMP2-E2 YK3-LMP2-mRNA [
VK10 MP2-E2 YK2-LMPZ-mRNA YKEAMPZAA
YK7-LMP2-E2 YK5-LMP2-mRNA YKELMPZ-AA
'YK6LMP2-E2 YK7-LMP2-mRNA YKT-LMPZAA
LMP2-E2-AY957499.1 LMP2-mRNA-NM_001034388 2 LMP2-AA-NP_001029560.1
YK11-LMP2-E2 YK11LMP2-mRNA YKIT-LMPZ-AA
YK12-LMP2-E2 YK12-LMP2-mRNA YK12-LMP2-AA
YK13LMP2-E2 YK13-LMP2-mRNA YK13LMP2-AA
YKOLMP2-E2 YKILMP2-mRNA | YK14-LMP2-AA
T kraLupo-£2 YK15-LMP2-mRNA YKI-LMP2-AA
VK15LMP2-E2 YK14-LMP2-mRNA YK16-LMP2-AA
YK16-LMP2Z-E2 YK16LMP2-mRNA YKIS-LMPZ-AA
YK1-LMP2-E2 YK1-LMP2-mRNA YKI-LMP2-AA
0.008 ‘St Tants
YKI-LMPT-E3 4 & YK13-LMPT-mRNA YK13-LMP7-AA
YK14-LMP7-E3 4 & E YKA4-LMPT-mRNA F YK14-LMPT-AA
D YK13-LMP7-E3 4 8 YK12-LMPT-mRNA YK12-LMPT-AA
YK12-LMPT-E3. 4.5 YK1-LMPT-mRNA YKIT-LMPT-AA
[YK11-LMP7-E3_4_5 YK10-LMPT-mRNA YK10-LMP7-AA
YK10-LMP7-E3 4 & YKI-LMP7-mRNA YKI-LMPT-AA
5 vkaLmPrEs 4 5 54 yke-LMPT-mANA B ¥KaLIPTAA
YKT-LMPT-E3 4 5 YK5-LMP7-mRNA YKT-LMPT-AA
YKe-LMPT-E3_4_5 YK7-LMP7-mRNA YKELMPT-AA
[YK3-LMP7-E3_4_5 YK3-LMP7-mRNA YK3-LMPT-AA
[YK2-LMPT-E3 4 & YK2-LMP7-mRNA YK2-LMPT-AA
YK1-LMPT-E3 4 5 LMP7-mRNAKM_005223195.3 LIMPT-AAXP_005223252.1
LIMPT-E3_4_5-AY857499.1 YKA-LMP7-mRNA YKI-LMPT-AA
YKE-LMP7-E3_4_5 YK6-LMPT-mRNA YK6-LMPT-AA
YK15-LMPT-E3_4_5 YK 15-LMPT-mRNA YKIS-LMPT-AA
YK4-LMPT-E3. 4.5 YK4-LMP7-mRNA YKA-LMPT-AA

YK16-LMPT-E3 4 5

—
0.00005

'YK16-LMP7-mRNA

—
0.00005

YK16-LMPT-AA

—
0.0002

Sekil 4.90. BoLA-LMP2 ve BoLA-LMP7 konsensiis dizilerinin filogenetik agaglari. Yerli
kara LMP2-E2 ve LMP7-E3,4,5 allelerinin 158 b¢’lik ve 1102 bg’lik niikleotid dizilerinden
olusturulmus komsu birlestirme (Neighbor-joining) agaci (A ve D), 660 ve 780 bazlik mRNA
dizilerinden olusturulmus Neighbor-joining agac1 (B ve E) ve 219 ve 259 amino asit
uzunlugundaki dizilerden olusturulmus Neighbor-joining agaci (C ve F).

BoLA-LMP2 ve LMP7 dizileri yerli kara sigirindaks ilk tanimlamalar olduklarindan,
NCBI’daki Bovidae ailesi iiyeleri ile birlikte insan ve domuz LMP2 ve LMP7 niikleotid
dizileri arasindaki genetik iliskiyi gostermek i¢in filogenetik agac kullanilmistir. NJ agacinin

topolojisi incelendiginde iki ana dala ayrildig1r goriiliir ve bu dallarin her birnin LMP2 ve
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LMP7’yi temsil ettigi acikca goriilmektedir (Sekil 4.91). Kendi arasinda kiigiik farklikilar
barindan YK-LMP2 ve LMP7 genleri, diger tiirlerle kiyaslandiginda Bos taurus’daki
homologlarina ¢ok benzer oldugu ve bu bolgelerin evrimsel siiregte yerli kara sigir irkinda
korundugu ve bibirleriyle yakin iligkili oduklar acik¢a goriilmektedir. Ayrica LMP igeren
immiinoproteazomlar, yapisal proteazomlardan daha fazla ve daha iyi peptid Ttretirler
(Fellerhoff ve ark., 2011). Sigirlardaki antijen isleme genlerini kodlayan bolgelerin farkli
irklardaki karakterizasyonu, BoLA’nin gelisimini ve sigirlardaki immiin yanittaki genetiksel

roliinii daha iyi anlamamiza katki saglayacaktir (Shalhevet ve ark., 1995).

YK13-LMP7-AA
YK14-LMP7-AA
YKI12-LMP7-AA
YK11-LMP7-AA
YK10-LMP7-AA
YK9-LMP7-AA
YKS8-LMP7-AA allsma
—L00 YK7-LMP7-AA
YK5-LMP7-AA
YK3-LMP7-AA
YK2-LMP7-AA
YKI1-LMP7-AA
XP_005223252.1-LMP7-Bos-taurus
XP_019841477.1-LMP7-Bos-indicus Clade I
59 YK6-LMP7-AA (LMP7 )
53 51YKl6—L1\/IP7—!-‘\A
J YK4-LMP7-AA gahsma
43YK15-LMP7-AA
XP_006050348.1-LMP7-Bubalus-bubalis
49| NP_001124502.1-LMP7-Ovis-aries
XP_017894390.1-LMP7-Capra
50 XP_010846875.1-LMP7-Bison-bison
XP_014332365.1-LMP7-Bos-mutus
20 NP_001035570.1-LMP7-Bos-taurus
AAD22390.1-LMP7-Sus-scrofa
AAA56778.1-LMP7-Homo-sapiens
90" NP_001033050.1-LMP2-Sus-scrofa
NP_002791.1-LMP2-Homo-sapiens
6] XP_011967523.1-LMP2-Ovis-aries
100 XP_005696503.3-LMP2-Capra-hircus
45|| XP_005891441.1-LMP2-Bos-mutus
YKS8-LMP2-AA
39 YK9-LMP2-AA
56] YK2-LMP2-AA
YK5-LMP2-AA
YK7-LMP2-AA
VK3-LMP2-AA (;allsma
YR4-LMP2-AA Clade—II
YK6-LMP2-AA (LMP2 )
YKI1-LMP2-AA
NP_001029560.1-LMP2-Bos-taurus
YKI11-LMP2-AA
YKI12-LMP2-AA
YKI13-LMP2-AA
YK14-LMP2-AA Gallsma
YK15-LMP2-AA
YK16-LMP2-AA
XP_006050351.1-LMP2-Bubalus-bubalis
YKI10-LMP2-AA

Sekil 4.91. Yerli kara ve diger tiirlerdeki LMP2 ve LMP7 bolgelerinin filogenetik agac.

0.1

205



5. SONUC ve ONERILER

BoLA genetik c¢esitliligi virlisler, bakteriler, mayalar, protozoan ve bagirsak
solucanlar1 dahil olmak {izere bir¢ok enfeksiyon hastaliklarmmin diren¢ ve duyarliliini
etkiledigi bilinmektedir. BoLA genlerinin genetik polimorfizmi ile ilgili bir¢ok bilgi vardir
ve bu arastirmalarin bircogu kiiltiir irklar iizerinde yapilmistir. Sigir, domuz, koyun ve
keci wrklarinda yapilan molekiiler ¢alismalar bu tiirlerin Anadolu {izerinden Avrupa’ya
yayilldigin1 gdstermektedir. Evciltme tarihinde 6nemli bir yeri olan Tiirkiye’deki yerli
hayvan wklarinin ki bunlarin basinda sigir wklar1 gelmektedir, immiin sistemlerini

olusturan gen ve gen bolgeleri hakkinda yeterli ve agiklayici ¢alisma bulunmamaktadir.

Bu ¢alismada yerli sigir irklarimizdan olan Yerli Kara irkinin bagisiklik kapasitesi
ve bu 6zellikleri yoniinden diger irklara benzerlik ve farkliliklarin1 belirlemeye, sigirlarda
Biiyiik Doku Uygunluk Kompleksi (BoLA) lokusunu olusturan BoLA-DMA, BoLA-DMB,
BoLA-DQA, BoLA-DQB, BoLA-DRA, BoLA-DRB2, BoLA-DRB3, BoLA-DYA, BoLA-
DYB, LMP2, LMP7 gen bolgeleri incelenmis ve genetik olarak birbirleriyle
iligkilendirilmeye g¢alisilmistir. Ayrica bu gen bolgelerinin farkli ekzonlarinin niikleotid
dizi analizi gergeklestirilerek, Yerli Kara sigir irkinin dogal bagisiklik sisteminin temelini

olusturan bu gen bolgeleri ile iligkili referans veriler elde edilmistir.

Calismada kullanilan hayvan materyali, Amasya-Merzifon (inalani, Derealan ve
Asagibiik koyleri) ve Kars-Sarikamig (Karakose koyii) bolgelerinden toplanan 67 kan (29,
4 - 38, Q) ornegi olusturmaktadir. Toplanan tim kan 6rneklerinden manuel ve ticari kit
yardimiyla genomik DNA izolasyonu yapilmistir. Yerli kara sigir orneklerinde BoLA-
DMA-E2,3,4, -DMB-E2, -DQA1-E2, -DQA2-E3, -DQA5-E2, -DQB-E2, -DRA-E2, -
DRB2-E2, -DRB3-E2, -DYA-EL, -DYA-E2, -DYA-E3,4, -DYB-E3, LMP2-E2 ve LMP7-
E3,4,5 bolgelerini ¢ogaltmak icin gerekli ileri ve geri primerler tasarlanmistir. PZR ile
amplifikasyon yapilan ornekler niikleotid dizi analiz cihazi ile ekzon dizi bilgileri elde
edilmistir. Direk dizilenemeyen bolgeler veya bu bolgelerin baslangic ve sonlarindaki
hatal1 okumalardan kaynaklanan yanligliklarin diizeltilmesi ve tam dogru niikleotid
dizilerinin ortaya c¢ikartilmasi icin vektore klonlanarak, {iniversal primerler ile niikleotid
dizileri belirlenmistir. Niikleotid dizi bilgilerine gore her boélge i¢in 16 konsensiis
olusturulmustur. Her ornek icin ileri ve geri primerler ile elde edilen niikleotid dizi
kromatogramlarim1 bakilarak heterozigot bdlgeler belirlenmistir. Jukes-Cantor veya
Kimura-2 parametrisi ile istatistiksel metod olarak ise NJ veya UPGMA metodlarn

kullanilarak, filogenetik test metodu olarak Bootstrap (1000 tekrar) ile dendogramlari elde
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edilmistir. Elde edilen niikleotid diziler NCBI’ya girilerek uluslararasi bir boyut
kazandirilmistir. Ayrica muhtemel protein dizileri incelenerek referans veriler elde
edilmistir. Son olarak onceki ¢alismalarda elde edilen allel bilgilerinden faydalanilarak,
hastaliklara direng¢ 6zellikleri incelenmis ve tiir i¢indeki bireyler arasindaki varyasyonun

derecesi arastirilmistir.

DMA-E2,3,4 bolgesinde genetik polimorfizme ve allelik varyasyona sahip 91
polimorfik niilkeotid farkliligin bulundugu goriilmiistiir. Niikleotid dizisinde belirlenen 91
polimorfik niikleotid bolgesinin 22 tanesinin ekzon bolgelerindeki polimorfizmden
kaynaklandig1 ve bu bolgelerin amino asit dizisinde yaptig1 degisikliklerin daha Onceki
caligmalarda belirlenenlerden farkli oldugu goézlemlenmistir. Bu degisiklikler boliim
4.4.1.2°de ayrintili olarak gosterilmistir. DMA-mRNA (783 b¢ uzunlugunda) dizilerinden
yola cikilarak 6 farkli haplotip belirlenmistir (in silico). Bu gen bdlgesi yoniinden yerli
kara sigirlarinda, haplotip farkliligi 0,998 + 0,007 olarak, niikleotid farkliligi 0,00822 +
0,0000012 olarak hesaplanmistir. Yerli karalardaki haplotipler arasindaki genetik
uzakliklar 0,0010-0,0331 (ortalamasi: 0,0083) arasinda ve oldukca diisiikk degerlerde
bulunmustur. Konsensiis dizileri filogenetik iligkileri bakimindan referans diziye gore
(niikleotid i¢in AY957499.1, mRNA i¢cin NM_001012674.2 ve aa icin NP_001012692.2)
niikleotid ve amino asit dizisi ayrimi %20 hesaplanirken mRNA dizisi %50 seklinde

belirlenmistir.

DMB-E2 bélgesinde genetik polimorfizmi ve alelik varyasyona sahip 13 polimorfik
niilkeotid farkliligin bulundugu goriilmistiir. Yerli karalarda DMB-E2 bolgesi yoniinden
haplotip farklilig1 0,653 + 0,122 olarak, niikleotid farklilig1 0,00478 + 0,0000029 olarak
hesaplanmistir. Yerli karalardaki haplotipler arasindaki genetik uzakliklar 0,0033-0,0373
(ortalamasi: 0,0080) arasinda ve oldukga diisiik degerlerde bulunmustur. DMB-E2 niiklotid
konsensiis dizileri kullanilarak elde edilen DMB-mRNA (789 b¢ uzunlugunda)
dizilerinden yola cikilarak 9 farkli haplotip belirlenmistir (in silico). Belirlenen
haplotiplere bakilarak bu gen bolgesi yoniinden YK9,14 ve 15 nolu konsensiis dizilerin
olusturuldugu popiilasyonlardaki bireylerde heterozigotlugun yaygin olarak gorildigi
tespit edilmistir. Yerli kara sigir irkindaki DMB-E2 bdlgesinin amino asit pozisyonlarina
bakildiginda, 17. ve 18. pozisyonlarda bulunan apolar bir amino asit olan alalin yerine,
porlin (17. pozisyon ig¢in) ve polar bir amino asit olan treonin (18. pozisyon igin)
gelmesidir. Bu bolge sinyal peptid bolgesi icerisindedir (Niimi ve ark., 1995). Signal petid
bolgesindeki bu farkliligin herhangi bir degisiklige sebep oldugunu belirlemek i¢in SignalP
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4.1 online (http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP/) programindan yararlanilmis ve bu
bolgede bir degisiklige sebep oldugu sonucuna varilmigtir (Sekil 4.20). Sinyal peptid
bolgesi yeni sentezlenen bir proteinin dogru yere veya hiicresel boliime yonlendiren 15-30
amino asit uzunlukta bir bolgedir. Ayrica bu bodlge proteinin endoplazmik retikuluma
transferi ve olgun protein olusurken, uygun bdlgeden sinyal peptidaz tarafindan
kesilmesini saglamaktadir (Heijne ve Gavel, 1988; Kaill ve ark., 2004). Konsensiis dizileri
filogenetik iligkileri bakimindan referans diziye gore (niikleotid i¢in AY957499.1, mRNA
icin NM_001040481.3 ve aa igin NP_001035571.1) niikleotid ve amino asit dizisi ayrimi
%10 hesaplanirken mRNA dizisi %20 seklinde belirlenmistir.

YK-DQA1-E2 (310 bg), YK-DQAZ2-E3 (389 bg) ve YK-DQAS-E2 (338 bg)
bolgelerinin her iki zincirinden ileri ve geri primerleri kullanilarak niikleotid dizisi
belirlenmistir. Yerli karadaki DQA1-E2 bolgesinin en az 28 en fazla 37 adet niikleotid
farklilik icerdigi ve 51-294. niikleotid pozisyonlar: arasinda toplam 500 polimorfik nokta
tespit edilmistir.  DQAZ2-E3 bolgesinin polimorfik bolgeleri belirlenmistir. Diger
bolgelerden fakli olarak DQA2-E3 bolgesinde 103-105. pozisyonunda ii¢ niikleotidden
olusan bir insersiyon gézlemlenmistir. Bu tiim yerli kara sigir 6rneklerinden olusturulan
konsensiiz dizilerin tamaminda goriilmesi, bu bolgenin yerli karalara 6zgii bir degisim
oldugu seklinde yorumlanmistir. Yerli kara DQA2-E3 bolgesinde 26-395. niikleotid
pozisyonlar1 arasinda toplam 489 polimorfik nokta belirlenmistir. Diger taraftan YK-
DQAS-E2 bolgesinde genetik polimorfizmi ve allelik varyasyona sahip toplam 308
polimorfik niilkeotid farkliligin bulundugu goriilmiistiir. DQA1-E2, DQAZ2-E3 ve DQAS-
E2 niiklotid konsensiis dizileri kullanilarak elde edilen DQA1, DQA2 ve DQAS-mRNA
(768, 765 ve 768 b¢ uzunlugunda) dizilerinden yola ¢ikilarak, DQA1 icin 12 adet farkl
haplotip, DQA2 i¢in 13 adet farkli haplotip ve DQAS icin ise 7 adet farkli haplotip
belirlenmistir. Yerli kara sigir irkinin DQA1 geni yoniinde amino asit pozisyonlar: dikkate
alindiginda, olusturulan tiim konsensiis dizilerinde 36., 37. ve 38. pozisyonundaki alanin,
aspartik asit ve fenilalanin (A,D,F) ti¢lii amino asit dizisi yerine treonin, gliitamik asit ve
izolosin’den (T.E,I) olusan bir {i¢lii amino asit dizisi belirlenmistir. DQA2 gen bolgesi
yoniinden ise yerli kara sigir irkinda 138. amino asit pozisyonunda izolosin (I) amino
asidinin eklenmis olmasidir. Yerli kara sigir irkkimizdaki DQA1, DQA2 ve DQAS genleri
yoniindeki farkliliklar son derece énemlidir. DQA geni iImmiin Polimorfizm Veritabanina
(IPD) girilen ii¢ genden (DQA, DQB ve DRB3) bir tanesidir. Bu veri tabaninda Bos

indicus (5 allel), Bos taurus (56 allel) ve Bubalus bubalis (8 allel) irklarina ait allellerin
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veri tabani olusturulmustur (IPD-http://www.ebi.ac.uk/ipd/mhc/group/BoLA; Robinson ve
ark., 2012). Farkliliklarin alfa ve immiinoglobulin domaininlerinde goriilmesi bu bdlgelerin
yerli karanin bagisiklik sistemine onemli katkisi oldugu diisiilmiustiir. Yerli kara DQAI
konsensiis dizileri filogenetik iligskileri bakimindan referans diziye gore (niikleotid icin
FQ482091.6, mRNA i¢in NM 001013601.3 ve aa i¢cin NP_001013619.3) niikleotid ve
amino asit dizisi ayrimindaki bootstrap test degeri %10 hesaplanirken mRNA dizisi %50
seklinde belirlenirken, yerli kara DQA2 konsensiis dizileri filogenetik iliskileri bakimindan
referans diziye gore (niikleotid i¢in FQ482109.2, mRNA i¢in XM 015468906.1 ve aa icin
XP 015315336.1) niikleotid dizisi ayrimindaki bootstrap test degeri %50 hesaplanirken
mRNA ve amino asit dizisi %20 seklinde belirlenmistir. Ayrica yerli kara DQAS
konsensiis dizileri filogenetik iliskileri bakimindan referans diziye gore (niikleotid i¢in
FQ482109.2, mRNA icin NM _001012675.2 ve aa i¢in NP_001012693.2) niikleotid dizisi
ayrimindaki bootstrap test degeri %20 olarak hesaplanirken, mRNA dizisi %50 ve amino
asit dizisi %10 seklinde hesaplanmistir. Yerli kara sigirlarinda, haplotip farkliligin DQAI-
E2 i¢in 0,972 + 0,020, DQA2-E3 igin 0,975 + 0,014 ve DQAS5-E2 igin ise 0,949 +
0,0310larak hesaplanirken, niikleotid farkliligi ise DQAI1-E2, DQA2-E3 ve DQAS5-E2
bolgeleri i¢in sirastyla 0,01375 £+ 0,0000015, 0,02070 + 0,0000209 ve 0,0534 + 0,0003318
olarak hesaplanmistir. Yerli karalardaki haplotipler arasindaki genetik uzakliklar ise
DQAIL-E2 i¢in 0,0032-0,0362 (ortalama: 0,0139), DQAZ2-E3 i¢in  0,0025-0,0805
(ortalama: 0,0211) ve DQAS5-E2 igin ise 0,0029-0,2197 (ortalama: 0,0595) arasinda

bulunmustur.

YK-DQB-E2 boélgesinin her iki zinciride ileri ve geri primerleri kullanilarak
niikleotid dizisi belirlenmistir (374 bg). Referans dizi ve elde edilen konsensiiz dizileri
kiyaslandiginda yerli karadaki DQB-E2 bolgesinin en az 2 en fazla 7 adet niikleotid
farklilik igerdigi goriilmistiir. Yerli kara sigir irkindaki DQB-E2 boélgesindeki 77.
pozisyondaki G—T, 129. pozisyondaki T—A ve 166. pozisyondaki T—C doniistiigii ve
77. ve 166. niikleotidlerin yerli kara DQB konsensiiz dizilerinin tamaminda korundugu
belirlenmistir. DQB-E2 niiklotid konsensiis dizileri kullanilarak elde edilen DQB-mRNA
(786 bg¢ uzunlugunda) dizilerinden yola ¢ikilarak 8 farkli haplotip belirlenmistir (in silico).
Niikleotid dizisinde belirlenen 62 polimorfik niikleotid bdlgesinin 57 adetti ekozn bolgesi
iceresindedir. Buda genis bir amino asit c¢esitliligi saglamaktadir. ~ Amino asit
pozisyonlarima bakildiginda; YK16 disindaki tiim konsensiislerde 45. pozisyondaki
sistein—glisine doniisiirken, YK2, 3, 4, 5, 7, 8§, 11, 12, 13 ve 14 konsensiislerinde 62.
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pozisyondaki tirozin—fenilalanine doniismiistiir. Sonug olarak, bu ¢alismada, MHC sinif 11
DQB geninin ekson 2 izole edilmis ve ilk defa yerli kara sigirinda karakterize edilmistir.
Yerli kara 8 yeni allel tespit edilmistir. Ancak dikkat ¢eken nokta YK2, 4, 5,9, 11, 12, 13
ve 14 konsensiiz dizilerini olusturan allelin korunuyor olmasidir. Bu da yerli kara irkinda
bu allelin gii¢lii bir pozitif se¢imi oldugunu dogrulamaktadir. Ayrica DQB-E2 bdlgesi
yoniinden haplotip farkliligi 0,907 + 0,044 olarak, niikleotid farklilig1 0,00654 + 0,000089
olarak hesaplanmistir. Yerli karalardaki haplotipler arasindaki genetik uzakliklar 0,0027-
0,0216 (ortalamasi: 0,0066) arasinda bulunmustur.

YK-DRA-E2 boélgesinin her iki zincirinde ileri ve geri primerleri kullanilarak
niikleotid dizisi belirlenmistir (305 bg). Hizalama islemi sonunda intron bolgelerinin de
icerisinde bulundugu konsensiis dizilerinde en fazla farkliik YK-2-DRA-E2 nolu
konsensiis dizisinde (2 niikleotid) gozlemlenirken, diger dizilerde sadece 1 niikleotid
farklilik belirlenmistir. DRA-E2 niiklotid konsensiis dizileri kullanilarak elde edilen DRA-
mRNA (762 b¢ uzunlugunda) dizilerinden yola ¢ikilarak 4 farkli haplotip belirlenmistir (in
silico). Belirlenen haplotiplere bakilarak bu gen bdlgesi yoniinden YK2,7 ve 10 nolu
konsensiis dizilerin olusturuldugu popiilasyonlardaki bireylerde heterozigotlugun yaygin
olarak goriildigi belirlenmistir. Amino asit pozisyonlarina bakildiginda; YKI1-16
konsensiiz dizilerinde belirlenen niikleotid farkliliklar hi¢bir amino asit degisikligine neden
olmamistir. Kisaca Ozetlemek gerekirse yerli kara sigir irkindan DRA geni ilk kez
karakterize edilmistir. YK-DRA'n, 6zellikle memelilerin ¢ogunda oldugu gibi, ekzon
2’nin olduk¢a korunmus oldugunu gozlemlenmistir. DRA-E2 bolgesi yoniinden haplotip
farklilign 0,586 + 0,079 olarak, niikleotid farkliligi 0,00221 + 0,00040 olarak
hesaplanmistir. Yerli karalardaki haplotipler arasindaki genetik uzakliklar 0,0033-0,0066

(ortalamasi: 0,0022) arasinda bulunmustur.

YK-DRB2-E2 bolgesinin her iki zinciride ileri ve geri primerleri kullanilarak
niikleotid dizisi belirlenmistir (394 bg). YK-DRB2-E2 bélgesinde genetik polimorfizmi ve
alelik varyasyona sahip 11 polimorfik niikleotid farkliligin bulundugu goriilmiistiir. Ayrica
107, 159 ve 270 niikleotid pozisyonlarda heterozigotlugun yaygin oldugu gozlemlenmistir.
YK-DRB2-E2 niiklotid konsensiis dizileri kullanilarak elde edilen DRB2-mRNA (964 bg
uzunlugunda) dizilerinden yola ¢ikilarak 10 farkli haplotip belirlenmistir (in silico). Ayrica
yerli kara sigir irkindaki DRB2-E2 bélgesinde (YK3-16) iiclii niikleotid dizisi olan A,C ve
G (pozisyon 259, 260 ve 262)’nin bir ¢ok 6rnekte korunmus oldugu goriilmistiir. Yerli

kara sigirindaki (87 ve 88 pozisyondaki amino asitler) Treonin-Alanin bolgesi beta 1
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bolgesinin (10-90 aa’lik ilk bolge) bitis bolgesinde bulunurken, Glisin bdlgesinin de beta 2
bolgesinin bitis bogelsinde (100-180 aa’lik ikinci bolge) bulunmasi, DRB2 molekiiliinii
olusturan proteinin katlanmasinda bir degisiklige sebep olabilecegi 6n gorilmiistiir. Yerli
kara sigir irkimizdaki BoLA-DRB2-E2 bolgesinin ait sekans ortaya cikartilmistir. Bu
diziler kullanilarak NCBI’da daha onceden belirlenen BoLA-DRB2 gen bdlgeleri ile
beraber filogenetik analiz yapilmistir. Yerli kara sigir ki i¢in olusturulan filogenetik
agaglar Neighbor-Joining (NJ) yontemi, Jukes—Cantor modeli ve Bootstrap metoduna
(1000) dayanmaktadir. Konsensiis dizileri filogenetik iliskileri bakimindan referans diziye
gore (nilikleotid i¢in FQ482091.6, mRNA icin XM 015468908.1 ve aa igin
XP_010816599.2) niikleotid ve amino asit dizisi ayrimindaki bootstrap test degeri %50
hesaplanirken mRNA dizisi %10 seklinde belirlenmistir. Yerli kara sigirlarinda, DRB2-E2
bolgesi yoniinden haplotip farkliligr 0,931 + 0,013 olarak, niikleotid farklilig1 0,00595 +
0,00036 olarak hesaplanmistir. Yerli karalardaki haplotipler arasindaki genetik uzakliklar
0,0025-0,0197 (ortalamasi: 0,0060) arasinda bulunmustur.

YK-DRB3-E2 bolgesinin her iki zincirinde ileri ve geri primerleri kullanilarak
niikleotid dizisi belirlenmistir (414 bg). Hizalama islemi sonunda, polimorfik bdlgelerin
tamami ekzon 2 bolgesi icerisinde oldugu goriilmiistiir. Referans dizi ve elde edilen
konsensiiz dizileri kiyaslandiginda yerli karadaki DRB3-E2 bolgesinin en az 9 (YK6-
DRB3-E2) en fazla 26 (YK12-DRB3-E2) adet niikleotid farklilik icerdigi goriilmiistiir.
Yerli kara si@ir wrkindaki DRB3-E2 boélgesindeki 89. pozisyondaki C—T, 105.
pozisyondaki A—T, 135. pozisyondaki A—T, 159. pozisyondaki A—G, 162.
pozisyondaki G—C, 165. pozisyondaki T—A, 173. pozisyondaki T—C, 178. pozisyondaki
C—G, 193 ve 194. pozisyondaki CT—GA, 203-207. pozisyondaki CGGGC—SRSAR ve
252. pozisyondaki G—T, niikleotidlerin yerli kara DRB3 konsensiiz dizilerinin tamaminda
korundugu belirlenmistir. Buna gore elde edilen yerli kara konsensiiz dizilerinin her biri
birbirinden farkli birer alleli temsil ettigi sonucuna varilmistir. DRB3-E2 niiklotid
konsensiis dizileri kullanilarak elde edilen DMA-mRNA (801 b¢ uzunlugunda)
dizilerinden yola c¢ikilarak 16 farkli haplotip belirlenmigtir. Ayrica YK-DRB3-E2
bolgesinde 46-295. niikleotidleri arasinda 65 farkli polimorfik nokta belirlenmistir. Burada
dikkat ceken nokta ise niikleotid dizisinde belirlenen 275 polimorfik niikleotid bdlgesinin
neredeyse tamamu yaklasik 273 niikleotid farkliligin korunuyor olmasidir. Yerli kara sigir
irkinin DRB3 geni yoniinde amino asit pozisyonlar1 dikkate alindiginda referans Bos

taurus DRB3 (Ac. No. NP 001012698.2) proteinine gore, olusturulan tiim konsensiis
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dizilerinde 42. pozisyonundaki nétiir bir amino asit olan glisin yerine kuvvetli bazik bir
amino asit olan arjinine (G—R) ve 124. pozisyonundaki apolar bir amino asit olan valin
(hidropati indeksi; 4,2) yerine yine apolar amino asit olan glisin’e (hidropati indeksi; -4)
(V—G) dontstiigii ve popiilasyonlarda korundugu belirlenmistir. Diger amino asit
degisiklikler boliim 4.6.3.2°de ayrintili olarak gosterilmistir. Yerli kara sigir irkimizdaki
DRB3 geninde ilk defa belirlenen farkliliklar son derece dnemlidir. DRB3 geni immiin
Polimorfizm Veritabanina (IPD) girilen ii¢ genden (DQA, DQB ve DRB3) bir tanesi ve en
onemlisidir. Bu veri tabaninda Bos indicus (42 allel) ve Bos taurus (69 allel) irklarina ait
allellerin veri tabani olusturulmustur (IPD-http://www.ebi.ac.uk/ipd/mhc/group/BoLA,;
Robinson ve ark., 2012). Farkliliklarin tamami beta domaininde (42—116) goriilmesi bu
bolgelerin yerli karanin bagisiklik sistemine 6nemli katkisi oldugu diistilmistiir. Yerli kara
DRB3 konsensiis dizileri filogenetik iliskileri bakimindan referans diziye gore (niikleotid
icin FQ482110.1, mRNA i¢in NM_001012680.2 ve aa i¢in NP_001012698.2) niikleotid ve
amino asit dizisi ayrimindaki bootstrap test degeri %50 hesaplanirken mMRNA dizisi %20
seklinde belirlenmistir. Filogenetik agac¢ lizerindeki yerli kara allelleri incelendiginde,
YK7-DRB3-E2 allenin, Sap hastaligina kars1 yliksek koruyucu immiin yanitla iligkili olan
Bota-DRB3*0801 alleli ile %96 benzerlik gosterdigi, bu allenin baglanma ceplerindeki
spesifik kalintilarin FMD asisina karst immiin yanit i¢in ¢ok dnemli oldugunun belirlenmis
olmasi, YK7-DRB3-E2 allelenin yerli kara i¢in benzersiz yapmaktadir (Gowane ve ark.,
2013). Ayrica YK-DRB3-E2 alleli mastitis riskini azaltan ve klinik mastitise direng ile
baglantili Bota-DRB3*1501-1502 allerin buldugu dalda bulunmustur. Bu sonu¢ YK7-
DRB3-E2 konsensiiz dizisin olusturdugu alleli bu hastaliklara karsi1 direngli bir allel
yapmaz, ancak bu allelerin 6zelliklerini de barindirmadigi anlamina gelmez, bunu igin
daha fazla popiilasyonda daha fazla 6rnek ile ¢aligma yapilmalidir. Bununla birlikte YK3-,
YK10- ve YKI15-DRB3-E2 alleleri kalici lenfositoza (KL) diren¢ saglayan Bota-
DRB3*0201 alleline %99 benzemektedir (Udina ve ark., 2003). Sigirlardaki kene
enfestasyonlarina duyarliligin kalitsal bir bilesene sahip oldugu tahmin edilmektedir,
bunun en énemli sebebi dogalar1 geregi farkli sigir irklarinin digerlerine gore daha direngli
oldugu bilinmektedir, fakat neden olan genetik unsurlar hala tam olarak bilinmemektedir
(Untalan ve ark., 2007). Sigir siiriilerinde yapilan bir ¢calismada kene direncini belirlemek
icin, BoLA-DRB3 geninin ikinci ekzonun ile gerceklestirilen analiz calismalarinda,
DRB3%*4401 allelinin kenelere diren¢ saglayan bir fenotipe sahip oldugunu belirlemislerdir
(Untalan ve ark., 2007). Iste bu allel ile YK1-DRB3-E2 ve YK12-DRB3-E2 alleleri ayni

dalda bulunmustur. Yerli kara si@irinin zor sartlara adaptasyonu ve mera hayvanciligina
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uygun bir yapida bulunmasi bu allel yoniinden veya daha giiclii alleleri barindirmasi hig
sasirtict degildir. YK3-DRB3-E2 ve YK8-DRB2-E2 alleleri heniiz bir fonksiyonu
belirlenmemis Bota-DRB3*3501 alleli ile %99 benzerlik gostermektedir. YK9-DRB3-E2
alleli ise KL ye direng ile iligkili Bota-DRB3*0701 alleli ile %99 benzerlik gostermektedir
(Xu ve ark., 1993). Ayrica YK4-, YK6- ve YK16-DRB3-E2 alleleri IPD’deki DRB3
allelerinden farkli birer allel oldugu yorumu yapilmistir. Ayrica yerli kara sigirlarinda en
yiiksek haplotip farkliligt DRB3-E2 boélgesinde 1,000 = 0,0010 olarak hesaplanirken,
niikleotid farklilig1 0,05199 + 0,00147 olarak hesaplanmistir. Yerli karalardaki haplotipler
arasindaki genetik uzakliklar 0,0032-0,1125 (ortalamasi: 0,0543) arasinda bulunmustur.

YK-DYA-E1 (179 bg), YK-DYA-E2 (316 bg) ve YK-DYA-E3,4 (1159 bg)
bolgelerinin her iki zincirinden ileri ve geri primerleri kullanilarak niikleotid dizisi
belirlenmigtir. Kiimeleme islemi sonunda YK-DYA-E1 bolgesini yoniinden, konsensiiz
dizilerinde, YK1-DYA-E1 dizisinde 13. ve 140. pozisyonlarda (W: A veya T), YK14-
DYA-E1 dizisinde 143. pozisyonlarda (W: A veya T) ve YK15-DYA-E1 dizisinde de 140.
pozisyonlarda (W: A veya T) heterozigot noktalart belirlenmistir. YK-DYA-E2 niikleotid
dizilerinin kiimelenmesi sonucunda, en fazla farklilik 5 niikleotid iken, en az farklilik 3
niikleotid olarak gozlemlenmistir. Buradaki dikkat ¢ceken nokta 46, 63, 100, 184 ve 207
pozisyondaki niikleotidlerin heterozigot oluslaridir. YK-DYA gen boélgesini olusturan
diger ekzon bolgelerinin (E3 ve E4) kiimelenmesi sonucunda en fazla farklilik 14 niikleotid
iken, en az farklilik ise 2 niikleotid olarak gozlemlenmistir. Bu bolgelerdeki farkliliklarda
tipki diger DYA ekzonlarinda oldugu gibi yaygin heterozigotluk gostermislerdir. Yerli
kara DYA niiklotid konsensiis dizileri kullanilarak elde edilen DYA-mRNA (762 bg
uzunlugunda) dizilerinden yola cikilarak 14 farkli haplotip belirlenmistir. Belirlenen
haplotiplere bakilarak bu gen bolgesi yoniinden yerli kara konsenslis dizilerin
olusturuldugu popiilasyonlardaki bireylerde heterozigotlugun yaygin olarak goriildigi
belirlenmistir. Dikkat ¢eken nokta ise 77. pozisyondaki C yerine tiim yerli kara sigirlarinda
G niikleotidinin gelmesidir. Yerli kara sigir wrkinin DYA geni yoniinde amino asit
pozisyonlar1 dikkate alindiginda, olustururlan tiim konsensiis dizilerinde 26.
pozisyonundaki alaninin (A) gilisinine (G) doniistiigli ve bu degisikligin tiim yerli kara
orneklerinde korundugu belirlenmistir. Ayrica 42. pozisyondaki alaninin (A)—X’e
(herhangi bir amino asit), 70. pozisyondaki prolinin (P) —X’e (herhangi bir amino asit),
77. pozisyondaki lizinin (K)— X’e (herhangi bir amino asit), 148. pozisyondaki

asparajininin (N)—X’e (herhangi bir amino asit) ve 180. pozisyondaki serinin (S)—X’e
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(herhangi bir amino asit) doniistiigii belirlenmistir. Yerli kara sigir ki i¢in olusturulan
filogenetik agacglar Neighbor-Joining (NJ) yontemi, Jukes—Cantor modeli ve Bootstrap
metoduna (1000) dayanmaktadir. Konsensiis dizileri filogenetik iliskileri bakimindan
referans diziye gore (niikleotid dizileri i¢in Ac. No. AY957499.1) YK-DYA-EI1 niikleotid
dizisi ayrim1 %50, YK-DYA-E2 niikleotid dizisi ayrimi %50 ve YK-DYA-E3.,4 niikleotid
dizisi ayrimi %20, mRNA dizisi (mRNA dizileri i¢in Ac. No. NM_001012678.1) %50
seklinde hesaplanirken amino asit dizisi (amino asit dizileri i¢in Ac. No. AAI49796.1)
ayrim1 %10 olarak belirlenmistir. Yerli kara sigirlarinda, haplotip farkliligt DYA-EI i¢in
0,538 £ 0,114, DYA-E2 i¢in 0,969 + 0,005 ve DYA-E3,4 igin ise 0,989 + 0,009 olarak
hesaplanirken, niikleotid farkliligi ise DYA-E1, DYA-E2 ve DYA-E3.,4 bolgeleri i¢in
sirastyla 0,00392 + 0,00100, 0,00783 + 0,00011 ve 0,00549 + 0,00029 olarak
hesaplanmistir. Yerli karalardaki haplotipler arasindaki genetik uzakliklar ise DYA-E1 i¢in
0,0056-0,0169 (ortalama: 0,0039), DYA-E2 i¢in 0,0032-0,0160 (ortalama: 0,0078) ve
DYA-E34 i¢in ise 0,0009-0,0122 (ortalama: 0,0055) arasinda bulunmustur. YK-DYA
amino asit dizilerinin si8ir, insan, domuz, koyun ve bizonda kiyaslanmasi, yerli kara sigir
k1 i¢in benzersiz olan tek amino asit pozisyonunu (glisin) tanimlamamizi saglamistir. Bu
bolge tiim yerli kara DYA konsensiiz dizilerinin tamaminda %100 korunmustur. Tiirler
arasinda korunan amino asitler genellikle genin yapisi veya fonksiyonunu korumak igin
gerekli noktalar1 isaret eder. Ayrica fonksiyonel genler psddogenlerden daha yiiksek
niikleotid koruma seviyesi gostermektedirler. Bu agidan bakildiginda yerli karadaki DYA
genin ekspresyonu seviyesi ve protein yapist daha sonraki caligmalarda ayrintili olarak

calisilacaktir.

YK-DYB-E3 bolgesinin her iki zinciride ileri ve geri primerleri kullanilarak
niikleotid dizisi belirlenmistir (307 bg). Toplamda 23 polimorfik nokta belirlenirken, YK-
DYB-E3 bolgesinde genetik polimorfizmi ve alelik varyasyona sahip 7 polimorfik
niilkeotid farkliligin bulundugu goriilmiistiir. DYB-E3 niiklotid konsensiis dizileri
kullanilarak elde edilen DYB-mRNA (780 b¢ uzunlugunda) dizilerinden yola ¢ikilarak 6
farkli haplotip belirlenmistir (in silico). Yerli kara sigir irkinin DYB geni yoniinde amino
asit pozisyonlar1 dikkate alindiginda, 139. pozisyondaki 16sin (L) — X’e (herhangi bir
amino asit), 194. Pozisyondaki valin (V) — X’e (herhangi bir amino asit) ve 213.
pozisyondaki prolinin (P) — X’e (herhangi bir amino asit) doniistiigli belirlenmistir. Diger
amino asit degisiklikler ayrintili olarak bolim 4.7.2.2’de anlatilmistir. Yerli kara
sigirlarindaki haplotip farkliligit DYB-E3 bolgesinde 0,925 + 0,025 olarak hesaplanirken,
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niikleotid farklilig1 0,00777 + 0,00070 olarak hesaplanmistir. Yerli karalardaki haplotipler
arasindaki genetik uzakliklar 0,0032-0,0298 (ortalamasi: 0,0078) arasinda bulunmustur.
Konsensts dizileri filogenetik iligkileri bakimindan referans diziye gore (niikleotid igin
AY957499.1, mRNA i¢cin NM_001012679.1 ve aa i¢in NM_001012679.1) niikleotid dizisi
ayrimindaki bootstrap test degeri %50, mRNA dizisi %20 ve amino asit dizisi %10
seklinde belirlenmistir. Agac¢ topolojisi incelendiginde, sigir ve koyun DYB genleri
arasindaki karsilastirma % 96’lik bir orana sahip oldugu daha onceki caligmalarda

belirlenmistir (Wright ve ve ark., 1994).

YK-LMP2-E2 (158 bg) ve YK-LMP7-E3,4,5 (1102 bg) bolgelerinin her iki
zincirinden ileri ve geri primerleri kullanilarak niikleotid dizisi belirlenmistir. Referans dizi
ve elde edilen konsensiis dizileri kiyaslandiginda yerli karadaki LMP2-E2 bdolgesinin en az
1 adet, en fazla 8 adet niikleotid farklilik igerdigi gortlmiistiir. Yerli kara LMP2-E2
bolgesinde 46-146. niikleotid pozisyonlar1 arasinda toplam 23 polimorfik nokta
belirlenmistir. Bu bolgeler incelendiginde 46-105 arasindaki 11 niikleotid farkliligin ekzon
2 bolgesinde bulunurken, diger niikleotid farkliliklarin intron bolgesinde oldugu
belirlenmistir. LMP2-E2 niikleotid konsensiis dizileri kullanilarak elde edilen YK-LMP2-
mRNA (660 bg) dizilerinden yola ¢ikilarak 8 farkli haplotip belirlenmistir (in silico).
LMP7-E3, 4 ve 5 ekzonlarini kapsayan bolgedeki polimorfik bolgelerinin bir kismi intron
bolgesinde bir kismininda ekzon 3, 4 ve 5 bolgeleri igerisinde dagildigi gorilmistiir.
LMP7-E3,4,5 niikleotid konsensiis dizileri kullanilarak elde edilen YK-LMP7-mRNA (780
be) dizileri dikkate alinarak 4 farkli haplotip belirlenmistir. Yerli kara sigirlarinda, haplotip
farklilign LMP2-E2 i¢in 0,9948 + 0,0021 ve LMP7-E3, 4, 5 icin ise 0,867 = 0,060 olarak
hesaplanirken, niikleotid farklilig1 ise LMP2-E2 ve LMP7-E3, 4, 5 bolgeleri igin sirasiyla
0,02630 £+ 0,00098 ve 0,00358 =+ 0,00063 olarak hesaplanmistir. Yerli karalardaki
haplotipler arasindaki genetik uzakliklar ise LMP2-E2 i¢in 0,0063-0,0937 (ortalama:
0,0269) ve LMP7-E3, 4, 5 igin ise 0,0009-0,0202 (ortalama: 0,0036) arasinda
bulunmustur. Konsensiis dizileri filogenetik iliskileri bakimindan referans diziye gore
(LMP2 ve LMP7 genlerinde niikleotid icin AY957499.1, LMP2 mRNA i¢in
NM 001034388.2, LMP7 mRNA icin XM 0052231953 ve LMP2 aa igin
NP_001029560.1, LMP7 aa i¢in XP_005223252.1), LMP2 i¢in niikleotid ve amino asit
dizisi ayrimindaki bootstrap test degeri %50 hesaplanirken mRNA dizisi %20 seklinde,
LMP7 i¢in ise niikleotid ve mRNA dizisi ayrimindaki bootstrap test degeri %50

hesaplanirken aa dizisi %20 seklinde belirlenmistir.
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Hayvancilikta popiilasyondaki immiin cevabin dogal genetik varyasyonunu
anlamak hastaliklar1 6nleme stratejilerini tasarlamak i¢in 6nemli bir yontem olabilir. MHC
sigirlardaki adi ile BOLA immiin cevabi baslatarak antijenlerin kaderini belirlemede rol
alir, bu yiizden konakgi patojen iliskisini inceleyen arastirmalarin yogunlastirilmasi,
immiin cevabi olusturan genlerin allel varyasyonlarinin belirlenmesi, BOLA ile hastalik
kontrol stratejilerine destek olacaktir. Farkli aleller tarafindan kodlanan BOLA molekiilleri
immiin sistemine farkli peptit setlerini baglar ve sunarlar. BoLA allellerinin antijen
baglanma farkligi anlamamiz, BOLA polimorfizmlerinin evrimini ve BOLA-bagiml
direngin immiinolojik temelinin agiklanmasina yardimci olabilir. Ayrica bu edindigimiz
bilgilerle birlikte cografik bolge, parazit epidemiyolojisi ve konakgidaki dagiliminin
molekiiler seviyesi gibi bilgileri birlestirerek hastalik yayilmast 6ngdrii modellerinin

gelistirmek icin bize yardim saglayacagi asikardir.

Sonug olarak, bu ¢alisma yerli kara sigir1 igin elde edilen bilgiler gelecekteki BoLA
hastalik iliskisi c¢alismalarina bilgi saglayacagi distinlilmektedir. Belirlenen BoLA
haplotiplerinin ¢ogunlugu yerli kara sigir irkina 6zgilidiir ve ortak haplotiplerin ¢ok az1
farkli sigir irklarinda gozlemlenmistir. Sigirlarda goriilen kompleks hastaliklar, genom
boyunca birden fazla loci yami sira bircok farkli cevresel faktorlerin etkilesimi ile
iligkilidirler. Diger onemli bagisiklik sistemi genleri varyantlari ile BoLA haplotipinin
biitiinlestirilmesi, 6zellikle sigirlardaki hastaliklara duyarlilik ve direncin genetik temelinin
tam olarak anlasilmasina olanak verecektir. Bu ag¢idan yerli sigir wrklarimizdaki BoLA
bolgesi tamamen aydinlatilmayr beklemektedir. Hayvancilik arastirmalarinda molekiiler,
biyokimyasal, immiinolojik ve genomik disiplinler arasi arastirmalarin en 6nemli hedefleri
MHC polimorfizminin hastalik direnci ve duyarliliga nasil katki sagladigin1 anlamaya
yonelik olmalidir. Molekiiler analiz ve hastalik iligkili haritalama muhtemelen 6nlimiizdeki
uzun yillar hayvan genetigi ve veteriner hekimlikte Onemli bir rol oynayacaktir.
Antibiyotik ve diger ilaglarin patojenik mikroorganizmalarin artan direnci ve bulasici
hastaliklara kars1 direng altinda yatan molekiiler genetik temellerini anlamanin 6nemini
vurgulamaktadir. Gelecekte spesifik hastaliklara direng igin markor-destekli seleksiyon
kombinasyonu ve peptid asilar i¢cin baglanma motifleri hakkinda bilgi kullanim1 hayvan

saglig1 i¢in 6nemli katkilar saglayacaktir.
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7. EKLER
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Ek sekil C.1. Agaroz jelde kullanilan DNA standartlar1 (% 1,5 agaroz jelde). A: 50 bg
DNA ladder (Favorgen) 50 — 500 bg arasinda degisen lineer ¢ift zincirli DNA pargasindan
olusur. 300 bg biiyiikliigiindeki bantlar diger bantlardan daha yogun goriilmektedir. B: 100
b¢ DNA ladder (Thermo Scientific, Amerika) 100 — 3000 bg arasinda degisen 14 adet
lineer ¢ift zincirli DNA parcasindan olusur. 500 ve 1000 bg biiyiikliiglindeki bantlar diger
bantlardan daha yogun goriilmektedir. C: 1 kb DNA standardi (Thermo Scientific,
Amerika) 250 — 10000 bg¢ arasinda degisen 14 adet lineer ¢ift zincirli DNA pargasi
icermektedir. 1, 3 ve 6 kb biyikligindeki bantlar diger bantlardan daha yogun
gorilmektedir.
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Ek Cizelge A.1. Yerli Kara sigir irkinin genel 6zellikleri (Resmi Gazete-2004)

Resmi Gazete Tarihi: 12.12.2004 | Resmi Gazete Sayist: 25668

YERLI HAYVAN IRK VE HATLARININ TESCILI HAKKINDA TEBLIG

TEBLIG NO: 2004/39

Tiirt Sigir (Bos taurus).

Irki Yerli Kara.
Uluslararasi Adi Anatolian Black.
Yerel Adi/Adlan Yerli Kara, Kara Sigir.
Yayilma Alani Orta Anadolu.

Verim Yoni

Et ve siit.

MORFOLOJIK OZELLIKLERI

Viicut Yapisi
Genel Tanimi

Yikseklik ve agirlik itibariyle kiigiik yapili, kisa boynuzlu sigir
irklarindandir. Boyun genellikle orta uzunlukta, ince kivrimlar mevcut
olup, kaslar1 az geligsmistir. Boyunda genellikle ince kivrimlar mevcuttur.
Gerdan az gelismistir. Bogalarda ise boyun oldukca kisa, kasli ve saglam
yapilidir. Gerdan orta derecede gelismistir. Viicut uzuncadir. Gogiis orta
derecede derindir. Yalniz kaburgalarin kisa olmasi neticesinde gogiis,
omuzlar arkasinda ¢ok dardir. Omuz genellikle dar ve uzun olup meyillidir.
Sagr1 sivri, meyillidir ve cidagoya nazaran daha yiiksektir. Sirt ¢izgisi
cidagonun yaptigr kabarti hari¢ tutulursa sakrama kadar diizdiir. Arka
kissm daha genis ve yiiksektir. Genellikle derisi serttir. Ince kemik
yapilidir. Bacaklar kisa, tirnaklar saglamdir. Bilhassa kotii beslenme sartlan
altinda yetisen yerli karalarda incik bolgesi gelismez. Arka bacaklarda kili¢
bacakliliga ¢ok rastlanir. X bacaklilikta goriilebilir.

RENK Deri Deri ve merme siyahtir.
Rengi
Kal Kuzguni siyahtir. Killar yazin kondisyonu i1yi hayvanlarda kisa,
Rengi | ince ve parlaktir. Kigin genellikle uzun ve kabadir.
Tirnak | Siyahtir.
Rengi
Boynuz | Siyahtir.
Rengi
Buzag | Kuzguni siyahtir.
Rengi
BAS Bas Bas buruna dogru incelir. G6z cukurlar1 belirgindir. Bogalarda
OZELLIKLERI | Yapist | bas biiyiikcedir, profili hafif disbiikeydir. Ineklerde bas dar ve

kiiciik, yliz uzun ve burun ucunda digbiikeylik bulunmaz.

Boynuz | Ay bigiminde ve ufaktir. Boynuz genellikle ince yapilidir. Iyi
Yapisi | olusmamis, gayri muntazam sekilli boynuz yapist sikca
goriilmektedir. Bogalarda boynuz kisa, boynuz dibi ineklere
oranla daha kalin ve genellikle yana dogru uzamstir. Ineklerde
boynuzun yonii yana, yukari ve dne dogru yonelmistir. Cok
kisa boynuzlar yana sonra hafifce yukar: dogrudur

Kulak | Genellikle yatay vaziyette durur ve orta kalinliktadir. Kulagin
Yapist | i¢ yiizeyi sik kalin killarla ortiiliidiir.

Goz Siyaha yakin koyu kahverengidir
Rengi
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Ek Cizelge A.1. Devamu.

UREME OZELLIKLERI VE YASAMA GUCU

Min. Mak. Ort.
Ilkine Dogurma Yas1, ay 27-36
Dogum Kolaylig1 Yardimsiz dogum yaparlar.
Dogum Aralidi, ay 12-13.5
Yasama Giicii (Alt1 aya kadar), % 75.0 100.0 91.55
VERIM OZELLIKLERI
Laktasyon Siiresi, giin 164.0 306.0 257.45
Laktasyon Donemi Siit Verimi, kg 242.5 1508.5 1061.61
Siit Yagi, % 3.79 5.43 4.55
305 Giinliik Siit Verimi, kg 1314.63
BUYUME OZELLIKLERI

Erkek Disi

Min. Max. Ort. Min. Max. Ort.
Dogum Agirligi, kg 10.0 30.0 18.75 10.0 24.0 17.74
6 Aylik Canl1 Agirlik, kg 65.0 183.0 100.2 67.0 130.0 95.02
12 Aylik Canli Agirlik, kg 147.0 | 311.0 185.84 96.0 218.0 156.08

DAVRANIS OZELLIKLERI

Analik I¢ Gudiisii Cok iyidir.
Sagilabilme Yetenegi Ortadir.
Sevk ve Idare Kolayligi (Mizag) Ortadur.

IRKA OZGU AYIRICI OZELLIKLERI

Irkin Ozel Yetenekleri
(Hastaliklara direng, gevre
sartlarina dayaniklilik)

kars1 direnci yiiksektir.

Yetersiz kosullara olduk¢a dayanildi, hastalik ve zararlilara

Yetistirme Kosullarmin Ozel
Karakteristigi

kosullarinda yetistirilir.

Ekstansif kosullarda, ilkel bakim, besleme ve barindirma

GENETIK OZELLIKLERI

Gen c¢esitliligi 0.78 dir. Her bir lokustaki ortalama alel sayis1 8.23, Zebu sigir1 ile genetik (gen)
benzerlik %30,6 ve Zebu si1gir1 alellerinin ise %17.2'sini tagimaktadir.
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Ek Cizelge C.1. Yerli Kara sigir 6rneklerine verilen kodlar ve bazi 6zellikleri.

Irki Kiipe No Cinsiyeti Sehir flce Koy
YKO-1 804614 3 Amasya Merzifon Inalan
YKO-2 851251 3 Amasya Merzifon Inalan
YKO-3 855210 3 Amasya Merzifon Inalan
YKO-4 153746 Q Amasya Merzifon Derealan
YKO-5 153752 Q Amasya Merzifon Derealan
YKO-6 153759 Q Amasya Merzifon Derealan
YKO-7 154323 Q Amasya Merzifon Derealan
YKO-8 154325 Q Amasya Merzifon Derealan
YKO-9 409211 Q Amasya Merzifon Derealan

YKO-10 858031 3 Amasya Merzifon Inalan

YKO-11 858033 3 Amasya Merzifon Inalan

YKO-12 409212 Q Amasya Merzifon Derealan
YKO-13 409213 Q Amasya Merzifon Derealan
YKO-14 409214 Q Amasya Merzifon Derealan
YKO-15 962418 3 Amasya Merzifon Inalan

YKO-16 409218 Q Amasya Merzifon Derealan
YKO-17 963478 3 Amasya Merzifon Inalan

YKO-18 963480 3 Amasya Merzifon Inalan

YKO-19 409398 Q Amasya Merzifon Derealan
YKO-20 994623 3 Amasya Merzifon Inalan

YKO-21 994625 3 Amasya Merzifon Inalan

YKO-22 413225 Q Amasya Merzifon Derealan
YKO-23 492899 Q Amasya Merzifon Derealan
YKO-24 492900 Q Amasya Merzifon Derealan
YKO-25 994631 3 Amasya Merzifon Inalan

YKO-26 504453 Q Amasya Merzifon Derealan
YKO-27 994635 3 Amasya Merzifon Inalan

YKO-28 535388 Q Amasya Merzifon Derealan
YKO-29 535390 Q Amasya Merzifon Derealan
YKO-30 684900 Q Amasya Merzifon Derealan
YKO-31 994639 3 Amasya Merzifon Inalan

YKO-32 913582 Q Amasya Merzifon Derealan
YKO-33 670413 Q Amasya Merzifon Asagibiik
YKO-34 913584 3 Amasya Merzifon Derealan
YKO-35 696291 Q Amasya Merzifon Asagibiik
YKO-36 703805 Q Amasya Merzifon Asagibiik
YKO-37 994900 Q Amasya Merzifon Asagibiik
YKO-38 1852084 3 Kars Sartkamis Karakose
YKO-39 94501 3 Kars Sartkamis  Karakdse
YKO-40 2095638 3 Kars Sarikamis Karakose
YKO-41 2467349 3 Kars Sartkamis  Karakdse
YKO-42 1976034 3 Kars Sarikamis Karakose
YKO-43 2467350 3 Kars Sartkamis  Karakdse
YKO-44 1770617 3 Kars Sarikamis Karakose
YKO-45 2095677 3 Kars Sartkamis Karakose
YKO-46 1577464 3 Kars Sartkamis  Karakdse
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Ek Cizelge C.1. Devamu.

Irki Kiipe No Cinsiyeti Sehir flce Koy
YKO-47 2336417 3 Kars Sartkamis  Karakdose
YKO-48 1770624 3 Kars Sarikamis Karakose
YKO-49 1770621 3 Kars Sartkamis  Karakdse
YKO-50 1975898 3 Kars Sarikamis Karakose
YKO-51 2095681 3 Kars Sarikamis  Karakdse
YKO-52 2336477 3 Kars Sartkamis  Karakose
YKO-53 1852091 Q Kars Sartkamis  Karakdse
YKO-54 1577480 Q Kars Sarikamis  Karakdse
YKO-55 2099006 Q Kars Sartkamis  Karakdse
YKO-56 1975833 Q Kars Sarikamis  Karakose
YKO-57 1738189 Q Kars Sartkamis  Karakdse
YKO-58 1818690 Q Kars Sarikamis  Karakdse
YKO-59 1577481 Q Kars Sartkamis  Karakdse
YKO-60 1738191 Q Kars Sarikamis Karakose
YKO-61 1852072 Q Kars Sarikamis  Karakose
YKO-62 1732742 Q Kars Sarikamis Karakose
YKO-63 2037660 Q Kars Sarikamis  Karakose
YKO-64 1732741 Q Kars Sarikamis Karakose
YKO-65 1852061 Q Kars Sarikamig Karakose
YKO-66 1852057 Q Kars Sarikamis  Karakose
YKO-67 1577473 Q Kars Sarikamig Karakose
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Ek Cizelge C.2. BoLA-DMA-E2,3.4 Niikleotid konsensiis dizileri (1081 bg), gen
bolgesinin genel gorilintiisii, hedef ekzon dizileri, primer bolgeleri ve heterozigot allellerin
kromatogram goriintiisii.

1000 2000 3000
I ! I I | ! I

1
AC_000180 (3968 bps)

int-I mt-I1 int-I11
E2 E3 E4
—1 E—— i »
BOLA-DMA \ }

Y

E2.3 ve 4: 1081 bg

YK16 e GGGTTCCCCATCGTTC
YK8 e GGGTTCCCCATCGTTC
YKA e GGGTTCCCATCGTTC
YKI2 s e e GGGTTCCCCATCGTTC
YK7 e GGGTTCCCCATCGTTC
YKI5 e GGGTTCCCCATCGTTC
YKO e GGGATTCCCATCGTTC
YK14 e e GGGTTCCCCATCGTTC
YKS e GGGTTCCCCATCGTTC
YKL e GGGTTCCCCATCGTTC
YK2 e e GGGTTCCCCATCGTTC
YKI3 e GGGTTCCCCATCGTTC
YK3 e e GGGTTCCCCATCGTTC
YKI1 e GGGTTCCCCATCGTTC
YK6 e GGGTTCCCCATCGTTC
Ref-DMA-E2,3,4 GGTCCCATCTGAGCTTCCTTCCCTCACGCCTCAATCCCCCCACAGGGTTCCCCATCGTTC
YK10 e e GGGTTCCCCATCGTTC

* Kk ok kkkxkkkkkk

YK16 AGGTGTTCACACTGAAGCCCCTGGAGTTTGGCAAGCCCAACACGCTGGTCTGTTTCATCA
YK8 AGGTGTTCACACTGAAGGCCCTGGAGTTTGGCAAGGCCCACACGCTGGTCTGTTTCATCA
YK4 AGGTGTTCACACTGAAGCCCCTGGAGTTTGGCAAGCCCAACACGCTGGTCTGTTTCATCA
YK12 AGGTGTTCACACTGAAGCCCCTGGAGTTTGGCAAGCCCAACACGCTGGTCTGTTTCATCA
YK7 AGGTGTTCACACTGAAGCCCCTGGAGTTTGGCAAGCCCAACACGCTGGTCTGTTTCATCA
YK15 AGGTGTTCACACTGAAGCCCCTGGAGTTTGGCAAGCCCAACACGCTGGTCTGTTTCATCA
YK9 AGGTGTTCACACTGAAGCCCCTGGAGTTTGGCAAGCCCAACACGCTGGTCTGTTTCATCA
YK14 AGGTGTTCACACTGAAGCCCCTGGAGTTTGGCAAGCCCAACACGCTGGTCTGTTTCATCA
YK5 AGGTGTTCACACTGAAGCCCCTGGAGTTTGGCAAGGCCCACACGCTGGTCTGTTTCATCA
YK1 AGGTGTTCACACTGAAGGCCCTGGAGTTTGGCAAGCCCAACACGCTGGTCTGTTTCATCA
YK2 AGGTGTTCACACTGAAGGCCCTGGAGTTTGGCAAGCCCAACACGCTGGTCTGTTTCATCA
YK13 AGGTGTTCACACTGAAGCCCCTGGAGTTTGGCAAGCCCAACACGCTGGTCTGTTTCATCA
YK3 AGGTGTTCACACTGAAGGCCCTGGAGTTTGGCAAGCCCAACACGCTGGTCTGTTTCATCA
YK11 AGGTGTTCACACTGAAGCCCCTGGAGTTTGGCAAGCCCAACACGCTGGTCTGTTTCATCA
YK6 AGGTGTTCACACTGAAGCCCCTGGAGTTTGGCAAGCCCAACACGCTGGTCTGTTTCATCA
Ref-DMA-E2, 3,4 AGGTGTTCACACTGAAGCCCCTGGAGTTTGGCAAGCCCAACACGCTGGTCTGTTTCATCA
YK10 AGGTGTTCACACTGAAGCCCCTGGAGTTTGGCAAGCCCAACACGCTGGTCTGTTTCATCA

khkhkkhkrkhkhkrhkhkhkhhkhkhkrkh *hhkrkhkhkhkhkhhkhkrhkhkrkhk *x (rxhkhkrhkhkhkhhkrkhkrhkhkrkhkkxk*k

YK16 GTAATCTCTTTCCACCCACACTGACCGTGAACTGGCAGCATCAGTCGGCACCTGTGGAAG
YK8 GTAATCTCTTTCCACCCACACTGACCGTGAACTGGCAGCATCAGTCGGCACCTGTGGAAG
YK4 GKAATCTCTTTCCACCCACACTGACCGTGAACTGGCAGCATCAGTCGGCACCTGTGGAAG
YK12 GTAATCTCTTTCCACCCACACTGACCGTGAACTGGCAGCATCAGTCGGCACCTGTGGAAG
YK7 GTAATCTCTTTCCACCCACACTGACCGTGAACTGGCAGCATCAGTCGGCACCTGTGGAAG
YK15 GTAATCTCTTTCCACCCACACTGACCGTGAACTGGCAGCATCAGTCGGCACCTGTGGAAG
YK9 GTAATCTCTTTCCACCCACACTGACCGTGAACTGGCAGCATCAGTCGGCACCTGTGGAAG
YK14 GTAATCTCTTTCCACCCACACTGACCGTGAACTGGCAGCATCAGTCGGCACCTGTGGAAG
YK5 GTAATCTCTTTCCACCCACACTGACCGTGAACTGGCAGCATCAGTCGGCACCTGTGGAAG
YK1 GTAATCTCTTTCCACCCACACTGACCGTGAACTGGCAGCATCAGTCGGCACCTGTGGAAG
YK2 GTAATCTCTTTCCACCCACACTGACCGTGAACTGGCAGCATCAGTCGGCACCTGTGGAAG
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YK13
YK3
YK11
YK6
REF-DMA-E2, 3,4
YK10

YK16
YK8
YK4
YK12
YK7
YK15
YK9
YK14
YK5
YK1
YK2
YK13
YK3
YK11
YK6
REF-DMA-E2, 3, 4
YK10

YK16
YKS8
YK4
YK12
YK7
YK15
YK9
YK14
YK5
YK1
YK2
YK13
YK3
YK11
YK6
REF-DMA-E2, 3, 4
YK10

YK16
YK8
YK4
YK12
YK7
YK15
YK9
YK14
YK5
YK1
YK2
YK13
YK3
YK11
YK6
REF-DMA-E2, 3,4
YK10

YK16
YK8
YK4

GTAATCTCTTTCCACCCACACTGACCGTGAACTGGCAGCATCAGTCGGCACCTGTGGAAG
GTAATCTCTTTCCACCCACACTGACCGTGAACTGGCAGCATCAGTCGGCACCTGTGGAAG
GTAATCTCTTTCCACCCACACTGACCGTGAACTGGCAGCATCAGTCGGCACCTGTGGAAG
GTAATCTCTTTCCACCCACACTGACCGTGAACTGGCAGCATCAGTCGGCACCTGTGGAAG
GTAATCTCTTTCCACCCACACTGACCGTGAACTGGCAGCATCAGTCGGCACCTGTGGAAG
GTAATCTCTTTCCACCCACACTGACCGTGAACTGGCAGCATCAGTCGGCACCTGTGGAAG

Kk hkkkkkhkhkhkhk kA hkk A hkhkhhhkhhhkhkhhkhhrhkhrhkkhkrhkhkhkhhkhkhkrhkkhkhkhhkrhkkhkkhkkxkhkkxk*k

GAGCCGGGCCCACTTTTGTCTCCGCGGTTGATGGACTCACCTTCCAGGCCTTTTCCTACT
GAGCCGGGCCCACTTTTGTCTCCGCGGTTGATGGACTCACCTTCCAGGCCTCTTTCTACT
GAGCCGGGCCCACTTTTGTCTCCGCGGTTGATGGACTCACCTTCCAGGCCTTTTCCTACT
GAGCCGGGCCCACTTTTGTCTCCGCGGTTGATGGACTCACCTTCCAGGCCTTTTCCTACT
GAGCCGGGCCCACTTTTGTCTCCGCGGTTGATGGACTCACCTTCCAGGCCTTTTCCTACT
GAGCCGGGCCCACTTTTGTCTCCGCGGTTGATGGACTCACCTTCCAGGCCTTTTCCTACT
GAGCCGGGCCCACTTTTGTCTCCGCGGTTGATGGACTCACCTTCCAGGCCTTTTCCTACT
GAGCCGGGCCCACTTTTGTCTCCGCGGTTGATGGACTCACCTTCCAGGCCTTTTCCTACT
GAGCCGGGCCCACTTTTGTCTCCGCGGTTGATGGACTCACCTTCCAGGCCTTTTCCTACT
GAGCCGGGCCCACTTTTGTCTCCGCGGTTGATGGACTCACCTTCCAGGCCTTTTCCTACT
GAGCCGGGCCCACTTTTGTCTCCGCGGTTGATGGACTCACCTTCCAGGCCTTTTCCTACT
GAGCCGGGCCCACTTTTGTCTCCGCGGTTGATGGACTCACCTTCCAGGCCTTTTCCTACT
GAGCCTGGCCCACTTTTGTCTCCGCGGTTGATGGACTCACCTTCCAGGCCTTTTCCTACT
GAGCCGGGCCCACTTTTGTCTCCGCGGTTGATGGACTCACCTTCCAGGCCTTTTCCTACT
GAGCCGGGCCCACTTTTGTCTCCGCGGTTGATGGACTCACCTTCCAGGCCTTTTCCTACT
GAGCCGGGCCCACTTTTGTCTCCGCGGTTGATGGACTCACCTTCCAGGCCTTTTCCTACT
GAGCCGGGCCCACTTTTGTCTCCGCGGTTGATGGACTCACCTTCCAGGCCTTTTCCTACT

khkhkkhkk hhhkhkhkhhkhkkhkrhkhkrhhkrhkhkhkhdhkkhkrhkhkhkhhkrhkrkhkhkrhkkhkrhkkhkhkhhkrk *k *hkxk*k

TAAACGTCACACCAGCACCCTCTGATCTTTTCTCTTGCATCGTGACTCATGAGATCGATG
TAAACGTCACACCAGCACCCTCTGATCTTTTCTCTTGCATCGTGACTCATGAGATCGATG
TAAA.GTCACACCAGCACCCTCTGATCTTTTCTCTTGCATCGTGACTCATGAGATCGATG
TAAACGTCACACCAGCACCCTCTGATCTTTTCTCTTGCATCGTGACTCATGAGATCGATG
TAAACGTCACACCAGCACCCTCTGATCTTTTCTCTTGCATCGTGACTCATGAGATCGATG
TAAACGTCACACCAGCACCCTCTGATCTTTTCTCTTGCATCGTGACTCATGAGATCGATG
TAAACGTCACACCAGCACCCTCTGATCTTTTCTCTTGCATCGTGACTCATGAGATCGATG
TAAACGTCACACCAGCACCCTCTGATCTTTTCTCTTGCATCGTGACTCATGAGATCGATG
TAAACGTCACACCAGCACCCTCTGATCTTTTCTCTTGCATCGTGACTCATGAGATCGATG
TAAACGTCACACCAGCACCCTCTGATCTTTTCTCTTGCATCGTGACTCATGAGATCGATG
TAAACGTCACACCAGCACCCTCTGATCTTTTCTCTTGCATCGTGACTCATGAGATCGATG
TAAACGTCACACCAGCACCCTCTGATCTTTTCTCTTGCATCGTGACTCATGAGATCGATG
TAAACGTCACACCAGCACCCTCTGATCTTTTCTCTTGCATCGTGACTCATGAGATCGATG
TAAACGTCACACCAGCACCCTCTGATCTTTTCTCTTGCATCGTGACTCATGAGATCGATG
TAAA.GTCACACCAGCACCCTCTGATCTTTTCTCTTGCATCGTGACTCATGAGATCGATG
TAAACGTCACACCAGCACCCTCTGATCTTTTCTCTTGCATCGTGACTCATGAGATCGATG
TAAACGTCACACCAGCACCCTCTGATCTTTTCTCTTGCATCGTGACTCATGAGATCGATG

khkhkhk hhkhhkhkhkhhkhkhkrhkhkrhhkrhkhhhhkhkhkrhkhkrhkhkrhkhkhhhkhkhkrhkkhkrkhhkrkhxhkhkxkhkxk*k

GGGGCTGAAGAGAGGTGGACCCATGGGAGGGCTTGTTTCTCCACCTGGCCTTGTTCAGGC
GGGGCTGAAGAGAGGTGGACCCATGGGAGGGCTTGTTTCTCCACCTGGCCTTGTTCAGGC
GGGGCTGAAGAGAGGTGGACCCATGGGAGGGCTTGTTTCTCCACCTGGCCTTGTTCAGGC
GGGGCTGAAGAGAGGTGGACCCATGGGAGGGCTTGTTTCTCCACCTGGCCTTGTTCAGGC
GGGGCTGAAGAGAGGTGGACCCATGGGAGGGCTTGTTTCTCCACCTGGCCTTGTTCAGGC
GGGGCTGAAAAAAGGTGGACCCATGGGAGGGCTGGTTTCTCCACCTGGCCTTGTTCAGGC
GGGGCTGAAGAGAGGTGGACCCATGGGAGGGCTTGTTTCTCCACCTGGCCTTGTTCAGGC
GGGGCTGAAGAGAGGTGGACCCATGGGAGGGCTTGTTTCTCCACCTGGCCTTGTTCAGGC
GGGGCTGAAGAGAGGTGGACCCATGGGAGGGCTTGTTTCTCCACCTGGCCTTGTTCAGGC
GGGGCTGAAGAGAGGTGGACCCATGGGAGGGCTTGTTTCTCCACCTGGCCTTGTTCAGGC
GGGGCTGAAGAGAGGTGGACCCATGGGAGGGCTTGTTTCTCCACCTGGCCTTGTTCAGGC
GGGGCTGAAGAGAGGTGGACCCATGGGAGGGCTTGTTTCTCCACCTGGCCTTGTTCAGGC
GGGGCTGAAGAGAGGTGGACCCATGGGAGGGCTTGTTTCTCCACCTGGCCTTGTTCAGGC
GGGGCTGAAGAGAGGTGGACCCATGGGAGGGCTTGTTTCTCCACCTGGCCTTGTTCAGGC
GGGGCTGAAGAGAGGTGGACCCATGGGAGGGCTTGTTTCTCCACCTGGCCTTGTTCAGGC
GGGGCTGAAGAGAGGTGGACCCATGGGAGGGCTTGTTTCTCCACCTGGCCTTGTTCAGGC
GGGGCTGAAGAGAGGTGGACCCATGGGAGGGCTTGTTTCTCCACCTGGCCTTGTTCAGGC

kkhkkhkkhkkhkkhkkhkkhk Kk hhkkhkkhkkhkkhkhkkhhkkhhkkhkhkhhkhhkhhhk hhhkkhhkhhkhhkrhkrhkrhkrkhkrhkrhkrkxkx

CATTCCCGCTCTGTGCCGAGCTCAGTATTCCCAGTCTCGGGGTCTGCCCTGTCATAGACA
CATTCCCGCTCTGTGCCGAGCTCAGTATTCCCAGTCTCGGGGTCTGCCCTGTCATAGACA
CATTCCCGCTCTGTGCCGAGCTCAGTATTCCCAGTCTCGGGGTCTGCCCTGTCATAGACA
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YK12
YK7
YK15
YK9
YK14
YK5
YK1
YK2
YK13
YK3
YK11
YK6
REF-DMA-E2, 3,4
YK10

YK16
YK8
YK4
YK12
YK7
YK15
YK9
YK14
YK5
YK1
YK2
YK13
YK3
YK11
YK6
REF-DMA-E2, 3, 4
YK10

YK16
YK8
YK4
YK12
YK7
YK15
YK9
YK14
YK5
YK1
YK2
YK13
YK3
YK11
YK6
REF-DMA-E2, 3,4
YK10

YK16
YK8
YK4
YK12
YK7
YK15
YK9
YK14
YK5
YK1
YK2
YK13
YK3
YK11

CATTCCCGCTCTGIGCCGAGCTCAGTATTCCCAGTCTCGGGGTCTGCCCTGTCATAGACA
CATTCCCGCTCTGTGCCGAGCTCAGTATTCCCAGTCTCGGGGTCTGCCCTGTCATAGACA
CATTCCCGCTCTGTGCCGAGCTCAGTATTCCCAGTCTCGGGGTCTGCCCTGTCATAGACA
CATTCCCGCTCTGCGCCGAGCTCAGTATTCCCAGTCTCGGGGTCTGCCCTGTCATAGACA
CTTTCCCGCTCTGCGCCGAGCTCAGTATTCCCAGTCTCGGGGTCTGCCCTGTCATAGACA
CATTCCCGCTCTGCGCCGAGCTCAGTATTCCCAGTCTCGGGGTCTGCCCTGTCATAGACA
CATTCCCGCTCTGCGCCGAGCTCAGTATTCCCAGTCTCGGGGTCTGCCCTGTCATAGACA
CATTCCCGCTCTGTGCCGAGCTCAGTATTCCCAGTCTCGGGGTCTGCCCTGTCATAGACA
CATTCCCGCTCTGCGCCGAGCTCAGTATTCCCAGTCTCGGGGTCTGCCCTGTCATAGACA
CATTCCCGCTCTGCGCCGAGCTCAGTATTCCCAGTCTCGGGGTCTGCCCTGTCATAGACA
CATTCCCGCTCTGCGCCGAGCTCAGTATTCCCAGTCTCGGGGTCTGCCCTGTCATAGACA
CATTCCCGCTCTGTGCCGAGCTCAGTATTCCCAGTCTCGGGGTCTGCCCTGTCATAGACA
CATTCCCGCTCTGTGCCGAGCTCAGTATTCCCAGTCTCGGGGTCTGCCCTGTCATAGACA
CATTCCCGCTCTGTGCCGAGCTCAGTATTCCCAGTCTCGGGGTCTGCCCTGTCATAGACA

K KKK IAKAAKNARAAA A AR A A A A A A A KA A KR A I A A A A AR A A A A AR A A A A AR A A A A AR AR Kk K

GCCACGTCATCCCCAACAAGGTCTCGGGGCTGATCAGCTCCCCTTTTTCTCCAGTGCCCC
GCCACGTCATCCCCAACAAGGTCTCGGGGCTGATCAGCTCCCCTTTTTCTCCAGTGCCCC
GCCACGTCATCCCCAACAAGGTCTCGGGGCTGATCAGCTCCCCTTTTTCTCCAGTGCCCC
GCCACGTCATCCCCAACAAGGTCTCGGGGCTGATCAGCTCCCCTTTTTCTCCAGTGCCCC
GCCACGTCATCCCCAACAAGGTCTCGGGGCTGATCAGCTCCCCTTTTTCTCCAGTGCCCC
GCCACGTCATCCCCAACAAGGTCTCGGGGCTGATCAGCTCCCCTTTTTCTCCAGTGCCCC
GCCACGTCATCCCCAACAAGGTCTCGGGGCTGATCAGCTCCCCTTTTTCTCCAGTGCCCC
GCCACGTCATCCCCAACAAGGTCTCGGGGCTGATCAGCTCCCCCTTTTCTCCAGTGCCCC
GCCACGTCATCCCCAACAAGGTCTCGGGGCTGATCAGCTCCCCTTTTTCTCCAGTGCCCC
GCCACGTCATCCCCAACAAGGTCTCGGGGCTGATCAGCTCCCCTTTTTCTCCAGTGCCCC
GCCACGTCATCCCCAACAAGGTCTCGGGGCTGATCAGCTCCCCTTTTTCTCCAGTGCCCC
GCCACGTCATCCCCAACAAGGTCTCGGGGCTGATCAGCTCCCCTTTTTCTCCAGTGCCCC
GCCACGTCATCCCCAACAAGGTCTCGGGGCTGATCAGCTCCCCTTTTTCTCCAGTGCCCC
GCCACGTCATCCCCAACAAGGTCTCGGGGCTGATCAGCTCCCCTTTTTCTCCAGTGCCCC
GCCACGTCATCCCCAACAAGGTCTCGGGGCTGATCAGCTCCCCTTTTTCTCCAGTGCCCC
GCCACGTCATCCCCAACAAGGTCTCGGGGCTGATCAGCTCCCCTTTTTCTCCAGTGCCCC
GCCACGTCATCCCCAACAAGGTCTCGGGGCTGATCAGCTCCCCTTTTTCTCCAGTGCCCC

kA hkkrkhkkhkhhkhkhkhkhkhkhkrhkhkrhhhkrhkhkhkhhkhkkhkrhkhkrhhkrkhkhkhkhkrhk hhkhkkhkhkrkrxhkhkxkhkkxkx

GTGTGCTGGGCATCATTGTTGGCTTGGTCCTCTTCTACTGCCGAAAGCCGTGCTTAGGGG
GTGTGCTGGGCATCATTGTTGGCTTGGTCCTCTTCTACTGCCGAAAGCCGTGCTTAAGGG
GTGTGCTGGGCATCATTGTTGGCTTGGTCCTCTTCTACTGCCGAAAGCCGTGCTTAGGGG
GTGTGCTGGGCATCATTGTTGGCTTGGTCCTCTTCTACTGCCGAAAGCCGTGCTTAGGGG
GTGTGCTGGGCATCATTGTTGGCTTGGTCCTCTTCTACTGCCGAAAGCCGTGCTTAGGGG
GTGTGCTGGGCATCATTGTTGGCTTGGTCCTCTTCTACTGCCGAAAGCCGTGCTTAGGGG
GTGTGCTGGGCATCATTGTTGGCTTGGTCCTCTTCTACTGCCGAAAGCCGTGCTTAGGGG
GTGTGCTGGGCATCATTGTTGGCTTGGTCCTCTTCTACTGCCGAAAGCCGTGCTTAGGGG
GTGTGCTGGGCATCATTGTTGGCTTGGTCCTCTTCTACTGCCGAAAGCCGTGCTTAGGGG
GTGTGCTGGGCATCATTGTTGGCTTGGTCCTCTTCTACTGCCGAAAGCCGTGCTTAGGGG
GTGTGCTGGGCATCATTGTTGGCTTGGTCCTCTTCTACTGCCGAAAGCCGTGCTTAGGGG
GTGTGCTGGGCATCATTGTTGGCTTGGTCCTCTTCTACTGCCGAAAGCCGTGCTTAGGGG
GTGTGCTGGGCATCATTGTTGGCTTGGTCCTCTTCTACTGCCGAAAGCCGTGCTTAGGGG
GTGTGCTGGGCATCATTGTTGGCTTGGTCCTCTTCTACTGCCGAAAGCCGTGCTTAGGGG
GTGTGCTGGGCATCATTGTTGGCTTGGTCCTCTTCTACTGCCGAAAGCCGTGCTTAGGGG
GTGTGCTGGGCATCATTGTTGGCTTGGTCCTCTTCTACTGCCGAAAGCCGTGCTTAGGGG
GTGTGCTGGGCATCATTGTTGGCTTGGTCCTCTTCTACTGCCGAAAGCCGTGCTTAGGGG

khkhkkrkhkhkrhhkhkhhkhkhkhkhhkrhkhkrhhkhhhkhhkhkhhkrhkhkrhkhkrhhkrhkhkhkhkrhkhkrhkrhkhkx **x*

GTAGGTCGGGGCGTCTGGAGGGGGCGGGAAACCCAAACACAGTGGGGCCCATTTGAGTTT
GTAGGTCGGGGCGTCTGGAGGGGGCCGGAGAGCCAGACACAGTGGCGCACATGTGAGTTT
GTAGGTCGGGGCGTCTGGAGGGGGCGGGAGAGCCAGACACAGTGGCGCACATGTGAGTTT
GTAGGTCGGGGCGTCTGGAGGGGGCGGGAGAGCCAGACACAGTGGCGCACATGTGAGTTT
GTAGGTCGGGGCGTCTGGAGGGGGCGGGAGAGCCAGACACAGTGGCGCACATGTGAGTTT
GTAGGTCGGGGCGTCTGGAGGGGGCGGGAGAGCCAGACACAGTGGCGCACATGTGAGTTT
GTAAGTCGGGGCGTCTGGAGGGGGCGGGAGAGCCAGACACAGTGGCGCACATGTGAGTTT
GTASGTCGGGGCGTCTGGAGGGGGCGGGAGAGCCAGACACAGTGGCGCACATGTGAGTTT
GTASGTCGGGGCGTCTGGAGGGGGCGGGAGAGCCAGACACAGTGGCGCACATGTGAGTTT
GTACGTCGGGGCGTCTGGAGGGGGCGGGAGAGCCAGACACAGTGGCGCACATGTGAGTTT
GTAGGTCGGGGCGTCTGGAGGGGGCGGGAGAGCCAGACACAGTGGCGCACATGTGAGTTT
GTACGTCGGGGCGTCTGGAGGGGGCGGGAGAGCCAGACACAGTGGCGCACATGTGAGTTT
GTAGGTCGGGGCGTCTGGAGGGGGCGGGAGAGCCAGACACAGTGGCGCACATGTGAGTTT
GTAGGTCGGGGCGTCTGGAGGGGGCGGGAGAGCCAGACACAGTGGCGCACATGTGAGTTT
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YK16
YKS8
YK4
YK12
YK7
YK15

GTAGGTCGGGGCGTCTGGAGGGGGCGGGAGAGCCAGACACAGTGGCGCACATGTGAGTTT
GTAGGTCGGGGCGTCTGGAGGGGGCGGGAGAGCCAGACACAGTGGCGCACATGTGAGTTT
GTAGGTCGGGGCGTCTGGAGGGGGCGGGAGAGCCAGACACAGTGGCGCACATGTGAGTTT

hhkk KAAkAAkhAIAAkAAAkhAAxhAhAkkhkkhAkdk *hkk K k* Kk *hkk*khkkhkkhkhkk kx **x *k* K khkhkkxkk%

GCCAGGACCGTCTTTTGACCCAGGGAGCACCCAGTGGCCCTTGGGTGGGCAGCCCTGTAT
GCCAGGACCGTCTTGTGACCCAGGGAGCACCCAGTGGCCCCTGGGTTGGCAGGCCTGTAT
GCCAGGACCGTCTTGTGACCCAGGGAGCACCCAGTGGCCCTTGGGTGGGCAGGCCTGTAT
GCCAGGACCGTCTTGTGACCCAGGGAGCACCCAGTGGCCCTTGGGTGGGCAGGCCTGTAT
GCCCAGACCGTCTTGTGACCCAGGGAGCACCCAGTGGCCCTTGGGTTGGCAGGCCTGTAT
GCCAGGACCGTCTTGTGACCCAGGGAGCACCCAGTGGCCCTTGGGTGGGCAGGCCTGTAT
GCCAGGACCGTCTTGTGACCCIGGGAGCACCCAGTGGCCCTTGGGTGGGCAGGCCTGTAT
GCCAGGACCGTCTTGTGACCCAGGGAGCACCCAGTGGCCCTTGGGTGGGCAGGCCTGTAT
GCCAGGACCGTCTTGTGACCCAGGGAGCACCCAGTGGCCCTTGGGTGGGCAGGCCTGTAT
GCCAGGACCGTCTTGTGACCCIGGGAGCACCCAGTGGCCCTTGGGTGGGCAGGCCTGTAT
GCCAGGACCGTCTTGTGACCCAGGGAGCACCCAGTGGCCCTTGGGTGGGCAGGCCTGTAT
GCCAGGACCGTCTTGTGACCCAGGGAGCACCCAGTGGCCCTTGGGTGGGCAGGCCTGTAT
GCCAGGACCGTCTTGTGACCCAGGGAGCACCCAGTGGCCCTTGGGTGGGCAGGCCTGTAT
GCCAGGACCGTCTTGTGACCCAGGGAGCACCCAGTGGCCCTTGGGTGGGCAGGCCTGTAT
GCCAGGACCGTCTTGTGACCCAGGGAGCACCCAGTGGCCCTTGGGTGGGCAGGCCTGTAT
GCCAGGACCGTCTTGTGACCCAGGGAGCACCCAGTGGCCCTTGGGTGGGCAGGCCTGTAT
GCCAGGACCGTCTTGTGACCCAGGGAGCACCCAGTGGCCCTTGGGTGGGCAGGCCTGTAT

* Kk k KAkKXKAAkhkAKh,k *AAhkhkk Kk *AA*AAAhAkkAdAhAA khAhAhAkhkk A,k *khk*k* | khkhk*,*x *kk k*xk*%

CTGCCCCCCCACCCTCCTGGTTGAGGCCCCGGGTGCACACCAGCAGTACCAGGTCGGGAG
CTGCACACCCATCCTCCTGGTTGAGGCCCCGGGTGCACACATGCAGTTACAGGTCGGGAG
CTGCACACCCATCCTCCTGGTTGAGGCCCCGGGTGCACACATGCAGTTACAGGTCGGGAG
CTGCCCACCCATCCTCCTGGGTGAGGCCCCCGGTGCACACATGCAGTACCAGGTCGGGAG
CTGCACACCCATCCTCCTGGTTGAGGCCCCGGGTGCACACATGCAGTTACAGGTCGGGAG
CTGCACACCCATCCTCCTGGTTGAGGCCCCGGGTGCACACATGCAGTTACAGGTCGGGAG
CTGCACACCCATCCTCCTGGTTGAGGCCCCGGGTGCACACATGCAGTTACAGGTCGGGAG
CTGCACACCCATCCTCCTGGTTGAGGCCCCGGGTGCACACATGCAGTTACAGGTCGGGAG
CTGCACACCCATCCTCCTGGTTGAGGCCCCGGGTGCACACATGCAGTTACAGGTCGGGAG
CTGCACACCCATCCTCCTGGTTGAGGCCCCGGGTGCACACATGCAGTTACAGGTCGGGAG
CTGCACACCCATCCTCCTGGTTGAGGCCCCGGGTGCACACATGCAGTTACAGGTCGGGAG
CTGCACACCCATCCTCCTGGTTGAGGCCCCGGGTGCACACATGCAGTTACAGGTCGGGAG
CTGCACACCCATCCTCCTGGTTGAGGCCCCGGGTGCACACATGCAGTTACAGGTCGGGAG
CTGCACACCCATCCTCCTGGTTGAGGCCCCGGGTGCACACATGCAGTTACAGGTCGGGAG
CTGCACACCCATCCTCCTGGTTGAGGCCCCGGGTGCACACATGCAGTTACAGGTCGGGAG
CTGCACACCCATCCTCCTGGTTGAGGCCCCGGGTGCACACATGCAGTTACAGGTCGGGAG
CTGCACACCCATCCTCCTGGTTGAGGCCCCGGGTGCACACATGCAGTTACAGGTCGGGAG

khkkhkk Kk hAhkkk KAhkAkkhkhkAkkhkk KAk kAkhkkhkkhkk *AkAkhkkhkkkK * Kk Kk kK KAk kKkkhk kK kKKK

GATGTCTTTGCGTGGGGGAGGAGCAGCGGGGAAGCTGGAGGAAGGGTGTTTGGAGATGAT
GATGTCTTTGCGTGGGGGAAGAGCAGCGGGGAAGCTGGAGGAAGGGTGTTTGGAGATGAT
GATGTCTTTGCGTGGGGGAGGAGCAGCGGGGAAGCTGGAGGAAGGGTGTTTGGAGATGAT
GATGTCTTTGCGTGGGGGAAGAGCAGCGGGGAAGCTGGAGGAAGGGTGTTTGGAGATGAT
GATGTCTTTGCGTGGGGGAGGAGCAGCGGGGIAGCTGGAGGAAGGGTGTTTGGAGATGAT
GATGTCTTTGCGTGGGGGAGGAGCAGCGGGGAAGCTGGAGGAAGGGTGTTTGGAGATGAT
GATGTCTTTGCGTGGGGGAGGAGCAGCGGGGRAGCTGGAGGAAGGGTGTTTGGAGATGAT
GATGTCTTTGCGTGGGGGAGGAGCAGCGGGGRAGCTGGAGGAAGGGTGTTTGGAGATGAT
GATGTCTTTGCGTGGGGGAGGAGCAGCGGGGRAGCTGGAGGAAGGGTGTTTGGAGATGAT
GATGTCTTTGCGTGGGGGAGGAGCAGCGGGGRAGCTGGAGGAAGGGTGTTTGGAGATGAT
GATGTCTTTGCGTGGGGGAGGAGCAGCGGGGAAGCTGGAGGAAGGGTGTTTGGAGATGAT
GATGTCTTTGCGTGGGGGAGGAGCAGCGGGGIAGCTGGAGGAAGGGTGTTTGGAGATGAT
GATGTCTTTGCGTGGGGGAGGAGCAGCGGGGAAGCTGGAGGAAGGGTGTTTGGAGATGAT
GATGTCTTTGCGTGGGGGAGGAGCAGCGGGGAAGCTGGAGGAAGGGTGTTTGGAGATGAT
GATGTCTTTGCGTGGGGGAGGAGCAGCGGGGAAGCTGGAGGAAGGGTGTTTGGAGATGAT
GATGTCTTTGCGTGGGGGAGGAGCAGCGGGGAAGCTGGAGGAAGGGTGTTTGGAGATGAT
GATGTCTTTGCGTGGGGGAGGAGCAGCGGGGAAGCTGGAGGAAGGGTGTTTGGAGATGAT

AKhkhkhAkkhkhAkhA A khkkhhhAkhkrAhAhkhkhk hhkdhhkhhhhhk dAhhkkhhhkhrdhhkhhkhhkrkhkrkhkhkhkkhrkkxkhxk%

CTGGAGACAAGGAGAGAGCAACTTCTGGCTGGTGTGTTGCTGGTGGGGAAGGCCCTTTGG
CTGGAGACAAGGAGAGAGCAACTTCTGGCTGGTGTGTTGCTGGTGGGGAAGGCCCTTTGG
CTGGAGACAAGGAGAGAGCAACTTCTGGCTGGTGTGTTGCTGGTGGGGAAGGCCCTTTGG
CTGGAGACAAGGAGAGAGCAACTTCTGGCTGGTGTGTTGCTGGTGGGGAAGGCCCTTTGG
CTGGAGACAAGGAGAGAGCAACTTCTGGCTGGTGTGTTGCTGGTGGGGAAGGCCCTTTGG
CTGGAGACAAGGAGAGAGCAACTTCTGGCTGGTGTGTTGCTGGTGGGGAAGGCCCTTTGG
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YK9 CTGGAGACAAGGAGAGAGCAACTTCTGGCTGGTGTGTTGCTGGTGGGGAAGGCCCTTTGG

YK14 CTGGAGACAAGGAGAGAGCAACTTCTGGCTGGTGTGTTGCTGGTGGGGAAGGCCCTTTGG
YK5 CTGGAGACAAGGAGAGAGCAACTTCTGGCTGGTGTGTTGCTGGTGGGGAAGGCCCTTTGG
YK1 CTGGAGACAAGGAGAGAGCAACTTCTGGCTGGTGTGTTGCTGGTGGGGAAGGCCCTTTGG
YK2 CTGGAGACAAGGAGAGAGCAACTTCTGGCTGGTGTGTTGCTGGTGGGGAAGGCCCTTTGG
YK13 CTGGAGACAAGGAGAGAGCAACTTCTGGCTGGTGTGTTGCTGGTGGGGAAGGCCCTTTGG
YK3 CTGGAGACAAGGAGAGAGCAACTTCTGGCTGGTGTGTTGCTGGTGGGGAAGGCCCTTTGG
YK11 CTGGAGACAAGGAGAGAGCAACTTCTGGCTGGTGTGTTGCTGGTGGGGAAGGCCCTTTGG
YK6 CTGGAGACAAGGAGAGAGCAACTTCTGGCTGGTGTGTTGCTGGTGGGGAAGGCCCTTTGG
REF-DMA-E2, 3,4 CTGGAGACAAGGAGAGAGCAACTTCTGGCTGGTGTGTTGCTGGTGGGGAAGGCCCTTTGG
YK10 CTGGAGACAAGGAGAGAGCAACTTCTGGCTGGTGTGTTGCTGGTGGGGAAGGCCCTTTGG

khkhkkhkhkhkhkhhhkhkhhkhkhrhkhkhhkhkrhhkhkhhAhkhkrhkhkhhhkrhkhhkhkrhkhkrhkkhkhkhhkrkkxkhkkrxkhkkxk*k

YK16 GGATGAGAAGGACCCCCCCGATGTATTTTCTCCATCCTTTCTTCTCCTCAGGCTGACTCT
YK8 GGATGAGAAGGACCCCCCCGATGTATTTTCTCCCTCCATCTCTCTCCTCAGGCTGACTCT
YK4 GGATGAGAAGGACCCCACCGATGTATTTTCTCCATCCTTCTTTCTCCTCAGGCTGACTCT
YK12 GGATGAGAAGGACCCCCCCGATGTATTTTCTCCATCCTTCTTTCTCCTCAGGCTGACTCT
YK7 GGATGAGAAGGACCCCCCCGATGTATTTTCTCCATCCATCTCGCTCCTCAGGCTGACTCT
YK15 GGATGAGAAGGACCCCCCCGATGTATTTTCTCCATCCTTCTTTCTCCTCAGGCTGACTCT
YK9 GGATGAGAAGGACCCCCCCGATGTATTTTCTCCATCCTTCTTTCTCCTCAGGCTGACTCT
YK14 GGATGAGAAGGACCCCCCCGATGTATTTTCTCCATCCTTCTTTCTCCTCAGGCTGACTCT
YK5 GGATGAGAAGGACCCCCCCGATGTATTTTCTCCATCCTTCTTTCTCCTCAGGCTGACTCT
YK1 GGATGAGAAGGACCCCCCCGATGTATTTTCTCCATCCTTCTTTCTCCTCAGGCTGACTCT
YK2 GGATGAGAAGGACCCCCCCGATGTATTTTCTCCATCCTTCTTTCTCCTCAGGCTGACTCT
YK13 GGATGAGAAGGACCCCCCCGATGTATTTTCTCCATCCTTCTTTCTCCTCAGGCTGACTCT
YK3 GGATGAGAAGGACCCCCCCGATGTATTTTCTCCATCCTTCTTTCTCCTCAGGCTGACTCT
YK11 GGATGAGAAGGACCCCCCCGATGTATTTTCTCCATCCTTCTTTCTCCTCAGGCTGACTCT
YK6 GGATGAGAAGGACCCCCCCGATGTATTTTCTCCATCCTTCTTTCTCCTCAGGCTGACTCT
REF-DMA-E2,3,4 GGATGAGAAGGACCCCCCCGATGTATTTTCTCCATCCTTCTTTCTCCTCAGGCTGACTCT
YK10 GGATGAGAAGGACCCCCCCGATGTATTTTCTCCATCCTTCTTTCTCCTCAGGCTGACT -~
KAk AkAAkKkA kKA hkhAk hkk, | hhkkdkrkhkkhkhkkhkrhkkhkhkhkkh*x **x*% * KAk AkKRk KAk KAk KAk k*
YK16 CCCTGACCAGAGTCTGATG - =~ — === === == === —— == — oo
YKS8 TCCTGACCAGAGT ——— == == = = = = = = = o o
YK4 TCCTGACCAGAGT Cm === === = = === = =~ —m oo
YK12 TCCTGACCAGAGTCTGATGCCAACAGCTGC-————===——====————————————————
YK7 TCCTGACCAGAGTCTGATGCCAACAGCTGC-————===——===——————————— oo
YK15 TCCTGACCAGAGTCTGATGGCAA—— === —— === === = mm— o
YK9 T O QT — = = = o
YK14 T CC T G A — === = == —m = o~
YK5 TCCTGACCAGAGTCT G- === = === = = = m = o e
YK1 TCCTGACCAGAGTCTGATGGCAA——————— === —— === ——— o
YK2 TCCTGACCAGAGTCTGATGCCAAC —— === === === == —m— oo
YK13 TCCTGACCAGAG T~ === = === = = == — = = o o oo
YK3 TCCTGACCAGAGTCT — == === = = = = = = = o
YK11 TCC T GAC —— == = = === = = m o
YK6 TCCTGACCAGAGTCTGATGCCAACAGCTGCAGCCATCCAA-———————————————————

REF-DMA-E2,3,4 TCCTGACCAGAGTCTGATGCCAACAGCTGCACATCCAAGCAGGAGGTGTTCAGGTTCTCA
YKI0 e o

.,‘,,_‘_ PN IMA-’A‘L_GA;Aﬁ “‘ e S _,,A..A.. ..‘A.— _v ‘.. . abAJ..A L.;L.

*Mavi bolgeler intronlari, kirmizilar ekzonlari, yesil renkli bolgeler heterozigot bolgeleri, giri renkle isaretli
niikleotidler ileri primerleri ve sar1 renkli olanlar geri primerler bdlgelerini gostermektedir.
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Ek Cizelge C.3. BoLA-DMB-E2 Niikleotid konsensiis dizileri (302 bg), gen bolgesinin
genel goriintiisii, hedef ekzon dizileri, primer boélgeleri ve heterozigot allellerin
kromatogram goriintiisii.

2000 4000 6000 8000 10000
| | | 1 | 1 | | 1 | | | 1 1 1 | | 1 1 | | |

AC_000180 (11014 bps)

int-I int-11 int-I1I  int-hvit-V
E2
0 = - 0——|
BOLA-DMB
E2: 302 be

YK7 CCTACAGGTGGTTTTGTGGCACACGTGGAAAGCACCTGTGTGTTGGACGATGATGGGGGA
YK4 CCTACAGGTGGTTTTGTGGCACACGTGGAAAGCACCTGTGTGTTGGACGATGATGGGGAT
YK13 —-CTACAGGTGGTTTTGTGGCACACGTGGAAAGCACCTGTGTGTTGGACGATGATGGGGAT
YK5 CCTACAGGTGGTTTTGTGGCACACGTGGAAAGCACCTGTGTGTTGGACGATGATGGGGAT
YK2 CCTACAGGTGGTTTTGTGGCACACGTGGAAAGCACCTGTGTGTTGGACGATGATGGGGAT
YK15 CCTACAGGTGGTTTTGTGGCACACGIGGAAAGCACCTGTGTGTTGGACGATGATGGGGAT
YK14 CCTACAGGTGGTTTTGTGGCACACGTGGAAAGCACCTGTGTGTTGGACGATGATGGGGAT
YK9 CCTACAGGTGGTTTTGTGGCACACGTGGAAAGCACCTGTGTGTTGGACGATGATGGGGAT
YK3 CCTACAGGTGGTTTTGTGGCACACGTGGAAAGCACCTGTGTGTTGGACGATGATGGGGAT
REF-DMB-E2 CCTACAGGTGGTTTTGTGGCACACGTGGAAAGCACCTGTGTGTTGGACGATGATGGGGAT
YK1 CCTACAGGTGGTTTTGTGGCACACGTGGAAAGCACCTGTGTGTTGGACGATGATGGGGAT
YK6 CCTACAGGTGGTTTTGTGGCACACGTGGAAAGCACCTGTGTGTTGGACGATGATGGGGAT
YKS8 CCTACAGGTGGTTTTGTGGCACACGTGGAAAGCACCTGTGTGTTGGACGATGATGGGGAT
YK10 CCTACAGGTGGTTTTGTGGCACACGTGGAAAGCACCTGTGTGTTGGACGATGATGGGGAT
YK11 CCTACAGGTGGTTTTGTGGCACACGTGGAAAGCACCTGTGTGTTGGACGATGATGGGGAT
YK12 CCTACAGGTGGTTTTGTGGCACACGTGGAAAGCACCTGTGTGTTGGACGATGATGGGGAT
YK16 CCTACAGGTGGTTTTGTGGCACACGTGGAAAGCACCTGTGTGTTGGACGATGATGGGGAT

KAAKAKRAKARAKAAKARAKARAAA A A A AR AR *AA A A A A A A Ak A Ak A Ak Ak Ak hkrkhkrkrkrk kA rkrkhkrxhxxx
YK7 TCCGAAGACTTCTCGTATTGCATCTCCTTCAACAAGGATTTGCTGACCTGCTGGGATCCC
YK4 CCGAAAGACTTCTCGTATTGCATCTCCTTCAACAAGGATTTGCTGACCTGCTGGGATCCC
YK13 CCGAAAGACTTCTCGTATTGCATCTCCTTCAACAAGGATTTGCTGACCTGCTGGGATCCC
YK5 CCGAAAGACTTCTCGTATTGCATCTCCTTCAACAAGGATTTGCTGACCTGCTGGGATCCC
YK2 CCGAAAGACTTCTCGTATTGCATCTCCTTCAACAAGGATTTGCTGACCTGCTGGGATCCC
YK15 CCGAAAGACTTCTCGTATTGCATCTCCTTCAACAAGGATTTGCTGACCTGCTGGGATCCC
YK14 CCGAAAGACTTCTCGTATTGCATCTCCTTCAACAAGGATTTGCTGACCTGCTGGGATCCC
YK9 CCGAAAGACTTCTCGTATTGCATCTCCTTCAACAAGGATTTGCTGACCTGCTGGGATCCC
YK3 CCGAAAGACTTCTCGTATTGCATCTCCTTCAACAAGGATTTGCTGACCTGCTGGGATCCC
REF-DMB-E2 CCGAAAGACTTCTCGTATTGCATCTCCTTCAACAAGGATTTGCTGACCTGCTGGGATCCC
YK1 CCGAAAGACTTCTCGTATTGCATCTCCTTCAACAAGGATTTGCTGACCTGCTGGGATCCC
YK6 CCGAAAGACTTCTCGTATTGCATCTCCTTCAACAAGGATTTGCTGACCTGCTGGGATCCC
YKS8 CCGAAAGACTTCTCGTATTGCATCTCCTTCAACAAGGATTTGCTGACCTGCTGGGATCCC
YK10 CCGAAAGACTTCTCGTATTGCATCTCCTTCAACAAGGATTTGCTGACCTGCTGGGATCCC
YK11 CCGAAAGACTTCTCGTATTGCATCTCCTTCAACAAGGATTTGCTGACCTGCTGGGATCCC
YK12 CCGAAAGACTTCTCGTATTGCATCTCCTTCAACAAGGATTTGCTGACCTGCTGGGATCCC
YK16 CCGAAAGACTTCTCGTATTGCATCTCCTTCAACAAGGATTTGCTGACCTGCTGGGATCCC

* khkhkkhkhkhkhkhkkhkhkhkhhkhhkhrhkkhkkhkhkhhhkhhkrhkkhkhkhhhkhkkhhkrhkkhkkhkhkhrhhkkhhkrhkkhkhhhhkhkkdxx
YK7 CTGCAGGCCAGTATGATTCCTCGTGAATTTGGGGTGCTGAACGGCTTGGCCCGGTACCTC
YK4 CTGCAGGCCAGTATGATTCCTCGTGAATTTGGGGTGCTGAACGGCTTGGCCCGGTACCTC
YK13 CTGCAGGCCAGTATGATTCCTCGTGAATTTGGGGTGCTGAACGGCTTGGCCCGGTACCTC
YK5 CTGCAGGCCAGTATGATTCCTCGTGAATTTGGGGTGCTGAACGGCTTGGCCCGGTACCTC
YK2 CTGCAGGCCAGTATGATTCCTCGTGAATTTGGGGTGCTGAACGGCTTGGCCCGGTACCTC
YK15 CTGCAGGCCAGTATGATTCCTCGTGAATTTGGGGTGCTGAACGGCTTGGCCCGGTACCTC
YK14 CTGCAGGCCAGTATGATTCCTCGTGAATTTGGGGTGCTGAACGGCTTGGCCCGGTACCTC
YK9 CTGCAGGCCAGTATGATTCCTCGTGAATTTGGGGTGCTGAACGGCTTGGCCCGGTACCTC
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YK3 CTGCAGGCCAGTATGATTCCTCGTGAATTTGGGGTGCTGAACGGCTTGGCCCGGTACCTC
REF-DMB-E2 CTGCAGGCCAGTATGATTCCTCGTGAATTTGGGGTGCTGAACGGCTTGGCCCGGTACCTC

YK1 CTGCAGGCCAGTATGATTCCTCGTGAATTTGGGGTGCTGAACGGCTTGGCCCGGTACCTC
YK6 CTGCAGGCCAGTATGATTCCTCGTGAATTTGGGGTGCTGAACGGCTTGGCCCGGTACCTC
YKS8 CTGCAGGCCAGTATGATTCCTCGTGAATTTGGGGTGCTGAACGGCTTGGCCCGGTACCTC
YK10 CTGCAGGCCAGTATGATTCCTCGTGAATTTGGGGTGCTGAACGGCTTGGCCCGGTACCTC
YK11 CTGCAGGCCAGTATGATTCCTCGTGAATTTGGGGTGCTGAACGGCTTGGCCCGGTACCTC
YK12 CTGCAGGCCAGTATGATTCCTCGTGAATTTGGGGTGCTGAACGGCTTGGCCCGGTACCTC
YK16 CTGCAGGCCAGTATGATTCCTCGTGAATTTGGGGTGCTGAACGGCTTGGCCCGGTACCTC

Ak kA hkhkrhhkhkhhkhhkhkhhkhAhkhkrhhkhkhhkhhkhkhkhkhkhkhkrhhkrhkhkrhkhkhkhhkhkhkhhkrxhkrxkhkkxk

YK7 TCACAGTTCCTCAACAATAATAGTTACCTGATCCAGCGCTTGTCCAATGGTCTGCAGAAC
YK4 TCACAGTTCCTCAACAATAATAGTTACCTGATCCAGCGCTTGTCCAATGGTCTGCAGAAC
YK13 TCACAGTTCCTCAACAATAATAGTTACCTGATCCAGCGCTTGTCCAATGGTCTGCAGAAC
YK5 TCACAGTTCCTCAACAATAATAGTTACCTGATCCAGCGCTTGTCCAATGGTCTGCAGAAC
YK2 TCACAGTTCCTCAACAATAATAGTTACCTGATCCAGCGCTTGTCCAATGGTCTGCAAAAC
YK15 TCACAGTTCCTCAACAATAATAGTTACCTGATCCAGCGCTTGTCCAATGGTCTGCAGAAC
YK14 TCACAGTTCCTCAACAAWAATAGTTACCTGATCCAGCGCTTGTCCAATGGTCTGCAGAAC
YK9 TCACAGTTCCTCAACAATRATAGTTACCTGATCCAGCGCTTGTCCAATGGTCTGCAGAAC
YK3 TCACAGTTCCTCAACAATAATAGTTACCTGATCCAGCGCTTGTCCAATGGTCTGCAGAAC
REF-DMB-E2 TCACAGTTCCTCAACAATAATAGTTACCTGATCCAGCGCTTGTCCAATGGTCTGCAGAAC
YK1 TCACAGTTCCTCAACAATAATAGTTACCTGATCCAGCGCTTGTCCAATGGTCTGCAGAAC
YK6 TCACAGTTCCTCAACAATAATAGTTACCTGATCCAGCGCTTGTCCAATGGTCTGCAGAAC
YKS8 TCACAGTTCCTCAACAATAATAGTTACCTGATCCAGCGCTTGTCCAATGGTCTGCAGAAC
YK10 TCACAGTTCCTCAACAATAATAGTTACCTGATCCAGCGCTTGTCCAATGGTCTGCAGAAC
YK11 TCACAGTTCCTCAACAATAATAGTTACCTGATCCAGCGCTTGTCCAATGGTCTGCAGAAC
YK12 TCACAGTTCCTCAACAATAATAGTTACCTGATCCAGCGCTTGTCCAATGGTCTGCAGAAC
YK16 TCACAGTTCCTCAACAATAATAGTTACCTGATCCAGCGCTTGTCCAATGGTCTGCAGAAC

Akkhkkk Ak kA kA k kA kA kA k kK KAKRKAKRAAKAAAKAAKA AN AR AA A A AN A XA A XA A AR A XAk K X k%
YK7 TGTGCCGCGCACACCCAGCCCTTCTGGAGCTCTCTGACCCACAGGACACGTAAGGAGAGA
YK4 TGTGGCGCGCACACCCAGCCATTGTGGAGCTCTCTGACCCACAGGACACGTAAGGAGAGA
YK13 TGTGCCGCGCACACCCAGCCCTTCTGGAGCTCTCTGACCCACAGGACACGTAAGGGAGAG
YK5 TGTGCCGCGCACACCCAGACCTTCTGGAGCTCTCTGACCCACAGGACACGTAAG———-—-——
YK2 TGTGCCGCGCACACCCAGCCCTTCTGGAGCTCTCTGACCCACAGGACACGTAAGGAGAGA
YK15 TGTGCCGCGCACACCCAGCCCTTCTGGAGCTCTCTGACCCACAGGACACGTAAGGAGAGA
YK14 TGTGCCGCGCACACCCAGCCCTTCTGGAGCTCTCTGACCCACAGGACACGTAAGGAGAGA
YK9 TGTGCCGCGCACACCCAGCCCTTCTGGAGCTCTCTGACCCACAGGACACGTAAGGAGAGA
YK3 TGTGCCGCGCACACCCAGCCCCTCTGGAGCTCTCTGACCCACAGGACACGTAAGGAGAGA
REF-DMB-E2 TGTGCCGCGCACACCCAGCCCTTCTGGAGCTCTCTGACCCGGACACGTAAGGAGAGAGGG
YK1 TGTGCCGCGCACACCCAGCCCTTCTGGAGCTCTCTGACCCACAGGACACGTAAGGAGAGA
YK6 TGTGCCGCGCACACCCAGCCCTTCTGGAGCTCTCTGACCCACAGGACACGTAAGGAGAGA
YK8 TGTGCCGCGCACACCCAGCCCTTCTGGAGCTCTCTGACCCACAGGACACGTAAGGAGAGA
YK10 TGTGCCGCGCACACCCAGCCCTTCTGGAGCTCTCTGACCCACAGGACACGTAAGGAGAGA
YKI11 TGTGCCGCGCACACCCAGCCCTTCTGGAGCTCTCTGACCCACAGGACACGTAAGGAGAGA
YK12 TGTGCCGCGCACACCCAGCCCTTCTGGAGCTCTCTGACCCACAGGACACGTAAGGAGAGA
YK16 TGTGCCGCGCACACCCAGCCCTTCTGGAGCTCTCTGACCCACAGGACACGTAAGGAGAGA

kkhkkhkk KhkAkkkkkkkkAkkkhkkk K kN Ak AR KA AR A IA A A A A AN A A A kA A XA Ak Xk k%

180 100 200
G A C

*MaV1 bolgeler 1ntronlar1 kirmizilar ekzonlari, yesil renkli bolgeler heter021got bolgeler1 g1r1 i renkle 1saret1|
niikleotidler ileri primerleri ve sar1 renkli olanlar geri primerler bdlgelerini gostermektedir.
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Ek Cizelge C.4.1. BoLA-DQAI1-E2 Niikleotid konsensiis dizileri (310 bg), gen bdlgesinin
genel goriintiisii, hedef ekzon dizileri, primer boélgeleri ve heterozigot allellerin
kromatogram goriintiisii.

2000 4000 6000
| 1 | | | 1 | | 1 | 1 | 1

NT_182078 (7929 bps)

int-1 int-1I int-111
E2
o e i S
BOLA-DQA1 \W—}
E2: 310 be
REF-DQA1 TTTTCCACCTTCCTGCTCCTCACCCTCACTTATCAGCTGACCACATTGGCACCTACGGTG
YK6 TTTTCCACCTTCCTGCTCCTCACCCTCACTTATCAGCTGACCACATTGGCATCTATGGCA
YK16 TTTTCCACCTTCCTGCTCCTCACCCTCACTTATCAGCTGACCACATTGGCACCTATGGCA
YK12 TTTTCCACCTTCCTGCTCCTCACCCTCACTTATCAGCTGACCACATTGGCACCTATGGCA
YK13 TTTTCCACCTTCCTGCTCCTCACCCTCACTTATCAGCTGACCACATTGGCACCTATGGCA
YK14 TTTTCCACCTTCCTGCTCCTCACCCTCACTTATCAGCTGACCACATTGGCACCTATGGCA
YK7 TTTTCCACCTTCCTGCTCCTCACCCTCACTTATCAGCTGACCACATTGGCATCTATGGCA
YK10 TTTTCCACCTTCCTGCTCCTCACCCTCACTTATCAGCTGACCACATTGGCACCTACGGCA
YK4 TTTTCCACCTTCCTGCTCCTCACCCTCACTTATCAGCTGACCACATTGGCTCCTATGGCA
YK5 TTTTCCACCTTCCTGCTCCTCACCCTCACTTATCAGCTGACCACATTGGCTCCTATGGCA
YK15 TTTTCCACCTTCCTGCTCCTCACCCTCACTTATCAGCTGACCACATTGGCACCTATGGCA
YK9 TTTTCCACCTTCCTGCTCCTCACCCTCACTTATCAGCTGACCACATTGGCACCTACGGCA
YK2 TTTTCCACCTTCCTGCTCCTCACCCTCACTTATCAGCTGACCACATTGGCACCTATGGCA
YK1 TTTTCCACCTTCCTGCTCCTCACCCTCACTTATCAGCTGACCACATTGGCATCTATGGCA
YK3 TTTTCCACCTTCCTGCTCCTCACCCTCACTTATCAGCTGACCACATTGGCACCTATGGCA
YKS8 TTTTCCACCTTCCTGCTCCTCACCCTCACTTATCAGCTGACCACATTGGCACCTATGGCA
YK11 TTTTCCACCTTCCTGCTCCTCACCCTCACTTATCAGCTGACCACATTGGCACCTATGGCA

khkhkkhkhkhkrhkhkhkhhkhkhkrhhkrhhkrhkhkhhhkhkhkrhkkhkrhkhkrhkhkhkhkhkhhkrxhkxkxx *x Kk kK

REF-DQA1 CAGACTTCTACCAATCTCATGGTCCCTCTGGCCAGTACATCCATGAATTTGATGGAGATG
YK6 CAGAGATCTACCAATCTCATGGTCCCTCTGGCCAGTACACCCAGGAATTTGATGGAGACG
YK16 CAGAGATCTACCAATCTCATGGTCCCTCTGGCCAGTACACCCAGGAATTTGATGGAGACG
YK12 CAGAGATCTACCAATCTCATGGTCCCTCTGGCCAGTACACCCAGGAATTTGATGGAGACG
YK13 CAGAGATCTACCAATCTCATGGTCCCTCTGGCCAGTACACCCAGGAATTTGATGGAGACG
YK14 CAGAGATCTACCAATCTCATGGTCCCTCTGGCCAGTACACCCAGGAATTTGATGGAGACG
YK7 CAGAGATCTACCAATCTCATGGTCCCTCTGGCCAGTACACCCAGGAATTTGATGGAGACG
YK10 CAGAGATCTACCAATCTCATGGTCCCTCTGGCCAGTACACCCAGGAATTTGATGGAGACG
YK4 CAGAGATCTACCAATCTCATGGTCCCTCTGGCCAGTACACCCAGGAATTTGATGGAGACG
YK5 CAGAGATCTACCAATCTCATGGTCCCTCTGGCCAGTACACCCAGGAATTTGATGGAGACG
YK15 CAGAGATCTACCAATCTCATGGTCCCTCTGGCCAGTACACCCAGGAATTTGATGGAGACG
YK9 CAGAGATCTACCAATCTCATGGTCCCTCTGGCCAGTACACCCAGGAATTTGATGGAGACG
YK2 CAGAGATCTACCAATCTCATGGTCCCTCTGGCCAGTACACCCAGGAATTTGATGGAGACG
YK1 CAGAGATCTACCAATCTCATGGTCCCTCTGGCCAGTACACCCAGGAATTTGATGGAGACG
YK3 CAGAGATCTACCAATCTCATGGTCCCTCTGGCCAGTACACCCAGGAATTTGATGGAGACG
YK8 CAGAGATCTACCAATCTCATGGTCCCTCTGGCCAGTACACCCAGGAATTTGATGGAGACG
YK11 CAGAGATCTACCAATCTCATGGTCCCTCTGGCCAGTACACCCAGGAATTTGATGGAGACG

* Kk Kk Kk KAk kA A dA A A hkd kA A A A hAkhkh kA h A hkhAk A khhkh kA dk *k *x *rxk k Ak rxkxkhkrxk k*x* *
REF-DQA1 AGTTGTTTTATGTGGACCTGGGGAAGAAGGAGACTGTCTGGCAGCTGCCTATGTTTGGTG
YK6 AGATGTTTTATGTGGACCTGGGGAAGAAGGAGACTGTCTGGAGGCTGCCTATGTTTAGCC
YK16 AGCTGTTTTATGTGGACCTGGGGAAGAAAGAGACTGTCTGGAGGCTGCCTATGTTTAGCC
YK12 AGATGTTTTATGTGGACCTGGGGAAGAAAGAGACTGTCTGGAGGCTGCCTATGTTTAGCC
YK13 AGATGTTTTATGTGGACCTGGGGAAGAAAGAGACTGTCTGGAGGCTGCCTATGTTTAGCC
YK14 AGATGTTTTATGTGGACCTGGGGAAGAAGGAGACTGTCTGGAGGCTGCCTATGTTTAGCC
YK7 AGMTGTTTTATGTGGACCTGGGGAAGAAAGAGACTGTCTGGAGGCTGCCTATGTTTAGCC
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YK10 AGATGTTTTATGTGGACCTGGGGAAGAAGGAGACTGTCTGGAGGCTGCCTATGTTTAGCC

YK4 AGATGTTTTATGTGGACCTGGGGAAGAAGGAGACTGTCTGGAGGCTGCCTATGTTTAGCC
YK5 AGATGTTTTATGTGGACCTGGGGAAGAAGGAGACTGTCTGGAGGCTGCCTATGTTTAGCC
YK15 AGATGTTTTATGTGGACCTGGGGAAGAAGGAGACTGTCTGGAGGCTGCCTATGTTTAGCC
YK9 AGATGTTTTATGTGGACCTGGGGAAGAAGGAGACTGTCTGGAGGCTGCCTATGTTTAGCC
YK2 AGATGTTTTATGTGGACCTGGGGAAGAAGGAGACTGTCTGGAGGCTGCCTATGTTTAGCC
YK1 AGATGTTTTATGTGGACCTGGGGAAGAAGGAGACTGTCTGGAGGCTGCCTATGT TTAGCC
YK3 AGATGTTTTATGTGGACCTGGGGAAGAAGGAGACTGTCTGGAGGCTGCCTATGTTTAGCC
YK8 AGATGTTTTATGTGGACCTGGGGAAGAAGGAGACTGTCTGGAGGCTGCCTATGTTTAGCC
YK11 AGATGTTTTATGTGGACCTGGGGAAGAAGGAGACTGTCTGGAGGCTGCCTATGTTTAGCC

kk hkhkhkkkhkkhkhkhkhkkhkhkhkhkhkkhkkhhkhkhhkkhkhkhkhkh ,hxhkhkkhkhkhrhkhkh,k%x *khkkkhkkhkhkkrkkkkhkkhkkkkx ok
REF-DQA1 AATTAACAAGTTTTGAAGCACAAGATGCGCTGAATGAAATAGCTAAAGCAAAACACACCT
YK6 AGTTTGCAGGTTTTGACCCACAGGTTGCACTGAGTGAAATAGCTACARCAAAATTCAACT
YK16 AGTTTGCAGGGTTTGACCCACAGGCTGCACTGAGTGAAATAGCTACAGCAAAACACAACT
YK12 AGTTTGCAGGGTTTGACCCACAGGCTGCACTGAGTGAAATAGCTACAGCAAAACACAACT
YK13 AGTTTGCAGGGTTTGACCCACAGGCTGCACTGAGTGAAATAGCTACAGCAAAACACAACT
YK14 AGTTTGCAGGGTTTGACCCACAGGCTGCACTGAGTGAAATAGCTACAGCAAAACACAACT
YK7 AGTTTGCAGGTTTTGACCCACAGGCTGCACTGAGTGAAATAGCTACAGCAAAACACAACT
YK10 AGTTTGCATTTTTTGACCCACAGGCTGCACTGAGTGAAATAGCTACATCAAAACACAACT
YK4 AGTTTGCAGGTTTTGACCCACAGGCTGCACTGAGTGAAATAGCTACARCAAAACACAACT
YK5 AGTTTGCAGGTTTTGACCCACAGGCTGCACTGAGTGAAATAGCTACATCAAAACACAACT
YK15 AGTTTGCAGGTTTTGACCCACAGGCTGCACTGAGTGAAATAGCTACATCAAAACACAACT
YK9 AGTTTGCAGGTTTTGACCCACAGGCTGCACTGAGTGAAATAGCTACATCAAAACACAACT
YK2 AGTTTGCAGGTTTTGACCCACAGGCTGCACTGAGTGAAATAGCTACARCAAAACACAACT
YK1 AGTTTGCAGGTTTTGACCCACAGGCTGCACTGAGTGAAATAGCTACATCAAAACACAACT
YK3 AGTTTGCAGGTTTTGACCCACAGGCTGCACTGAGTGAAATAGCTACATCAAAACACAACT
YK8 AGTTTGCAGGTTTTGACCCACAGGCTGCACTGAGTGAAATAGCTACATCAAAACACAACT
YK11 AGTTTGCAGGTTTTGACCCACAGGCTGCACTGAGTGAAATAGCTACATCAAAACACAACT

* k% * * * Kk k kK kkhkkk Kk kkhkk kkhkkhkk Kkkhkkkhkkhkkhkkhkkhkkhkkhkk Kk Kkkhkkk*k * Kk k%
REF-DQA1 TGGATGTCCTGACTAAACGCTCCTGTTATCAATGGTAAGTGTCCACCATTCTACTTCTCT
YK6 TGGATETCCTGACTAAACGCTCCTGTTATCAARGGTAAGTGTCCACCATTCTACTTCTCT
YK16 TGGATGTCCTGACTAAACGCTCCTGTTATCAATGGTAAGTGTHCACCATTCTACTTCTCT
YK12 TGGATGTCCTGACTAAACGCTCCTGTTATCAATGGTAAGTGTCCACCATTCTACTTCTCT
YK13 TGGATGTCCTGACTAAACGCTCCTGTTATCAATGGTAAGTGTCCACCATTCTACTTCTCT
YK14 TGGATGTCCTGACTAAACGCTCCTGTTATCAATGGTAAGTGTCCACCATTCTACTTCTCT
YK7 TGGATGTCCTGACTAAACGCTCCTGTTATCAATGGTAAGTGTCCACCATTCTACTTCTCT
YK10 TGGATGTCCTGACTAAACGCTCCTGTTATCAATGGTAAGTGTCCACCATTCTACTTCTCT
YK4 TGGATGTCCTGACTAAACGCTCCTGTTATCAATGGTAAGTGTMCACCATTCTACTTCTCT
YK5 TGGATGTCCTGACTAAACGCTCCTGTTATCAATGGTAAGTGTMCACCATTCTACTTCTCT
YK15 TGGATGTCCTGACTAAACGCTCCTGTTATCAATGGTAAGTGTMCACCATTCTACTTCTCT
YK9 TGGATGTCCTGACTAAACGCTCCTGTTATCAATGGTAAGTGTCCACCATTCTACTTCTCT
YK2 TGGATGTCCTGACTAAACGCTCCTGTTATCAATGGTAAGTGTCCACCATTCTACTTCTCT
YK1 TGGATGTCCTGACTAAACGCTCCTGTTATCAATGGTAAGTGTCCACCATTCTACTTCTCT
YK3 TGGATGTCCTGACTAAACGCTCCTGTTATCAATGGTAAGTGTCCACCATTCTACTTCTCT
YK8 TGGATGTCCTGACTAAACGCTCCTGTTATCAATGGTAAGTGTCCACCATTCTACTTCTCT
YK11 TGGATGTCCTGACTAAACGCTCTGTTATCAATGGTAAGTGTCCACCATTTCTACTTCTCT

khkhkkhkkx hrxhkhkhkhkhkhkhkhhkhrhkhkrhhkhkhhkhkhkhkhkh *khkrhkhkrkhkhkx ,hhkhhkrkhkrhkhkrhkhkrxkhkkxk

A“ ‘A@Ahr ‘A“A ‘A i

*Mavi bolgeler intronlar1, kirmizilar ekzonlari, yesil renkli bolgeler heterozigot bdlgeleri, giri renkle isaretli
niikleotidler ileri primerleri ve sar1 renkli olanlar geri primerler bolgelerini gostermektedir.
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Ek Cizelge C.4.2. BoLA-DQAZ2-E3 Niikleotid konsensiis dizileri (389 bg), gen bolgesinin
genel goOrlintlisii, hedef ekzon dizileri, primer bdlgeleri ve heterozigot allellerin
kromatogram goriintiisii.

2000 4000 6000 8000

| | | | | | | | | | | | | | | | |
AC_000180 (8189 bps)

int-I int-II int-I11
__ E3
e
BOLA-DQA2
E3: 389 be
YK2 —~TCTGTGCTGTTTCCTCACCATAGAGGTTCCAGAGGTGACTGTGTTTTCCAAGTCTCCCG
YK14 ~TCTGTGCTGTTTCCTCACCATAGAGGTTCCAGAGGTGACTGTGTTTTCCAAGTCTCCCG
YK12 —~TCTGTGCTGTTTCCTCACCATAGAAGTTCCTGAAGTGACTGTGTTTTCCAAGTCTCCCA
YK6 —TCTGTGCTGTTTCCTCACCATAGAGGTTCCAGAGGTGACTGTGTTTTCCAAGTCTCCCG
YK8 TTCTGTGCTGTTTCCTCACCATAGAGGTTCCAGAGGTGACTGTGTTTTCCAAGTCTCCCG
YK9 TTCTGTGCTGTTTCCTCACCATAGAGGTTCCAGAGGTGACTGTGTTTTCCAAGTCTCCCG
YK1 ~TCTGTGCTGTTTCCTCACCATAGAGGTTCCAGAGGTGACTGTGTTTTCCAAGTCTCCCG
YK7 —TCTGTGCTGTTTCCTCACCATAGAGGTTCCAGAGGTGACTGTGTTTTCCAAGTCTCCCG
YK11 —TCTGTGCTGTTTCCTCACCATAGAGGTTCCAGAGGTGACTGTGTTTTCCAAGTCTCCCG
YK16 —~TCTGTGCTGTTTCCTCACCATAGAGGTTCCAGAGGTGACTGTGTTTTCCAAGTCTCCCG
YK4 -—CTGTGCTGTTTCCTCACCATAGAGGTTCCAGAGGTGACTGTGTTTTCCAAGTCTCCCG
YK10 —~TCTGTGCTGTTTCCTCACCATAGAGGTTCCAGAGGTGACTGTGTTTTCCAAGTCTCCCG
YK3 —-TCTGTGCTGTTTCCTCACCATAGAAGTTCCTGAAGTGACTGTGTTTTCCAAGTCTCCCA
YK5 TTCTGTGCTGTTTCCTCACCATAGAAGTTCCTGAAGTGACTGTGTTTTCCAAGTCTCCCA
YK13 —~TCTGTGCTGTTTCCTCACCATAGAAGTTCCTGAAGTGACTGTGTTTTCCAAGTCTCCCA

REF-DQA2-E3
YK15

—TCTGTGCTGTTTCCTCACCATAGAAGTTCCTGAAGTGACTGTGTTTTCCAAGTCTCCCA
—TCTGTGCTGTTTCCTCACCATAGAAGTTCCTGAAGTGACTGTGTTTTCCAAGTCTCCCA

hhkrhkhkhkhkhkhkhkrhkhkrhkhkrhkhkhkhhd *hkhkrkhk *k hkhkhhkhkrhkhkrhhkrkhkhhhkrhkhkrxkhkkxk

YK2 TGATGCTGGGTCAGCCCAACACCCTCATCTGTCACGTGGACAACATTTTTCCCCCTGTGA
YK14 TGATGCTGGGTCAGCCCAACACCCTCATCTGTCACGTGGACAACATTTTTCCCCCTGTGA
YK12 TGATCCTGAGTCAGCCCAACACCCTCATCTGTCACGTGGACAACATTTTTCCCCCTGTGA
YK6 TGATGCTIGGTCAGCCCAACACCCTCATCTGTCACGTGGACAACATTTTCCCCCCTGTGA
YK8 TGATGCTGGGTCAGCCCAACACCCTCATCTGTCACGTGGACAACATTTTTCCCCCTGTGA
YK9 TGATGCTGGGTCAGCCCAACACCCTCATCTGTCACGTGGACAACATTTTTCCCCCTGTGA
YK1 TGATGCTGGGTCAGCCCAACACCCTCATCTGTCACGTGGACAACATTTTTCCCCCTGTGA
YK7 TGATGCTGGGTCAGCCCAACACCCTCATCTGTCACGTGGACAACATTTTTCCCCCTGTGA
YKI11 TGATGCTGGGTCAGCCCAACACCCTCATCTGTCACGTGGACAACATTTTTCCCCCTGTGA
YK16 TGATGCTGGGTCAGCCCAACACCCTCATCTGTCACGTGGACAACATTTTTCCCCCTGTGA
YK4 TGATGCTGGGTCAGCCCAACACCCTCATCTGTCACGTGGACAACATTTTTCCCCCTGTGA
YK10 TGATGCTGGGTCAGCCCAACACCCTCATCTGTCACGTGGACAACATTTTTCCCCCTGTGA
YK3 TGGTGCTGGGTCAGCCCAACACCCTCATCTGTCACATGGACAACATTTTTCCCCCTGTGA
YK5 TGGTGCTGGGTCAGCCCAACACCCTCATCTGTCACATGGACAACATTTTTCCCCCTGTGA
YK13 TGGTGCTGGGCCAGCCCAATACTCTCATCTGTCACATGGACAACATTATCCCCCCTGTGA

REF-DQA2-E3
YK15

TGGTGCTGGGCCAGCCCAATACTCTCATCTGTCACATGGACAA---TTTCCCCCCTGTAA
TGGTGCTGGGCCAGCCCAATACTCTCATCTGTCACATGGACAACATTTTCCCCCCTGTGA

*k Kk kK * kkkkkhkrkkk hk krxkkrkhkhkrkkhkhkkkhk kkhkrxkkkk * x kkkkkkxk *x

YK2 TCAACATTACATGGCTGAAGAA.GGGCATGCAGTCACAGAGGGTGTTTCTGAGACCAGCT
YK14 TCAACATTACATGGCTGAAGAATGGGCATGCAGTCACAGAGGGTGTTTCTGAAACCAGCT
YK12 TCAACATTACATGGCTGAAGAATGGGCATGCAGTCACAGAGGGTGTTTCTGAGACCAGCT
YK6 TCAACATTACATGGCTGAAGAA.GGGCATGCAGTCACAGAGGGTGTTTCTGAGACCAGCT
YKS8 TCAACATTACATGGCTGAAGAATGGGCATGCAGTCACAGAGGGTGTTTCTGAAACCAGCT
YK9 TCAACATTACATGGCTGAAGAATGGGCATGCAGTCACAGAGGGTGTTTCTGAGACCAGCT
YK1 TCAACATTACATGGCTGAAGAATGGGCATGCAGTCACAGAGGGTGTTTCTGAAACCAGCT
YK7 TCAACATTACATGGCTGAAGAATGGGCATGCAGTCACAGAGGGTGTTTCTGAGACCAGCT
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YK11 TCAACATTACATGGCTGAAGAACGGGCATGCAGTCACAGAGGGTGTTTCTGAGACCAGCT

YK16 TCAACATTACATGGCTGAAGAACGGGCATGCAGTCACAGAGGGTGTTTCTGAGACCAGCT
YK4 TCAACATTACATGGCTGAAGAAYGGGCATGCAGTCACAGAGGGTGTTTCTGAGACCAGCT
YK10 TCAACATTACATGGCTGAAGA GGGCATGCAGTCACAGAGGGTGTTTCTGA.ACCAGCT
YK3 TCAACATTACATGGCTGAAGAACGGACATGCAGTCACAGAGGGTGTTTCTGAGACCCGCT
YK5 TCAACATTACATGGCTGAAGAACGGACATGCAGTCACAGAGGGTGTTTCTGAGACCCGCT
YK13 TCAACATTACATGGCTGAAGAACGGACATGCAGTCACAGAGGGTGTTTCTGAGACCCGCT
REF-DQA2-E3 TCAACATTACATGGCTGAAGAACGGACATGCAGTCACAGAGGGTGTTTCTGAGACCAGCT
YK15 TCAACATTACATGGCTGAAGAACGGACATGCAGTCACAGAGGGTGTTTCTGAGACCAGCT

khkhkhkhkhkhhkhkkhkhkhkkhkrhkhkrhkhkhkkhk Khkx K hhkkhkrhkkhkhhhkrkhkhkhkkhkrhkkrhkkhkrhhkrkhk *k*x **x%

YK2 ACTGGGGTATGTACRAGTTCCACCCCTTTAGGTACTCTCTCTTTTTCTACCAAGCACARA

YK14 ACTGGGGTATGTACAAGTTCCACCCCTTTAGGTACTCTCTCTTTTTCTACCAAGCACARA

YK12 ACTGGGGTATGTACAAGTTCCACCCCTTTAGGTACTCTCTCTTTTTCTACCCAATACARA

YK6 ACTGGGGTATGTACAAGTTCCACCCCTTTAGGTACTCTCTCTTTTTCTACCAAATACAAA

YKS8 ACTGGGGTATGTACAAGTTCCACCCCTTTTGGTACTCTCTCTTTTTCTACCCAATACARA

YK9 ACTGGGGTATGTACAAGTTCCACCCCTTTAGGTACTCTCTCTTTTTCTACCCAATACAAA

YK1 ACTGGGGTATGTACAAGTTCCACCCCTTTAGGTACTCTCTCTTTTTCTACCCAATACARA

YK7 ACTGGGGTATGTACAAGTTCCACCCCTTTAGGTACTCTCTCTTTTTCTACCCAATACAAA

YK11 ACTGGGGTATGTACGAGTTCCACCCCTTTAGGTACTCTCTCTTTTTCTACCCAATACAAA

YK16 ACTGGGGTATGTACGAGTTCCACCCCTTTAGGTACTCTCTCTTTTTCTACCCAATACAAA

YK4 ACTGGGGTATGTACRAGTTCCACCCCTTTAGGTACTCTCTCTTTTTCTACCCAATACARA

YK10 ACTGGGGTATGTACRAGTTCCACCCCTTTAGGTACTCTCTCTTTTTCTACCCAATACAAA

YK3 ACTAGGGCATGTACGAGTTCCACCCCTTTTGGTACTCTCTCTTTTTCTACCAAGAACARA

YK5 ACTAGGGCATGTACGAGTTCCACCCCTTTTGGTACTCTCTCTTTTTCTACCAAGAACAAA

YK13 ACTAGGGTATGTACGAGTTCCACCCCTTTTGGTACTCTCTCTTTTTCTACCAAGAACARA

REF-DQA2-E3 ACTGGGGTATGTACGAGTTCCACCCCTTTTGGTACTCTCTCTTTTTCTACCAAGCACAAA

YK15 ACTGGGGTATGTACGAGTTCCACCCCTTTTGGTACTCTCTCTTTTTCTACCAAGCACARA
KAk hAhkk KAk Akhhk AAAAAIAKAAAARAA K, *AhAdAAAkhAkhkhhkk rAk kA krkhkkhkk x*x % * Kk Kk kK

YK2 ACACTCTGAGTTTTGGTCCCTCAGTCTCACAGTC-

YK14 ACACTCTGAGTTTTGGTCCCTCAGTCTCACAGTC—

YK12 ACACTCTGAGTTTTGGTCCCTCAGTCTCACAGTC-

YK6 ACACTCTGAGTTTTGGTCCCTCAGTCTCACAGTCA

YK8 ACACTCTGAGTTTTGGTCCCTCAGTCTCACAGTCA

YK9 ACACTCTGAGTTTTGGTCCCTCAGTCTCAC-——--

YK1 ACACTCTGAGTTTTGGTCCCTCAGTCTCACAGTCC

YK7 ACACTCTGAGTTTTGGTCCCTCAGTCTCACA-—--

YK11 ACACTCTGAGTTTTGGTCCCTCAGTCTCACAGTC-

YK16 ACACTCTGAGTTTTGGTCCCTCAGTCTCACAGTCA

YK4 ACACTCTGAGTTTTGGTCCCTCAGTCTCACAGTC-

YK10 ACACTCTGAGTTTTGGTCCCTCAGTCTCACAGTC-

YK3 ACACTCTGAGTTTTGGTCCCTCAGTCTCACAGT -~

YKS5 ACACTCTGAGTTTTGGTCCCTCAGTCTC---——-~-

YK13 ACACTCTGAGTTTTGGTCCCTCAGTCTCACAGTC-

REF-DQA2-E3 ACACTCTGAGTTTTGGTCCCTCAGTCTCACAGTC-

YK15 ACACTCTGAGTTTTGGTCCCTCAGTCTCACAGTC-

KAKR KA KA AKX XA AR A A XA KA A A AR A AKX kXK

&0 190 200 210 220
AGG AAGCTGGTY TCAGAAACACTCTCTCTGTGACTSGTCATGTCCTCRTTOCT TC

=

JI!M!L ‘§M~.mm BWENVA Voo L un mwﬂ“u“h!#éhmﬂﬂkhhﬂ——mik ﬂl ‘qﬁb‘
100

110 1
G AT CA A CA T T A C A T GAAGAAYGGGCAIGCAGlCACAGAG‘

el

*MaV1 bolgeler mtronlarl kirmizilar ekzonlan yesil renkll bolgeler heterozigot bolgeleri, giri renkle 1saret11
niikleotidler ileri primerleri ve sar1 renkli olanlar geri primerler bolgelerini gostermektedir.
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Ek Cizelge C.4.3. BoLA-DQAS5-E2 Niikleotid konsensiis dizileri (338 bg), gen bdlgesinin
genel goriintiisii, hedef ekzon dizileri, primer bdlgeleri ve heterozigot allellerin

kromatogram goriintiisii.

2000 4000 6000 8000
| 1 1 | | | | 1 | | | 1

AC_000180 (9916 bps)

———— e

YK10
YK4
YK15
REF-DQA5-E2
YK1
YK9
YK11
YK14
YK3
YK12
YK13
YK2
YK16
YK5
YK7
YK6
YKS8

YK10
YK4
YK15
REF-DQA5-E2
YK1
YK9
YK11
YK14
YK3
YK12
YK13
YK2
YK16
YK5
YK7
YK6
YKS8

YK10

YK4

YK15
REF-DQA5-E2
YK1

YK9

YK11

YK14

YK3

int-1 nt-11 int-11T
E2
- >
BOLA-DQAS
E2: 338 be

TACTCCTCACCCTGAATCAGCTGACCATGTTGGCATCTATGGCATAAGCATATATCAGTC
—ACTCCTCACCCTGAATCAGCTGACCATGTTGGCATCTATGGCGTAAACATGTATCAGTC
——CTCCTCACCCTGAATCAGCTGACCATGTTGGCATCTATGGCGTAAACATGTATCAGTC
—ACTCCTCACCCTGAATCAGCTGACCATGTTGGCATCTATGGCGTAAACATATATCAGTC
—ACTCCTCACCCTGAATCA.CTGACCATGTTGGCATCTATGGCATAAGCATATATCAGTC
—ACTCCTCACCCTGAATCAGCTGACCATGTTGGCATCTATGGCATAAGCATATATCAGTC
—ACTCCTCACCCTGAATCAGCTGACCATGTTGGCATCTATGGCATAAGCATATATCAGTC
——CTCCTCACCCTGAATCAGCTGACCATGTTGGCATCTATGGCATAAGCATATATCAGTC
TACTCCTCACCCTGAATCAGCTGACCATGTTGGCATCTATGGCATAAGCATATATCAGTC
—ACTCCTCACCCTGAATCAGCTGACCATGTTGGCATCTATGGCATAAGCATATATCAGTC
TACTCCTCACCCTGAATCAGCTGACCATGTTGGCATCTATGGCATAAGCATATATCAGTC
TACTCCTCACCCTGAATCA.CTGACCATGTTGGCATCTATGGCATAAGCATATATCAGTC
—ACTCCTCACCCTGAATCAGCTGACCATGTTGGCATCTATGGCATAAGCATATATCAGTC
———-TCCTCACCCTGAATCAGCTGACCATGTTGGCATCTATGGCGTAAGCATATATCAGTC
—ACTCCTCACCCTGAATCAGCTGACCATGTTGGCATCTATGGCGTAAACATATATCAGTC
———-TCCTCACCCTGAATCAGCTGACCATGTTGGCATCTATGGCGTAAGCATATATCAGTC
TACTCCTCACCCTGAATCAGCTGACCACATTGGCGCCTATGGCATAAGCGTCTACCACTC

AkhkkkkkhkkAkhkkhkhkhAkkhkhkk, K_hkkkhkk%k * Kk Kk kK kkhkkkkhkkk Kkkk Kk Kk kk kkx k%

TTATGGTCCCTCTGGCCAGTACACCCATGAATTTGATGGAGATGAGCAGTTCTACGTGGA
TTATGGTCCCTCTGGCCAGTACACCCATGAATTTGATGGAGATGAGCAGTTCTATGTGGA
TTATGGTCCCTCTGGCCAGTACACCCATGAATTTGATGGAGATGAGCAGTTCTATGTGGA
TTATGGTCCCTCTGGCCAGTTCACCCATGAATTTGATGGAGATGAGCAGTTCTATGTGGA
TTATGGTCCCTCTGGCCAGTACACCCATGAATTTGATGGAGATGAGCAGTTCTATGTGGA
TTATGGTCCCTCTGGCCAGTACACCCATGAATTTGATGGAGATGAGCAGTTCTATGTGGA
TTATGGTCCCTCTGGCCAGTACACCCATGAATTTGATGGAGATGAGCAGTTCTATGTGGA
TTATGGTCCCTCTGGCCAGTACACCCATGAATTTGATGGAGATGAGCAGTTCTATGTGGA
TTATGGTCCCTCTGGCCAGTACACCCATGAATTTGATGGAGATGAGCAGTTCTACGTGGA
TTATGGTCCCTCTGGCCAGTACACCCATGAATTTGATGGAGATGAGCAGTTCTACGTGGA
TTATGGTCCCTCTGGCCAGTACACCCATGAATTTGATGGAGATGAGCAGTTCTACGTGGA
TTATGGTCCCTCTGGCCAGTACACCCATGAATTTGATGGAGATGAGCAGTTCTACGTGGA
TTATGGTCCCTCTGGCCAGTACACCCATGAATTTGATGGAGATGAGCAGTTCTACGTGGA
TTATGGTC-CTCTGGCCAGTACACCCATGAATTTGATGGAGATGAGCAGTTCTATGTGGA
TTATGGTC-CTCTGGCCAGTACACCCATGAATTTGATGGAGATGAGCAGTTCTACGTGGA
TTATGGTTCCTTAGGCTACTATACCCATGAATTTGATGGAGATGAAGAGTTCTACGTGGA
ATATGGTCCCTCTGGCTACTATACCCATGAATTTGATGGAGATGAAGAGTTCTACGTGGA

* Kk ok Kk k Kk * * Kk Kk Kk Kx KAk Ak Kk kA kA kA krk Ak hkkkxk*k kkkhkkkkk KkkkKk

CCTGGAGAAGAAGGAGACTGCCTGGCAGCTGCCCCTATTTAGCAGAATGTTAAGTTTTGA
CCTGGAGAAGAAGGAGACTGTCTGGAAGCTGCCCCTATTTAGCAAACTGTTACCTCTTGA
CCTGGAGAAGAAGGAGACTGTCTGGAAGCTGCCCCTATTTAGCAAACTGTTACCTCTTGA
CCTGGAGAAGAAGGAGACTGTCTGGAAGCTGCCCCTATTTAGCAGAATGTTAAGTTTTGA
CCTGGAGAAGAAGGAGACTGCCTGGCAGCTGCCCCTATTTAGCAGAATGTTAAGTTTTGA
CCTGGAGAAGAAGGAGACTGCCTGGCAGCTGCCCCTATTTAGCAGAATGTTAAGTTTTGA
CCTGGAGAAGAAGGAGACTGCCTGGCAGCTGCCCCTATTTAGCAGAATGTTAAGTTTTGA
CCTGGAGAAGAAGGAGACTGCCTGGCAGCTGCCCCTATTTAGCAGAATGTTAAGTTTTGA
CCTGGAGAAGAAGGAGACTGCCTGGCAGCTGCCCCTATTTAGCAGAATGTTAAGTTTTGA
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YK12
YK13
YK2
YK16
YK5
YK7
YK6
YK8

YK10
YK4
YK15
REF-DQA5-E2
YK1
YK9
YK11
YK14
YK3
YK12
YK13
YK2
YK16
YK5
YK7
YK6
YK8

YK10
YK4
YK15
REF-DQA5-E2
YK1
YK9
YKI11
YK14
YK3
YK12
YK13
YK2
YK16
YK5
YK7
YK6
YK8

YK10
YK4
YK15
REF-DQA5-E2
YK1
YK9
YK11
YK14
YK3
YK12
YK13
YK2
YK16
YK5
YK7
YK6
YK8

*Mavi bolgeler intronlar1, kirmizilar ekzonlari, yesil renkli bolgeler heterozigot bolgeleri, giri renkle isaretli

CCTGGAGAAGAAGGAGACTGCCTGGCAGCTGCCCCTATTTAGCAGAATGTTAAGTTTTGA
CCTGGAGAAGAAGGAGACTGCCTGGCAGCTGCCCCTATTTAGCAGAATGTTAAGTTTTGA
CCTGGAGAAGAAGGAGACTGCCTGGCAGCTGCCCCTATTTAGCAGAATGTTAAGTTTTGA
CCTGGAGAAGAAGGAGACTGCCTGGCAGCTGCCCCTATTTAGCAGAATGTTAAGTTTTGA
CCTGGAGAAGAAGGAGACTGCCTGGCAGCTGCCCCTATTTAGCAGAATGTTAAGTTTTGA
CCTGGAGAAGAAGGAGACTGCCTGGCAGCTGCCCCTATTTAGCAGAATGTTAAGTTTTGA
CCTGGAAAAGAGGGAGACTGTCTGGCATCTGCCTGTGTTTAGTAAATTTGCACCTTTTGA
CCTGGAAAAGAGGGAGACTGTCTGGAGTCTGCCTGTGTTTAGTAAATTTGGAAGTTTTGA

khkkhkkk khkkk Khhkkkrkkk Kkrxkk * Kk kK * kkxkkk Kk Kk Kk * * ok kkx

CCCACAGTTAGCACTGAGAAACATAGCTATCATGAAACTTCATGTGGACTTCCTGACTAA
CCCACAGTTTGCGCTGAGAAACATAGCTATCATGAAACTTCACGTGGACTTCCTGACTAA
CCCACAGTTTGCGCTGAGAAACATAGCTATCATGAAACTTCACGTGGACTTCCTGACTAA
CCCACAGTTTGCGCTGAGAAACATAGCTATCATGAAACTTCACGTGGACTTCCTGACTAA
CCCACAGTTAGCACTGAGAAACATAGCTATCATGAAACTTCATGTGGACTTCCTGACTAA
CCCACAGTTAGCACTGAGAAACATAGCTATCATGAAACTTCATGTGGACTTCCTGACTAA
CCCACAGTTAGCACTGAGAAACATAGCTATCATGAAACTTCATGTGGACTTCCTGACTAA
CCCACAGTTAGCACTGAGAAACATAGCTATCATGAAACTTCATGTGGACTTCCTGACTAA
CCCACAGTTAGCACTGAGAAACATAGCTATCATGAAACTTCATGTGGACTTCCTGACTAA
CCCACAGTTAGCACTGAGAAACATAGCTATCATGAAACTTCATGTGGACTTCCTGACTAA
CCCACAGTTAGCACTGAGAAACATAGCTATCATGAAACTTCATGTGGACTTCCTGACTAA
CCCACAGTTAGCACTGAGAAACATAGCTATCATGAAACTTCATGTGGACTTCCTGACTAA
CCCACAGTTAGCACTGAGAAACATAGCTATCATGAAACTTCATGTGGACTTCCTGACTAA
CCCACAGTTAGCACTGAGAAACATAGCTATCATGAAACTTCATGTGGACTTCCTGACTAA
CCCACAGTTAGCACTGAGAAACATAGCTATCATGAAACTTCATGTGGACTTCCTGACTAA
CCCTCAGGGTGCGCTGAGAAACATAGCTACGACGAAGCACAATTTGGAGATCATGATGCA
CCCTCAGGGTGCGCTGAGAAACATAGCTACGACGAAGCACAATCTGGAGATCGTGATCCA

*kx  kkk Kk ok kkkkhkkkkkkxkkxokk * kkx Kk * * Kk ok Kk * Kk Kk kx *

ATTCTCCAACTCTACTGCTGCTACCAATAGTACGTGTTCACCATTCTGCCCTCTTTGTGT
ATTCTCCAACTCTACTGCTGCTACCAATAGTACGTGTTCACCATTCTGCCCCTCTTTGTT
ATTCTCCAACTCTACTGCTGCTACCAATAGTACGTGTTCACCATTCTGCCCCTCTTTGTT
ATTCTCCAACTCTACTGCTGCTACCAATAGTACGTGTTCACCATTCTGCCCCTCTTTGTT
ATTCTCCAACTCTACTGCTGCTACCAATAGTACGTGTTCACCATTCTGCCCCTCTTTGTT
ATTCTCCAACTCTACTGCTGCTACCAATAGTACGTGTTCACCATTCTGCCCCTCTTTGTT
ATTCTCCAACTCTACTGCTGCTACCAATAGTACGTGTTCACCATTCTGCCCCTCTTTGTT
ATTCTCCAACTCTACTGCTGCTACCAATAGTACGTGTTCACCATTCTGCCCCTCTTTGTT
ATTCTCCAACTCTACTGCTGCTACCAATAGTACGTGTTCACCATTCTGCCCCTCTTTGTT
ATTCTCCAACTCTACTGCTGCTACCAATAGTACGTGTTCACCATTCTGCCCCTCTTTGTT
ATTCTCCAACTCTACTGCTGCTACCAATAGTACGTGTTCACCATTCTGCCCCTCTTTGTT
ATTCTCCAACTCTACTGCTGCTACCAATAGTACGTGTTCACCATTCTGCCCCTCTTTGTT
ATTCTCCAACTCTACTGCTGCTACCAATAGTACGTGTTCACCATTCTGCCCCTCTTTGTT
ATTCTCCAACTCTACTGCTGCTACCAATAGTACGTGTTCACCATTCTGCCCCTCTTTGTT
ATTCTCCAACTCTACTGCTGCTACCAATAGTACGTGTTCACCATTCTGCCCCTCTTTGTT
AAGGTCCAACTCTACTGCTGCTACCAACAGTATGTGTCCCCACTCTGCCTCTCTTTA-TT
AAGGTCCAACTCTACTGCTGCTACCAACAGTATGTGTCCCCRCTCTGCCTCTCTTTA-TT

* hhkrhkhkhkhkhkhkhkhkhkkhkrhkkhkrhkkhkrkkhhkx *hkk*x *xk* * * * *  x * % *

CT----ACACTTTATATCAGGCCTCACTCCCTTCTTCCTT-
GATCTACCACTTTATATCAGGCCTCACTCCCTTCTTCCTA-
GATCTACCACTTTATATCAGGACTCACTCCCTTCTTCCTA-
GATCTACCACTTTATATCAGGCCTCACTCCCTTCTTCCTT-
GATCTACCACTTTATATCAGACCTCACTCCCTTCTTCCT--
GATCTACCACTTTATATCA.ACCTCACTCCCTTCTTCCTAG
GATCTACCACTTTATATCAGACCTCACTCCCTTCTTCCTA-
GATCTACCACTTTATATCAGACCTCACTCCCTTCTTCCTA-
GATCTACCACTTTATATCAGGCCTCACTCCCTTCTTCCTA-
GATCTACCACTTTATATCAGACCTCACTCCCTTCTTCCTA-
GATCTACCACTTTATATCAGACCTCACTCCCTTCTTCCTA-
GATCTACCACTTTATATCAKACCTCACTCCCTTCTTCCTA-
GATCTACCACTTTATATCiIACCTCACTCCCTTCTTCCTA—
GATCTACCACTTTATATCAGGCCTCACTCCCTTCTTCCTA-
GATCTACCACTTTATATCAGACCTCACTCCCTTCTTCCTA-
A-ATCTACCCTTCATACCAGGCCTCACTCCCTTCTTCCTA-
A-ATCTACCCTTCATACCAGGCCTCACTCCCTTCTTCCTA-

* kkk Kkkk k% kkkkkkkkhkkkkkkkkk

niikleotidler ileri primerleri ve sar1 renkli olanlar geri primerler bolgelerini gostermektedir.
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Ek Cizelge C.5. BoLA-DQB-E2 Niikleotid konsensiis dizileri (374 bg), gen bolgesinin
genel goriintiisii, hedef ekzon dizileri, primer bdlgeleri ve heterozigot allellerin

kromatogram goriintiisii.

5000 10000 15000
| 1 1 1 | 1 1 1 1 1 1 1 1 | 1 1
AC_000180 (17358 bps)
int-I int-11 int-Il  int-IV
E2
o - O |

W—} BOLA-DQB
E2: 374 be

YK12
YK16
YK7
YK10
YK3
REF-DQB-E2
YK8
YK6
YK1
YK15
YK2
YK4
YK5
YK9
YK11
YK13
YK14

YK12
YK16
YK7
YK10
YK3
REF-DQB-E2
YK8
YK6
YK1
YK15
YK2
YK4
YK5
YKO
YK11
YK13
YK14

YK12
YK16
YK7
YK10
YK3
REF-DQB-E2
YK8
YK6
YK1
YK15
YK2

TGCCCTGTGAAGCTATGGAGCTGAGGCCTGACTGAGCGGCTGTCTCCCCACAGAGGATAC
TGCCCTGTGAAGCTATGGAGCTGAGGCCTGACTGAGCGGCTGTCTCCCCACAGAGGATAC
TGCCCTGTGAAGCTATGGAGCTGAGGCCTGACTGAGCGGCTGTCTCCCCACAGAGGATAC
TGCCCTGTGAAGCTATGGAGCTGAGGCCTGACTGAGCGGCTGTCTCCCCACAGAGGATAC
TGCCCTGTGAAGCTATGGAGCTGAGGCCTGACTGAGCGGCTGTCTCCCCACAGAGGATAC
TGCCCTGTGAAGCTATGGAGCTGAGGCCTGACTGAGCGGCTGTCTCCCCACAGAGGATAC
TGCCCTGTGAAGCTATGGAGCTGAGGCCTGACTGAGCGGCTGTCTCCCCACAGAGGATAC
TGCCCTGTGAAGCTATGGAGCTGAGGCCTGACTGAGCGGCTGTCTCCCCACAGAGGATAC
TGCCCTGTGAAGCTATGGAGCTGAGGCCTGACTGAGCGGCTGTCTCCCCACAGAGGATAC
TGCCCTGTGAAGCTATGGAGCTGAGGCCTGACTGAGCGGCTGTCTCCCCACAGAGGATAC
TGCCCTGTGAAGCTATGGAGCTGAGGCCTGACTGAGCGGCTGTCTCCCCACAGAGGATAC
TGCCCTGTGAAGCTATGGAGCTGAGGCCTGACTGAGCGGCTGTCTCCCCACAGAGGATAC
TGCCCTGTGAAGCTATGGAGCTGAGGCCTGACTGAGCGGCTGTCTCCCCACAGAGGATAC
TGCCCTGTGAAGCTATGGAGCTGAGGCCTGACTGAGCGGCTGTCTCCCCACAGAGGATAC
TGCCCTGTGAAGCTATGGAGCTGAGGCCTGACTGAGCGGCTGTCTCCCCACAGAGGATAC
TGCCCTGTGAAGCTATGGAGCTGAGGCCTGACTGAGCGGCTGTCTCCCCACAGAGGATAC
TGCCCTGTGAAGCTATGGAGCTGAGGCCTGACTGAGCGGCTGTCTCCCCACAGAGGATAC

KA AR A AR AR A AR A AR AR AR A A A A AR AR A I A A AR AR A A A A A A AR AR A A A A AR A A AR X kK

CGTGGTCCACTTTATGGGCCAGTGTTACTTCACTAATGGCACGGAGCGGGTGCGGTACGT
CGTGGTCCACTTTATGTGCCAGTGTTACTTCACTAATGGCACGGAGCGGGTGCGGTACGT
CGTGGTCCACTTTATGGGCCAGTGTTACTTCACTAATGGCACGGA.CGGGTGCGGTACGT
CGTGGTCCACTTTATGGGCCAGTGTTACTTCACTAATGGCACGGAGCGGGTGCGGTACGT
CGTGGTCCACTTTATGGGCCAGIGTTACTTCACTAATGGCACGGA.CGGGTGCGGTACGT
CGTGGTCCACTTTATGTGCCAGTGTTACTTCACTAATGGCACGGAGCGGGTGCGGTACGT
CGTGGTCCACTTTATGGGCCAGTGTTACTTCACTAATGGCACGGAGCGIGTGCGGTACGT
CGTGGTCCACTTTATGGGCCAGTGTTACTTCACTAATGGCACGGAGCGGGTGCGGTACGT
CGTGGTCCACTTTATGGGCCAGTGTTACTTCACTAATGGCACGGAGCGGGTGCGGTACGT
CGTGGTCCACTTTATGGGCCAGTGTTACTTCACTAATGGCACGGAGCGGGTGCGGTACGT
CGTGGTCCACTTTATGGGCCAGTGTTACTTCACTAATGGCACGGAGCGGGTGCGGTACGT
CGTGGTCCACTTTATGGGCCAGTGTTACTTCACTAATGGCACGGAGCGGGTGCGGTACGT
CGTGGTCCACTTTATGGGCCAGTGTTACTTCACTAATGGCACGGAGCGGGTGCGGTACGT
CGTGGTCCACTTTATGGGCCAGTGTTACTTCACTAATGGCACGGAGCGGGTGCGGTACGT
CGTGGTCCACTTTATGGGCCAGTGTTACTTCACTAATGGCACGGAGCGGGTGCGGTACGT
CGTGGTCCACTTTATGGGCCAGTGTTACTTCACTAATGGCACGGAGCGGGTGCGGTACGT
CGTGGTCCACTTTATGGGCCAGTGTTACTTCACTAATGGCACGGAGCGGGTGCGGTACGT

KAk AAAKAARAhAA XA, A Khhhkkhh *AhAAhAAhAAdAAAhkkddkhAdkrkhhkhk * **x )k kkkkkkkxk xk%

GACCAGATTCATCTACAACCAGGAGGAGACCGCATACTATGACAGTGACGTGGGAGAGTA
GACCAGATACATCTACAACCAGGAGGAGACCICATACTATGACAGTGACITGGGAGAGTA
GACCAGATTCATCTACAACCAGGAGGAGACCGCATACTATGACAGTGACGTGGGAGAGTA
GACCAGATACATCTACAACCAGGAGGAGACCGCATACTATGACAGTGACGTGGGAGAGTA
GACCAGATTCATCTACAACCAGGAGGAGACCGCATACTATGACAGTGACGTGGGAGAGTA
GACCAGATACATCTACAACCAGGAGGAGACCGCATACTATGACAGCGACGTGGGAGAGTA
GACCAGATTCATCTACAACCAGGAGGAGACCGCATACTATGACAGTGACGTGGGAGAGTA
GACCAGATACATCTACAACCAGGAGGAGACCGCATACTATGACAGTGACGTGGGAGAGTA
GACCAGATACATCTACAACCAGGAGGAGACCGCATACTATGACAGTGACGTGGGAGAGTA
GACCAGATACATCTACAACCAGGAGGAGACCGCATACTATGACAGTGACGTGGGAGAGTA
GACCAGATTCATCTACAACCAGGAGGAGACCGCATACTATGACAGTGACGTGGGAGAGTA
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YK4 GACCAGATTCATCTACAACCAGGAGGAGACCGCATACTATGACAGTGACGTGGGAGAGTA

YK5 GACCAGATTCATCTACAACCAGGAGGAGACCGCATACTATGACAGTGACGTGGGAGAGTA
YK9 GACCAGATTCATCTACAACCAGGAGGAGACCGCATACTATGACAGTGACGTGGGAGAGTA
YK11 GACCAGATTCATCTACAACCAGGAGGAGACCGCATACTATGACAGTGACGTGGGAGAGTA
YK13 GACCAGATTCATCTACAACCAGGAGGAGACCGCATACTATGACAGTGACGTGGGAGAGTA
YK14 GACCAGATTCATCTACAACCAGGAGGAGACCGCATACTATGACAGTGACGTGGGAGAGTA
Kokkhkhkhkkk Kk hhhhrkxkkhkhhhhx Ak kkhk hhhrxkkhhkhkhrx Kkk Hhhkhkrkx & &k k*
YK12 CCTGGAGCAGACACGGGCGGAGCTGGACACGGTGTGCAGACACAATTACCAGCTGGAGGT
YK16 CCTGGAGCAGACACGGGCGGAGCTGGACACGGTGTGCAGACACAATTACCAGCTGGAGGT
YK7 CCTGGAGCAGACACGGGCGGAGCTGGACACGGTGTGCAGACACAATTACCAGCTGGAGGT
YK10 CCTGGAGCAGACACGGGCGGAGCTGGACACGGTGTGCAGACACAATTACCAGCTGGAGGT
YK3 CCTGGAGCAGACACGGGCGGAGCTGGACACGGTGTGCAGACACAATTACCAGCTGGAGGT
REF-DOB-E2 CCTGGAGCAGACACGGGCGGAGCTGGACACGGTGTGCAGACACAATTACCAGCTGGAGGT
YK8 CCTGGAGCAGACACGGGCGGAGCTGGACACGGTGTGCAGACACAATTACCAGCTGGAGGT
YK6 CCTGGAGCAGACACGGGCGGAGCTGGACACGGTGTGCAIACACAATTACCAGCTGGAGGT
YK1 CCTGGAGCAGACACGGGCGGAGCTGGACACGGTGTGCAGACACAATTACCAGCTGGAGGT
YK15 CCTGGAGCAGACACGGGCGGAGCTGGACACGGTGTGCAGACACAATTACCAGCTGGAGGT
YK2 CCTGGAGCAGACACGGGCGGAGCTGGACACGGTGTGCAGACACAATTACCAGCTGGAGGT
YK4 CCTGGAGCAGACACGGGCGGAGCTGGACACGGTGTGCAGACACAATTACCAGCTGGAGGT
YK5 CCTGGAGCAGACACGGGCGGAGCTGGACACGGTGTGCAGACACAATTACCAGCTGGAGGT
YK9 CCTGGAGCAGACACGGGCGGAGCTGGACACGGTGTGCAGACACAATTACCAGCTGGAGGT
YKI11 CCTGGAGCAGACACGGGCGGAGCTGGACACGGTGTGCAGACACAATTACCAGCTGGAGGT
YK13 CCTGGAGCAGACACGGGCGGAGCTGGACACGGTGTGCAGACACAATTACCAGCTGGAGGT
YK14 CCTGGAGCAGACACGGGCGGAGCTGGACACGGTGTGCAGACACAATTACCAGCTGGAGGT
Kokokkhkkkkkkkhhhkhk kX Ak kkhkhkhk kA Ak kkkhhhkkk kK Hhkhkhkhkkk kK kkkkkkxx &K k*
YK12 CATCACGTCCTTGCAGCGCCAAGGTGAGTGCCTGCCCGGCCCTCCACCCCAGATTCCGAG
YK16 CATCACGTCCTTGCAGCGCCAAGGTGAGTGCCTGCCCGGCCCTCCACCCCAGATTCCGAG
YK7 CATCICGTCCTTGCAGCGCCAAGGIGAGTGCCTGCCCGGCCCTCCACCCCAGATTCCGAG
YK10 CATCACGTCCTTGCAGCGCCCAGGKGAGTGCCTGCCCGGCCCTCCACCCCAGATTCCGAG
YK3 CATCACGTCCTTGCAGCGCCAAGGTGAGTGCCTGCCCGGCCCTCCACCCCAGATTCCGAG
REF-DQB-E2 CATCACGTCCTTGCAGCGCCAAGGTGAGTGCCTGCCCGGCCCTCCACCCCAGATTCCGAG
YK8 CATCACGTCCTTGCAGCGCCAAGGTGAGTGCCTGCCCGGCCCTCCACCCCAGATTCCGAG
YK6 CATCACGTCCTTGCAGCGCCAAGGTGAGTGCCTGCCCGGCCCTCCACCCCAGATTCCGAG
YK1 CATCACGTCCTTGCAGCGCCAAGGTGAGTGCCTGCCCGGCCCTCCACCCCAGATTCCGAG
YK15 CATCACGTCCTTGCAGCGCCAAGGTGAGTGCCTGCCCGGCCCTCCACCCCAGATTCCGAG
YK2 CATCACGTCCTTGCAGCGCCAAGGTGAGTGCCTGCCCGGCCCTCCACCCCAGATTCCGAG
YK4 CATCACGTCCTTGCAGCGCCAAGGTGAGTGCCTGCCCGGCCCTCCACCCCAGATTCCGAG
YK5 CATCACGTCCTTGCAGCGCCAAGGTGAGTGCCTGCCCGGCCCTCCACCCCAGATTCCGAG
YK9 CATCACGTCCTTGCAGCGCCAAGGTGAGTGCCTGCCCGGCCCTCCACCCCAGATTCCGAG
YKI11 CATCACGTCCTTGCAGCGCCAAGGTGAGTGCCTGCCCGGCCCTCCACCCCAGATTCCGAG
YK13 CATCACGTCCTTGCAGCGCCAAGGTGAGTGCCTGCCCGGCCCTCCACCCCAGATTCCGAG
YK14 CATCACGTCCTTGCAGCGCCAAGGTGAGTGCCTGCCCGGCCCTCCACCCCAGATTCCGAG
Kokokk kkkkkkkhkhkhkhkxk kK Khhkk kA Kk kkhkhhkhkkkkkkhkhkhkxk k& Kk kkkkxxx&kk*
¢ T G G G G T A B ot o4 ¢ o= A G T 1t c & [N c c 1

UV Ve VY

*Mavi bolgeler intronlar1, kirmizilar ekzonlari, yesil renkli bolgeler heterozigot bdlgeleri, giri renkle isaretli
niikleotidler ileri primerleri ve sar1 renkli olanlar geri primerler bdlgelerini gostermektedir.

270



Ek Cizelge C.6. BoLA-DRA-E2 Niikleotid konsensiis dizileri (305 bg), gen bolgesinin
genel goriintiisii, hedef ekzon dizileri, primer bdlgeleri ve heterozigot allellerin
kromatogram goriintiisii.

2000 4000 6000
| | | | | | 1 | | |

|
AC_000180 (6112 bps)

int-1 int-I1 int-11T
E2
O _— —+—
BOLA-DRA
E2: 305 bg

YK4 TCTTCCTCTCCTGGTTCCCACCCTGACCCCCTTTCTTGTCTTTTCAGAGAATCATGTGAT
YK8 —CTTCCTCTCCTGGTTCCCACCCTGACCCCCTTTCTTGTCTTTTCAGAGAATCATGTGAT
YK9 TCTTCCTCTCCTGGTTCCCACCCTGACCCCCTTTCTTGTCTTTTCAGAGAATCATGTGAT
YK13 —CTTCCTCTCCTGGTTCCCACCCTGACCCCCTTTCTTGTCTTTTCAGAGAATCATGTGAT
YK16 TCTTCCTCTCCTGGTTCCCACCCTGACCCCCTTTCTTGTCTTTTCAGAGAATCATGTGAT
YK5 —CTTCCTCTCCTGGTTCCCACCCTGACCCCCTTTCTTGTCTTTTCAGAGAATCATGTGAT
YK6 —CTTCCTCTCCTGGTTCCCACCCTGACCCCCTTTCTTGTCTTTTCAGAGAATCATGTGAT
YK14 —CTTCCTCTCCTGGTTCCCACCCTGACCCCCTTTCTTGTCTTTTCAGAGAATCATGTGAT
YK15 —CTTCCTCTCCTGGTTCCCACCCTGACCCCCTTTCTTGTCTTTTCAGAGAATCATGTGAT
YK2 TCTTCCTCTCCTGGTTCCCACCCTGACCCCCTTTCTTGTCTTTTCAGAGAATCATGTGAT
REF-DRA-E2 —CTTCCTCTCCTGGTTCCCACCCTGACCCCCTTTCTTGTCTTTTCAGAGAATCATGTGAT
YK1 TCTTCCTCTCCTGGTTCCCACCCTGACCCCCTTTCTTGTCTTTTCAGAGAATCATGTGAT
YK3 TCTTCCTCTCCTGGTTCCCACCCTGACCCCCTTTCTTGTCTTTTCAGAGAATCATGTGAT
YK11 TCTTCCTCTCCTGGTTCCCACCCTGACCCCCTTTCTTGTCTTTTCAGAGAATCATGTGAT
YK12 TCTTCCTCTCCTGGTTCCCACCCTGACCCCCTTTCTTGTCTTTTCAGAGAATCATGTGAT
YK7 TCTTCCTCTCCTGGTTCCCACCCTGACCCCCTTTCTTGTCTTTTCAGAGAATCATGTGAT
YK10 TCTTCCTCTCCTGGTTCCCACCCTGACCCCCTTTCTTGTCTTTTCAGAGAATCATGTGAT

hAhkhkhkkhkhkhkhkkhkkhkhkhkhhkhhkhrhhkkhhkhhhkhhkhrhhkkhkhhhhkkhhkhrhkhkkhkdhhrrhkkhkhkhrhkhkkhkhhrrhkkhhkxkx*k
YK4 CATCCAAGCTGAGTTCTATCTGAAACCTGAGGAATCAGCCGAGTTTATGTTTGACTTTGA
YK8 CATCCAAGCTGAGTTCTATCTGAAACCTGAGGAATCAGCCGAGTTTATGTTTGACTTTGA
YK9 CATCCAAGCTGAGTTCTATCTGAAACCTGAGGAATCAGCCGAGTTTATGTTTGACTTTGA
YK13 CATCCAAGCTGAGTTCTATCTGAAACCTGAGGAATCAGCCGAGTTTATGTTTGACTTTGA
YK16 CATCCAAGCTGAGTTCTATCTGAAACCTGAGGAATCAGCCGAGTTTATGTTTGACTTTGA
YK5 CATCCAAGCTGAGTTCTATCTGAAACCTGAGGAATCAGCCGAGTTTATGTTTGACTTTGA
YK6 CATCCAAGCTGAGTTCTATCTGAAACCTGAGGAATCAGCCGAGTTTATGTTTGACTTTGA
YK14 CATCCAAGCTGAGTTCTATCTGAAACCTGAGGAATCAGCCGAGTTTATGTTTGACTTTGA
YK15 CATCCAAGCTGAGTTCTATCTGAAACCTGAGGAATCAGCCGAGTTTATGTTTGACTTTGA
YK2 CATCCAAGCTGAGTTCTATCTGAAACCTGAGGAATCAGCIGAGTTTATGTTTGACTTTGA
REF-DRA-E2 CATCCAAGCTGAGTTCTATCTGAAACCTGAGGAATCAGCCGAGTTTATGTTTGACTTTGA
YK1 CATCCAAGCTGAGTTCTATCTGAAACCTGAGGAATCAGCCGAGTTTATGTTTGACTTTGA
YK3 CATCCAAGCTGAGTTCTATCTGAAACCTGAGGAATCAGCCGAGTTTATGTTTGACTTTGA
YK11 CATCCAAGCTGAGTTCTATCTGAAACCTGAGGAATCAGCCGAGTTTATGTTTGACTTTGA
YK12 CATCCAAGCTGAGTTCTATCTGAAACCTGAGGAATCAGCCGAGTTTATGTTTGACTTTGA
YK7 CATCCAAGCTGAGTTCTATCTGAAACCTGAGGAATCAGCCGAGTTTATGTTTGACTTTGA
YK10 CATCCAAGCTGAGTTCTATCTGAAACCTGAGGAATCAGCCGAGTTTATGTTTGACTTTGA

khkhkkhkhkhkhkhkkhkhkhkhhkkhhkhrhkhkkhkhkhhhkhhkhrhkkhkkhkhhrhhkkhhkhrhkhkd d,hxkhkhhkhrhkhkhkkhhrhkhkhdxkxk*k
YK4 TGGTGATGAGATTTTCCACGTGGATATGGGGAAGAAGGAGACGGTGTGGCGGCTTCCAGA
YK8 TGGTGATGAGATTTTCCACGTGGATATGGGGAAGAAGGAGACGGTGTGGCGGCTTCCAGA
YK TGGTGATGAGATTTTCCACGTGGATATGGGGAAGAAGGAGACGGTGTGGCGGCTTCCAGA
YK13 TGGTGATGAGATTTTCCACGTGGATATGGGGAAGAAGGAGACGGTGTGGCGGCTTCCAGA
YK16 TGGTGATGAGATTTTCCACGTGGATATGGGGAAGAAGGAGACGGTGTGGCGGCTTCCAGA
YKS TGGTGATGAGATTTTCCACGTGGATATGGGGAAGAAGGAGACGGTGTGGCGGCTTCCAGA
YK6 TGGTGATGAGATTTTCCACGTGGATATGGGGAAGAAGGAGACGGTGTGGCGGCTTCCAGA
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YK14

YK15

YK2
REF-DRA-E2
YK1

YK3

YK11

YK12

YK7

YK10

YK4
YKS8
YK9
YK13
YK16
YK5
YK6
YK14
YK15
YK2
REF-DRA-E2
YK1
YK3
YK11
YK12
YK7
YK10

YK4
YK8
YK9
YK13
YK16
YK5
YK6
YK14
YK15
YK2
REF-DRA-E2
YK1
YK3
YK11
YK12
YK7
YK10

TGGTGATGAGATTTTCCACGTGGATATGGGGAAGAAGGAGACGGTGTGGCGGCTTCCAGA
TGGTGATGAGATTTTCCACGTGGATATGGGGAAGAAGGAGACGGTGTGGCGGCTTCCAGA
TGGTGATGAGATTTTCCACGTGGATATGGGGAAGAAGGAGACGGTGTGGCGGCTTCCAGA
TGGTGATGAGATTTTCCACGTGGATATGGGGAAGAAGGAGACGGTGTGGCGGCTTCCAGA
TGGTGATGAGATTTTCCACGTGGATATGGGGAAGAAGGAGACGGTGTGGCGGCTTCCAGA
TGGTGATGAGATTTTCCACGTGGATATGGGGAAGAAGGAGACGGTGTGGCGGCTTCCAGA
TGGTGATGAGATTTTCCACGTGGATATGGGGAAGAAGGAGACGGTGTGGCGGCTTCCAGA
TGGTGATGAGATTTTCCACGTGGATATGGGGAAGAAGGAGACGGTGTGGCGGCTTCCAGA
TGGTGATGAGATTTTCCACGTGGATATGGGGAAGAAGGAGACGGTGTGGCGGCTTCCAGA
TGGTGATGAGATTTTCCACGTGGATATGGGGAAGAAGGAGACGGTGTGGCGGCTTCCAGA

KA A A A AR AR A AR A A A AR A A A A A A AR AR A I A A A A AR A A A A A A AN A A AR A A A A A AR X kK

ATTTGGACATTTTGCCAGCTTTGAGGCTCAGGGTGCCCTGGCCAATATGGCTGTGATGAA
ATTTGGACATTTTGCCAGCTTTGAGGCTCAGGGTGCCCTGGCCAATATGGCTGTGATGAA
ATTTGGACATTTTGCCAGCTTTGAGGCTCAGGGTGCCCTGGCCAATATGGCTGTGATGAA
ATTTGGACATTTTGCCAGCTTTGAGGCTCAGGGTGCCCTGGCCAATATGGCTGTGATGAA
ATTTGGACATTTTGCCAGCTTTGAGGCTCAGGGTGCCCTGGCCAATATGGCTGTGATGAA
ATTTGGACATTTTGCCAGCTTTGAGGCTCAGGGTGCCCTGGCCAATATGGCTGTGATGAA
ATTTGGACATTTTGCCAGCTTTGAGGCTCAGGGTGCCCTGGCCAATATGGCTGTGATGAA
ATTTGGACATTTTGCCAGCTTTGAGGCTCAGGGTGCCCTGGCCAATATGGCTGTGATGAA
ATTTGGACATTTTGCCAGCTTTGAGGCTCAGGGTGCCCTGGCCAATATGGCTGTGATGAA
ATTTGGACATTTTGCCAGCTTTGAGGCTCAGGGTGCCCTGGCCAATATGGCTGTGATGAA
ATTTGGACATTTTGCCAGCTTTGAGGCTCAGGGTGCCCTGGCCAATATGGCTGTGATGAA
ATTTGGACATTTTGCCAGCTTTGAGGCTCAGGGTGCCCTGGCCAATATGGCTGTGATGAA
ATTTGGACATTTTGCCAGCTTTGAGGCTCAGGGTGCCCTGGCCAATATGGCTGTGATGAA
ATTTGGACATTTTGCCAGCTTTGAGGCTCAGGGTGCCCTGGCCAATATGGCTGTGATGAA
ATTTGGACATTTTGCCAGCTTTGAGGCTCAGGGTGCCCTGGCCAATATGGCTGTGATGAA
ATTTGGACATTTTGCCAGCTTTGAGGCTCAGGGTGCCCTGGCCAATATGGCTGTGATGAA
ATTTGGACATTTTGCCAGCTTTGAGGCTCAGGGTGCCCTGGCCAATATGGCTGTGATGAA

kA hkkhkhkhkkhkhhkhkhhhkhkhkrhkhkrhhkrhkhkhkhhkhhkrhkhkrhkhkrhkrhkhkrhkhkrhkkhkhkhhkrkrhkhkxkhkkxk*x

AGCCAACCTGGACATCATGATAAAGCGCTCCAACAACACCCCAAACACCAATGGTACCTC
AGCCAACCTGGACATCATGATAAAGCGCTCCAACAACACCCCAAACACCAATGGTACCTC
AGCCAACCTGGACATCATGATAAAGCGCTCCAACAACACCCCAAACACCAATGGTACCTC
AGCCAACCTGGACATCATGATAAAGCGCTCCAACAACACCCCAAACACCAATGGTACCTC
AGCCAACCTGGACATCATGATAAAGCGCTCCAACAACACCCCAAACACCAATGGTACCTC
AGCCAACCTGGACATCATGATAAAGCGCTCCAACAACACCCCAAACACCAATGGTACCTC
AGCCAACCTGGACATCATGATAAAGCGCTCCAACAACACCCCAAACACCAATGGTACCTC
AGCCAACCTGGACATCATGATAAAGCGCTCCAACAACACCCCAAACACCAATGGTACCTC
AGCCAACCTGGACATCATGATAAAGCGCTCCAACAACACCCCAAACACCAATGGTACCTC
AGCIAACCTGGACATCATGATAAAGCGCTCCAACAACACCCCAAACACCAATGGTACCTC
AGCTAACCTGGACATCATGATAAAGCGCTCCCCCCAAACACCAATGGTACCTCTGCTCCA
AGCTAACCTGGACATCATGATAAAGCGCTCCAACAACACCCCAAACACCAATGGTACCTC
AGCTAACCTGGACATCATGATAAAGCGCTCCAACAACACCCCAAACACCAATGGTACCTC
AGCTAACCTGGACATCATGATAAAGCGCTCCAACAACACCCCAAACACCAATGGTACCTC
AGCTAACCTGGACATCATGATAAAGCGCTCCAACAACACCCCAAACACCAATGGTACCTC
AGCYAACCTGGACATCATGATAAAGCGCTCCAACAACACCCCAAACACCAATGGTACCTC
AGCYAACCTGGACATCATGATAAAGCGCTCCAACAACACCCCAAACACCAATGGTACCTC

khkk khkhkhhkhkhkkh A hkhrhkhkhhhkrhkhkhhkhhkkhkrhkhkrhhkrhkhkhhkrhkkhkrhkhkhkhhkrkrhkhkrxkhkkxk*k

200 210

220
T G T G A T G A A A G c Y A A c C T G G A C A T C A

WAL

Lo

*Mavi bolgeler intronlar1, kirmizilar ekzonlari, yesil renkli bolgeler heterozigot bdlgeleri, giri renkle isaretli

niikleotidler ileri primerleri ve sar1 renkli olanlar geri primerler bolgelerini gostermektedir.
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Ek Cizelge C.7. BoLA-DRB2-E2 Niikleotid konsensiis dizileri (394 bg), gen bolgesinin
genel goriintiisii, hedef ekzon dizileri, primer bdlgeleri ve heterozigot allellerin

kromatogram goriintiisii.

5000 10000 15000
| | | 1 1 | | 1 | | | 1 | | | | 1

AC_000180 (17470 bps)

int-I int-II int-ITT intdvV
E2
i o - —H
BOLA-DRB2
E2: 394 be

YK e CAGTGATCAGATCTTTCACGTCTTCACAGCGCATTTC
YK6 e GTGATCAGATCTTTCACGTCTTCACAGCGCATTTC
YK14 e CCCAGTGATCAGATCTTTCACGTCTTCACAGCGCATTTC
YK4 ~CAGTCATTTCCAGGAGCCCGCCCAGTGATCAGATCTTTCACGTCTTCACAGCGCATTTC
YK13 e CCCAGTGATCAGATCTTTCACGTCTTCACAGCGCATTTC
YK15 - ——GTCATTTCCAGGAGCCCGCCCAGTGATCAGATCTTTCACGTCTTCACAGCGCATTTC
YK12 e CAGTGATCAGATCTTTCACGTCTTCACAGCGCATTTC
YK11 e CCAGTGATCAGATCTTTCACGTCTTCACAGCGCATTTC
YK2 e CCAGTGATCAGATCTTTCACGTCTTCACAGCGCATTTC
YK16 TCAGTCATTTCCAGGAGCCCGCCCAGTGATCAGATCTTTCACGTCTTCACAGCGCATTTC
YK7 -—~AGTCATTTCCAGGAGCCCGCCCAGTGATCAGATCTTTCACGTCTTCACAGCGCATTTC
YK5 TCAGTCATTTCCAGGAGCCCGCCCAGTGATCAGATCTTTCACGTCTTCACAGCGCATTTC
YK10 e CCAGTGATCAGATCTTTCACGTCTTCACAGCGCATTTC
REF-DRB2-E2 TCAGTCATTTCCAGGAGCCCGCCCAGTGATCAGATCTTTCACGTCTTCACAGCGCATTTC
YK8 ~CAGTCATTTCCAGGAGCCCGCCCAGTGATCAGATCTTTCACGTCTTCACAGCGCATTTC
YK3 TCAGTCATTTCCAGGAGCCCGCCCAGTGATCAGATCTTTCACGTCTTCACAGCRCATTTC
YK9 e CCAGTGATCAGATCTTTCACGTCTTCACAGCGCATTTC
khkkhkkhkhkhrkhkkhkkhkhkhkhkkhkkhkhkrhkkhkkhkhhkhkkhkkhkhkrkhk *hkkhk*x*x

YK1 ATCCATCAGTTTAAGGGTGAGTGTCGTTTCTCCAACGGRTTGGAGCGGATGCGGTTCTTT
YK6 ATCCATCAGTTTAAGGGTGAGTGTCGTTTCTCCAACGGGTTGGAGCGGATGCGGTTCTTT
YK14 ATCCATCAGTTTAAGGGTGAGTGTCGTTTCTCCAACGGGTTGGAGCRGATGCGGTTCTTT
YK4 ATCCATCAGTTTAAGGGTGAGTGTCGTTTCTCCAACGGGTTGGAGCRGATGCGGTTCTTT
YK13 ATCCATCAGTTTAAGGGTGAGTGTCGTTTCTCCAACGGGTTGGAGCRGATGCGGTTCTTT
YK15 ATCCATCAGTTTAAGGGTGAGTGTCGTTTCTCCAACGGGTTGGAGCRGATGCGGTTCTTT
YK12 ATCCATCAGTTTAAGGGTGAGTGTCGTTTCTCCAACGGGTTGGAGCGGATGCGGTTCTTT
YK11 ATCCATCAGTTTAAGGGTGAGTGTCGTTTCTCCAACGGGTTGGAGCRGATGCGGTTCTTT
YK2 ATCCATCAGTTTAAGGGTGAGTGTCGTTTCTCCAACGGGTTGGAGCGGATGCGGTTCTTT
YK16 ATCCATCAGTTTAAGGGTGAGTGTCGTTTCTCCAACGGGTTGGAGCGGATGCGGTTCTTT
YK7 ATCCATCAGTTTAAGGGTGAGTGTCGTTTCTCCAACGGGTTGGAGCGGATGCGGTTCTTT
YK5 ATCCATCAGTTTAAGGGTGAGTGTCGTTTCTCCAACGGGTTGGAGCGGATGCGGTTCTTT
YK10 ATCCATCAGTTTAAGGGTGAGTGTCGTTTCTCCAACGGGTTGGAGCGGATGCGGTTCTTT
REF-DRB2-E2 ATCCATCAGTTTAAGGGTGAGTGTCGTTTCTCCAACGGGTTGGAGCGGATGCGGTTCTTT
YK8 ATCCATCAGTTTAAGGGTGAGTGTCGTTTCTCCAACGGGTTGGAGCGGATGCGGTTCTTT
YK3 ATCCATCAGTTTAAGGGTGAGTGTCGTTTCTCCAACGGGTTGGAGCRGATGCGGTTCTTT
YK9 ATCCATCAGTTTAAGGGTGAGTGTCGTTTCTCCAACGGGTTGGAGCIGATGCGGTTCTTT
Ak hkhkhkhkhkhkkhkkhkhkhkhhkhkhkhrhkkhkhkhkhhhkhhkrhkkhkkhkhkhrhhkkhhhrkh ,hkhhkhkk,k *khkhhhrkhkkhkhxkxk*k

YK1 GCCAGATACATCTACAACACGCAGGAGGATGTGCATT TCGACAGCGATGTGGGGGAGTTC
YK6 GCCAGATACATCTACAACACGCAGGAGGATGTGCATTTCGACAGCGATGTGGGGGAGTTC
YK14 GCCAGATACATCTACAACACGCAGGAGGATGTGCATT TRGACAGCGATGTGGGGGAGTTC
YK4 GCCAGATACATCTACAACACGCAGGAGGATGTGCATT T¥GACAGCGATGTGGGGGAGTTC
YK13 GCCAGATACATCTACAACACGCAGGAGGATGTGCATT T¥GACAGCGATGTGGGGGAGTTC
YK15 GCCAGATACATCTACAACACGCAGGAGGATGTGCATT TYGACAGCGATGTGGGGGAGTTC
YK12 GCCAGATACATCTACAACACGCAGGAGGATGTGCATT TCGACAGCGATGTGGGGGAGTTC
YK11 GCCAGATACATCTACAACACGCAGGAGGATGTGCATTTCGACAGCGATGTGGGGGAGTTC
YK2 GCCAGATACATCTACAACACGCAGGAGGATGTGCATT TCGACAGCGATGTGGGGGAGTTC
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YK16

GCCAGATACATCTACAACACGCAGGAGGATGTGCATTTCGACAGCGATGTGGGGGAGTTC

YK7 GCCAGATACATCTACAACACGCAGGAGGATGTGCATTTIGACAGCGATGTGGGGGAGTTC
YK5 GCCAGATACATCTACAACACGCAGGAGGATGTGCATTTCGACAGCGATGTGGGGGAGTTC
YK10 GCCAGATACATCTACAACACGCAGGAGGATGTGCATTTCGACAGCGATGTGGGGGAGTTC
REF-DRB2-E2 GCCAGATACATCTACAACACGCAGGAGGATGTGCATTTCGACAGCGATGTGGGGGAGTTC
YK8 GCCAGATACATCTACAACACGCAGGAGGATGTGCATTTCGACAGCGATGTGGGGGAGTTC
YK3 GCCAGATACATCTACAACACGCAGGAGGATGTGCATTTCGACAGCGATGTGGGGGAGTTC
YK9 GCCAGATACATCTACAACACGCAGGAGGATGTGCATTTIGACAGCGATGTGGGGGAGTTC
KAk Ak hkkh kA hhhkhhkhhhhhhkhhkhhkdhrkhhhhhdhhhkhrkd *,khhkhkhrkhkhhkhhkhhkrkhrkkhxkx
YK1 ATGGAGCAGATGCGGGCCAAGGTGGACACGTTGTGCAGATCCAACTACCAGGGCATTGGT
YK6 ATGGAGCAGATGCGGGCCAAGGTGGACACGTTGTGCAGATCCAACTACCAGGGCATTGGT
YK14 ATGGAGCAGATGCGGGCCAAGGTGGACACRTTGTGCAGATCCAACTACCAGGGCATTGGT
YK4 ATGGAGCAGATGCGGGCCAAGGTGGACACRTTGTGCAGATCCAACTACCAGGGCATTGGT
YK13 ATGGAGCAGATGCGGGCCAAGGTGGACACRTTGTGCAGATCCAACTACCAGGGCATTGGT
YK15 ATGGAGCAGATGCGGGCCAAGGTGGACACRTTGTGCAGATCCAACTACCAGGGCATTGGT
YK12 ATGGAGCAGATGCGGGCCAAGGTGGACACGTTGTGCAGATCCAACTACCAGGGCATTGGT
YK11 ATGGAGCAGATGCGGGCCAAGGTGGACACGTTGTGCAGATCCAACTACCAGGGCATTGGT
YK2 ATGGAGCAGATGCGGGCCAAGGTGGACACGTTGTGCAGATCCAACTACCAGGGCATTGGT
YK16 ATGGAGCAGATGCGGGCCAAGGTGGACACGTTGTGCAGATCCAACTACCAGGGCATTGGT
YK7 ATGGAGCAGATGCGGGCCAAGGTGGACACGTTGTGCAGATCCAACTACCAGGGCATTGGT
YK5 ATGGAGCAGATGCGGGCCAAGGTGGACACGTTGTGCAGATCCAACTACCAGGGCATTGGT
YK10 ATGGAGCAGATGCGGGCCAAGGTGGACACGTTGTGCAGATCCAACTACCAGGGCATTGGT
REF-DRB2-E2 ATGGAGCAGATGCGGGCCAAGGTGGACACGTTGTGCAGATCCAACTACCAGGGCATTGGT
YK8 ATGGAGCAGATGCGGGCCAAGGTGGACACGTTGTGCAGATCCAACTACCAGGGCATTGGT
YK3 ATGGAGCAGATGCGGGCCAAGGTGGACACGTTGTGCAGATCCAACTACCAGGGCATTGGT
YK9 ATGGAGCAGATGCGGGCCAAGGTGGACACGTTGTGCAGATCCAACTACCAGGGCATTGGT
AAKAKAKAAKAAKAAKAAKRAKAAKAAKAAKAAKARAKAAAKX AKX AAA KA AR AR AR AR AR AR AR AR AR A XXk kK
YK1 GTGTGTGCGTGCACGTGTGCAGG-—————————-———
YK6 GTGTGTGCGTGCACGTGT———-——==——=————————
YK14 GTGTGTGCGTGCACGTGTGCARGAATGTGTGTGTGA
YK4 GTGTGTGCGTGCACGTGTGCAGGAATGTGTGTGTG-
YK13 GTGTGTGCGTGCACGTGTGC---—=———————————
YK15 GTGTGTGCGTGCACGTGTGCAGGAATGTGTGTGT--
YK12 GTGTGTGC——==—==——=———————————————————
YKI11 GTGTGTGCGTGCACGTGTGC--——=———————————
YK2 GTGTGTGCGTGCACGTGTGCAG——=——=——=——————
YK16 GTGTGTGCGTGCACGT-——--—-==—————————————
YK7 GTGTGTGCGTGCACGTGT-—-—-———=———————————
YK5 GTGTGTGCGTGCACGTGTGCA---————————————
YK10 GTGTGTGCGTGCACGTGTGCAGGAATGTGTGTGTG-
REF-DRB2-E2 GTGTGTGCGTGCACGTGTGCAGGAATGTGTGTGTG-
YK8 GTGTGTGCGTGCACGTGT-—-—-——==———————————
YK3 GTGTGTGCGTGCACGTGT----=—————————————
YK9 GTGTGTG-——=——==—————————————————————
*kkkk kK
G G 1;0 G G C T G G A C ]Ro T A C T G 100
< AN As._—m.‘@-‘w.-—;i‘zs-_éﬂg,_ _L Bom P ‘_‘v‘;__.‘“‘.‘d!‘“w‘ et ey ‘D “
C A A A 2:}0 A A C C G C A ’ C A A C G A G

,Lh“..‘/u WUHM

*Mavi bolgeler 1ntronlar1, kirmizilar ekzonlari, yesil renkli bolgeler heterozigot bolgeleri, giri renkle isaretli
niikleotidler ileri primerleri ve sar1 renkli olanlar geri primerler bolgelerini gostermektedir.
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Ek Cizelge C.8. BoLA-DRB3-E2 Niikleotid konsensiis dizileri (414 bg), gen bolgesinin

genel goriintiisii, hedef ekzon dizileri,

kromatogram goriintiisii.

2000

4000 6000 8000 10000 12000
1 | | | | | | | | | | | 1 1 | 1 | | | | |

primer bolgeleri ve heterozigot allellerin

- T I —

NW_001494171 (13636 bps)

YK7
YK11
YK14
YK2
YKS8
YK1
YK12
YK13
YK9
YK5
REF-DRB3-E2
YK10
YK3
YK15
YK6
YK4
YK16

YK7
YK11
YK14
YK2
YK8
YK1
YK12
YK13
YK9
YK5
REF-DRB3-E2
YK10
YK3
YK15
YK6
YK4
YK16

YK7
YK11
YK14
YK2
YK8
YK1
YK12
YK13

int-I int-TintshE TV
E2
0
BOLA-DRB3 H_}
E2:414 bg

CTCTGCAGCACATTTCCTGGAGTATTATAAGAGAGAGTGTCATTTTCTCACGGGGACCGA
CTCTGCAGCACATTTCCTGGAGTATTATAAGAGAGAGTGTCATTTCTTCAACGGGACCGA
CTCTGCAGCACATTTCCTGGAGTATTATAAGAGAGAGTGTCATTTCTTCAACGGGACCGA
CTCTGCAGCACATTTCCTGGAGTATTATAAGAGAGAGTGTCATTTCTTCAACGGGACCGA
CTCTGCAGCACATTTCCTGGAGTATTATAAGAGAGAGTGTCATTTCTTCAACGGGGACGA
CTCTGCAGCACATTTCCTGGAGTATTATAAGAGAGAGTGTCATTTCTTCAACGGGACCGA
CTCTGCAGCACATTTCCTGGAGTATTATAAGAGAGAGTGTCATTTCTTCAACGGGACCGA
CTCTGCAGCACATTTCCTGGAGTATTATAAGAGAGAGTGTCATTTCTTCAACGGGACCGA
CTCTGCAGCACATTTCCTGGAGTATTATAAGAGAGAGTGTCATTTCCTTCACGGGACCGA
CTCTGCAGCACATTTCCTGGAGTATTATAAGAGAGAGTGTCATTTCTTCAACGGGACCGA
CTCTGCAGCACATTTCCTGGAGTATTATAAGAGAGAGTGTCATTTCTTCAACGGGACCGA
CTCTGCAGCACATTTCCTGGAGTATTATAAGAGAGAGTGTCATTTCTTCAACGGGACCGA
CTCTGCAGCACATTTCCTGGAGTATTATAAGAGAGAGTGTCATTTCTTCAACGGGACCGA
CTCTGCAGCACATTTCCTGGAGTATTATAAGAGAGAGTGTCATTTCTTCAACGGGACCGA
CTCTGCAGCACATTTCCTGGAGTATTATAAGAGAGAGTGTCATTTCTTCAACGGGACCGA
CTCTGCAGCACATTTCCTGGAGTATTATAAGAGAGAGTGTCATTTCTTCAACGGGACCGA
CTCTGCAGCACATTTCCTGGAGTATTATAAGAGAGAGTGTCATTTCTTCAACGGGGACGA

KA XK AKRKAAKAAAA AR A AR A AR AR AR A A A A A AR A AR A A A AR ARk, K * * Kk Kk * Kk Kk

CGACTGGGGCGAGTTCCGGGCGGTGACCGAGCTGGGGCGGCCG CCGCCGIGCACTIGAA
CGACTGGGGCGAGTTCCGGGCGITGACCGAGCT GGGCGGCGCGWNCGCCGAGCAGTGGAA
CGACTGGGGCGAGTTCCGGGCGGTGACCGAGCTRGGGCGGCCGGACGCCGAGTACTGGAA
CGACTGGGGCGAGTTCCGGGCGGTGACCGAGCTGGGGCGGCCGGACGCCGAGTACTGGAA
CGACTGGGGCGAGTTCCGGGCGGTGACCGAGCTGGGGCGGCCGGACGCCGAGTACTGGAA
CGACTGGGGCGAGTTCCGGGCGKTGACCGAGCTGGGGCGGCCGGACGCCIAG CTGGAA
CGACTGGGGCGAGTTCCGGGCGKTGACCGAGCTGGGGCGGCMGGACGCCGAG TGGAA
CGACTGGGGCGAGTICCGGGCGGTGACCGAGCTGGGGCGGCIGGICGCCIAG CTGGAA
CGACTGGGGCGAGTTCCGGGCGGTGACCGAGCTAGGGCGGCGCGTCGCCGAGCAGTGGAA
CGACTGGGGCGAGTACCGGGCGGTGACCGAGCTGGGGCGGCCGGACGCCAAGTACTGGAA
CGACTGGGGCGAGTACCGGGCGGTGACCGAGCTGGGGCAGCGGGTCGCCGAGTACTGCAA
CGACTGGGGCGAGTACCGGGCGGTGACCGAGCTAGGGCGGCCGGACGCCGAGTACTGGAA
CGACTGGGGCGAGTACCGGGCGGTGACCGAGCTAGGGCGGCCGGACGCCGAGTACTGGAA
CGACTGGGGCGAGTACCGGGCGGTGACCGAGCTAGGGCGGCCGGACGCCGAGTACTGGAA
CGACTGGGGCGAGTACCGGGCGGTGACCGAGCTGGGGCGGCAGGACGCCGAGCAGTGGAA
CGACTGGGGCGAGTACCGGGCGGTGACCGAGCTGGGGCGGC GGICGCCGAGCAGTIGAA
CGACTGGGGCGAGTACCGGGCGGTGACCGAGCTGGGGCGGCRGGACGCCGAGCAGTGGAA

KAk AkAhkhkkhkhkhkkhkhAkkhkhkx *hkkhkhkkhkrk *kkhkkkkkhkrkhkkhkkk *kkxk k% * Kk Kk Kk * Kk K * K

CAGCCAGAAGGACTTCCTGGAGGACAAGCGGGCTTCTGTGGACACGTACTGCAGACACAA
CAGCCAGAAGGACTTCCTGGAG G.GCGGGCCG GGTGGAC TGCAGAIZ—\CZ—\A
CAGCCAGAAGGACTTCCTGGAGSRGAGGCGGGCC GTGGAC TGCAGACACAA
CAGCCAGAAGGACTTCCTGGAGCGGACGCGGGCC GTGGACACGTACTGCAGACACAA
CAGCCAGAAGGACTTCCTGGAGCGGAAGCGGGCCATAGTGGACACGTACTGCAGACACAA
CAGCCAGAAGGAGATCCTGGAGGACGAGCGGGCC GTGGACACGTACTGCAGAYACAA
CAGCCAGAAGGA.A.CCTGGAGGACGAGCGGGCCTC GTGGACACGTACTGCAGANMACAA
CAGCCAGAAGGAGATCCTGGAGCGGAAGCGGGCCAATGTGGACAC G-TGCAGACACAA
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YK9

YK5
REF-DRB3-E2
YK10

YK3

YK15

YK6

YK4

YK16

YK7
YK11
YK14
YK2
YKS8
YK1
YK12
YK13
YK9
YK5
REF-DRB3-E2
YK10
YK3
YK15
YK6
YK4
YK16

YK7
YK11
YK14
YK2
YK8
YK1
YK12
YK13
YK9
YK5
REF-DRB3-E2
YK10
YK3
YK15
YK6
YK4
YK16

T,

R Ay

CAGCCAGAAGGACTTCCTGGAGGAGAGGCGGGCCGAGGTGGACAGGGTGTGCAGACACAR
CAGCCAGAAGGAGATCCTGGAGCGGAGGCGGGCCGAGGTGGACACGGTGTGCAGACACAA
CAGCCAGAAGGACTTCCTGGAGCGGGCGCGGGCCGCGGTGGACACGTACTGCAGACACAR
CAGCCAGAAGGAGATCCTGGAGCGGGCGCGGGCCGCGGTGGACACGTACTGCAGACACAA
CAGCCAGAAGGAGATCCTGGAGCGGGCGCGGGCCGCGGTGGACACGTACTGCAGACACAR
CAGCCAGAAGGAGATCCTGGAGCGGGCGCGGGCCGCGGTGGACACGTACTGCAGACACAA
CAGCCAGAAGGACTTCCTGGAGGAGAGGCGGGCCGAGGTGGACACGTACTGCAGACACAA
CIGCCAGAAGGACTICCTGGAGGIG.GCGGGCCﬂGTGGACACGTACTGCAGACACAA
CGGCCAGAAGGACTCCCTGGAGCGGAGGCGGGCCKARGTGGACACGTACTGCAGACACAR

*  kokk ok ok ok ok kk ok * ok k ok ok ok ok * ok k Kk ok Kk *kkkkkk Kk *kkkkk Kk kK

CTACGGGGTCTTTGAGAGTTTCACTGTGCAGCGGCGAGGTGAGCGCGGGGGTGGACGGCC
CTACGGGGTCGGGGAGAGTTTCACTGTGCAGCGGCGAGGTGAGCGCGGGGGTGGICGGCC
CTACGGGGTCITGGAGAGTTTCACTGTGCAGCGGCGAGGTGAGCGCGGGGGTGGACGGCC
CTACGGGGTCTTTGAGAGTTTCACTGTGCAGCGGCGAGGTGAGCGCGGGGGTGGACGGCC
CTACGGGGTCTTTGAGAGTTTCACTGTGCAGCGGCGAGGTGAGCGCGGGGGTGGACGGCC
CTACGGGGTCGGGGAGAGTTTCACTGTGCAGCGGCGAGGTGAGCGCGGGSGTGGRCGGCC
CTACGGGGTCGGTGAGAGTTTCACTGTGCAGCGGCGAGGTGAGCGCGIGIGTGG CGGCC
CTACGGGGTIGITGAGAGTTTCACTGTGCAGCGGCGAGGTGAGCGCGGGGGTGGACGGCC
CTACGGGGTCGTGGAGAGTTTCACTGTGCAGCGGCGAGGTGAGCGCGGGGGTGGACGGLC
CTACGGGGTCGTGGAGAGTTTCACTGTGCAGCGGCGAGGTGAGCGCGGGGGTGGACGGCC
CTACGGGGTCGGTGAGAGTTTCACTGTGCAGCGGCGAGGTGAGCGCGGGGGTGGACGGCC
CTACGGGGGCGTGGAGAGTTTCACTGTGCAGCGGCGAGGTGAGCGCGGGGGTGGACGGCC
CTACGGGGGCGTGGAGAGTTTCACTGTGCAGCGGCGAGGTGAGCGCGGGGGTGGACGGCC
CTACGGGGTCGGTGAGAGTTTCACTGTGCAGCGGCGAGGTGAGCGCGGGGGTGGACGGCC
CTACGGGGTCGGTGAGAGTTTCACTGTGCAGCGGCGAGGTGAGCGCGGGGGTGGACGGCC
CTACGGGGTCGITGAGAGTTTCACTGTGCAGCGGCGAGGTGAGCGCGIGGGTGGACGGCC
CTACGGGGTCGTTGAGAGTTTCACTGTGCAGCGGCGAGGTGAGCGCGAGGGTGGACGGCC

kkkk Kk Kk kK KAIAKAAKAAKRKAIAAAAA AN A XA AR A A AR AR XA Xk K™ K, *kkk ),k k%%

AGTGTGGAGCAGTGTG
AGTGTGGAGCAGTGTG
AGTGTGGAGCAGTGTG
AGTGTGGAGCAGTGTG----
AGTGTGGAGCAGTGTG-—--
AGTGTGGAGCAGTGTG-—-—
AGTGTGGAGCAGTGTG----
AGTGTGGAGCAGTGTG-—-—
AGTGTGGAGCAGTGTG----
AGTGTGGAGCAGTGTG-—---
AGTGTGGAGCAGTGTG----ATCCTTCACTCACTCTGGGTC
AGTGTGGAGCAGTGTG-—--
AGTGTGGAGCAGTGTG----
AGTGTGGAGCAGTGTG-—--
AGTGTGGAGCAGTGTG----
AGTGTGGAGCAGTGTG-—--

AGTGTGGAGCAGTGTG-—---
Kk k ok ok kK ok ok ok ok ok kK ok ok

\ —'

|

‘—
Wt S W AL}&.‘AA@&AA—.“A_A_A&_A&MALA!}AA —_—

*Mavi bolgeler intronlar1, kirmizilar ekzonlari, yesil renkli bolgeler heterozigot bolgeleri, giri renkle isaretli

niikleotidler ileri primerleri ve sar1 renkli olanlar geri primerler bolgelerini gostermektedir.
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Ek Cizelge C.9. BoLA-DYA-EI, E2 ve E3,4 Niikleotid konsensiis dizileri (E1:179 bg, E2:
316 bg, E3,4: 1159 bg), gen bolgesinin genel goriintiisli, hedef ekzon dizileri, primer

bolgeleri ve heterozigot allellerin kromatogram goriintiisii.

2000 4000 6000
I | | | 1 1 1 1 | | | 1 1

AC_000180 (7752 bps)

int-I int-II1 int-IIT
El E2 E3 E4
L il
\-y-’ BOLA-DYA H_)
E1: 179 be Y E3,4: 1159 be
E2: 316 bg

BoLA-DYA-EI i¢in
YK14 TGGAGGAGGAGGAGGATGAAGAAAGCTCTGATTCTGAGGGCTCTCACTCTGGCCACCATG
YK1 TGGAGGAGGAGGWGGATGAAGAAAGCTCTGATTCTGAGGGCTCTCACTCTGGCCACCATG
REF-DYA-E1 TGGAGGAGGAGGAGGATGAAGAAAGCTCTGATTCTGAGGGCTCTCACTCTGGCCACCATG
YK2 TGGAGGAGGAGGAGGATGAAGAAAGCTCTGATTCTGAGGGCTCTCACTCTGGCCACCATG
YK3 TGGAGGAGGAGGAGGATGAAGAAAGCTCTGATTCTGAGGGCTCTCACTCTGGCCACCATG
YK5 TGGAGGAGGAGGAGGATGAAGAAAGCTCTGATTCTGAGGGCTCTCACTCTGGCCACCATG
YK6 TGGAGGAGGAGGAGGATGAAGAAAGCTCTGATTCTGAGGGCTCTCACTCTGGCCACCATG
YK7 TGGAGGAGGAGGAGGATGAAGAAAGCTCTGATTCTGAGGGCTCTCACTCTGGCCACCATG
YK8 TGGAGGAGGAGGAGGATGAAGAAAGCTCTGATTCTGAGGGCTCTCACTCTGGCCACCATG
YK9 TGGAGGAGGAGGAGGATGAAGAAAGCTCTGATTCTGAGGGCTCTCACTCTGGCCACCATG
YK10 TGGAGGAGGAGGAGGATGAAGAAAGCTCTGATTCTGAGGGCTCTCACTCTGGCCACCATG
YK11 TGGAGGAGGAGGAGGATGAAGAAAGCTCTGATTCTGAGGGCTCTCACTCTGGCCACCATG
YK12 TGGAGGAGGAGGAGGATGAAGAAAGCTCTGATTCTGAGGGCTCTCACTCTGGCCACCATG
YK13 TGGAGGAGGAGGAGGATGAAGAAAGCTCTGATTCTGAGGGCTCTCACTCTGGCCACCATG
YK16 TGGAGGAGGAGGAGGATGAAGAAAGCTCTGATTCTGAGGGCTCTCACTCTGGCCACCATG
YK4 TGGAGGAGGAGGAGGATGAAGAAAGCTCTGATTCTGAGGGCTCTCACTCTGGCCACCATG
YK15 TGGAGGAGGAGGAGGATGAAGAAAGCTCTGATTCTGAGGGCTCTCACTCTGGCCACCATG

Ahhkhkhkhhkhkhhkhd ,hkrhhkhkhhrhhkhhkrhhkhkhkhrhhkhhkrhhhkhkhrrhkhhkrhhhkkhkhhhkhkhkxkxkxk*k
YK14 ACAATTGTGAAGAATTTTTAAAWTTTTTATTTTATATTGGAGTATGGTGGCTCAGATGGT
YK1 ACAATTGTGAAGAATTTTTIAAATTTTTATTTTATATTGGAGTATGGTGGCTCAGATGGT
REF-DYA-E1 ACAATTGTGAAGAATTTTTTAAATTTTTATTTTATATTGGAGTATGGTGGCTCAGATGGT
YK2 ACAATTGTGAAGAATTTTTTAAATTTTTATTTTATATTGGAGTATGGTGGCTCAGATGGT
YK3 ACAATTGTGAAGAATTTTTTAAATTTTTATTTTATATTGGAGTATGGTGGCTCAGATGGT
YK5 ACAATTGTGAAGAATTTTTTAAATTTTTATTTTATATTGGAGTATGGTGGCTCAGATGGT
YK6 ACAATTGTGAAGAATTTTTTAAATTTTTATTTTATATTGGAGTATGGTGGCTCAGATGGT
YK7 ACAATTGTGAAGAATTTTTTAAATTTTTATTTTATATTGGAGTATGGTGGCTCAGATGGT
YK8 ACAATTGTGAAGAATTTTTTAAATTTTTATTTTATATTGGAGTATGGTGGCTCAGATGGT
YK9 ACAATTGTGAAGAATTTTTTAAATTTTTATTTTATATTGGAGTATGGTGGCTCAGATGGT
YK10 ACAATTGTGAAGAATTTTTTAAATTTTTATTTTATATTGGAGTATGGTGGCTCAGATGGT
YK11 ACAATTGTGAAGAATTTTTTAAATTTTTATTTTATATTGGAGTATGGTGGCTCAGATGGT
YK12 ACAATTGTGAAGAATTTTTTAAATTTTTATTTTATATTGGAGTATGGTGGCTCAGATGGT
YK13 ACAATTGTGAAGAATTTTTTAAATTTTTATTTTATATTGGAGTATGGTGGCTCAGATGGT
YK16 ACAATTGTGAAGAATTTTTTAAATTTTTATTTTATATTGGAGTATGGTGGCTCAGATGGT
YK4 ACAATTGTGAAGAATTTTTAAAATTTTTATTTTATATTGGAGTATGGTGGCTCAGATGGT
YK15 ACAATTGTGAAGAATTTTTIAAATTTTTATTTTATATTGGAGTATGGTGGCTCAGATGGT

Ak hk Ak rhkhkhkhkhhhkhhkrhkhkhk **k K hkrhkhkhhrrhkhhkrhhkkhkhkrrhkhkhkrhhkhkkhkdhhkhkkhkxkkk*k
BoLA-DYA-E2 igin
YK12 GTATCCTGCGTCCCTGTTCTTATCTTTCTGCTTTGGCGTGGCCACGCACCAGCTGACCAC
YK11 GTATCCTGCGTCCCTGTTCTTATCTTTCTGCTTTGGCGTGGCCACGCACCAGCTGACCAC
YK4 GTATCCTGCGTCCCTGTTCTTATCTTTCTGCTTTGGCGTGGCCACGCACCAGCTGACCAC
YK6 GTATCCTGCGTCCCTGTTCTTATCTTTCTGCTTTGGCGTGGCCACACACCAGCTGACCAC
REF-DYA-E2 GTATCCTGCGTCCCTGTTCTTATCTTTCTGCTTTGGCGTGGCCACACACCAGCTGACCAC
YK2 —~TATCCTGCGTCCCTGTTCTTATCTTTCTGCTTTGGCGTGGCCACACACCAGCTGACCAC
YK3 GTATCCTGCGTCCCTGTTCTTATCTTTCTGCTTTGGCGTGGCCACACACCAGCTGACCAC
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YK5
YK7
YK14
YK16
YK8
YK15
YK9
YK10
YK1
YK13

YK12
YK11
YK4
YK6
REF-DYA-E2
YK2
YK3
YK5
YK7
YK14
YK16
YKS8
YK15
YK9
YK10
YK1
YK13

YK12
YKI11
YK4
YK6
REF-DYA-E2
YK2
YK3
YK5
YK7
YK14
YK16
YKS8
YK15
YK9
YK10
YK1
YK13

YK12
YK11
YK4
YK6
REF-DYA-E2
YK2
YK3
YK5
YK7
YK14
YK16
YKS8
YK15
YK9
YK10
YK1
YK13

GTATCCTGCGTCCCTGTTCTTATCTTTCTGCTTTGGCGTGGCCACACACCAGCTGACCAC
GTATCCTGCGTCCCTGTTCTTATCTTTCTGCTTTGGCGTGGCCACACACCAGCTGACCAC
GTATCCTGCGTCCCTGTTCTTATCTTTCTGCTTTGGCGTGGCCACACACCAGCTGACCAC
GTATCCTGCGTCCCTGTTCTTATCTTTCTGCTTTGGCGTGGCCACACACCAGCTGACCAC
GTATCCTGCGTCCCTGTTCTTATCTTTCTGCTTTGGCGTGGCCACRCACCAGCTGACCAC
GTATCCTGCGTCCCTGTTCTTATCTTTCTGCTTTGGCGTGGCCACRCACCAGCTGACCAC
GTATCCTGCGTCCCTGTTCTTATCTTTCTGCTTTGGCGTGGCCACRCACCAGCTGACCAC
GTATCCTGCGTCCCTGTTCTTATCTTTCTGCTTTGGCGTGGCCACRCACCAGCTGACCAC
GTATCCTGCGTCCCTGTTCTTATCTTTCTGCTTTGGCGTGGCCACACACCAGCTGACCAC
GTATCCTGCGTCCCTGTTCTTATCTTTCTGCTTTGGCGTGGCCACICACCAGCTGACCAC

KA KK AR KA AR A AR AR A AR A A A AR AR A I A A A A A KA A A A A AR A A, Ak hA Ak Ak A Ak kA kK

GTCGGCACTTACGGCACAAATGTCTACCAGACGTACGGCACCTCTGGCCAGTTCACGTTT
GTCGGCACTTACGGCACAAATGTCTACCAGACGTACGGCGCCTCTGGCCAGTTCACGTTT
GTCGGCACTTACGGCACAAATGTCTACCAGACGTACGGCRCCTCTGGCCAGTTCACGTTT
GTCGGCACTTACGGCACAAATGTCTACCAGACGTACGGCRCCTCTGGCCAGTTCACGTTT
GTGGGCACTTACGGCACAAATGTCTACCAGACGTACGGCGCCTCTGGCCAGTTCACGTTT
GTGGGCACTTACGGCACAAATGTCTACCAGACGTACGGCGCCTCTGGCCAGTTCACGTTT
GTGGGCACTTACGGCACAAATGTCTACCAGACGTACGGCGCCTCTGGCCAGTTCACGTTT
GTGGGCACTTACGGCACAAATGTCTACCAGACGTACGGCGCCTCTGGCCAGTTCACGTTT
GTGGGCACTTACGGCACAAATGTCTACCAGACGTACGGCGCCTCTGGCCAGTTCACGTTT
GTGGGCACTTACGGCACAAATGTCTACCAGACGTACGGCGCCTCTGGCCAGTTCACGTTT
GTGGGCACTTACGGCACAAATGTCTACCAGACGTACGGCGCCTCTGGCCAGTTCACGTTT
GTSGGCACTTACGGCACAAATGTCTACCAGACGTACGGCGCCTCTGGCCAGTTCACGTTT
GTSGGCACTTACGGCACAAATGTCTACCAGACGTACGGCGCCTCTGGCCAGTTCACGTTT
GTSGGCACTTACGGCACAAATGTCTACCAGACGTACGGCRCCTCTGGCCAGTTCACGTTT
GTSGGCACTTACGGCACAAATGTCTACCAGACGTACGGCRCCTCTGGCCAGTTCACGTTT
GTGGGCACTTACGGCACAAATGTCTACCAGACGTACGGCRCCTCTGGCCAGTTCACGTTT
GTGGGCACTTACGGCACAAATGTCTACCAGACGTACGGCRCCTCTGGCCAGTTCACGTTT

kk kkkkhkhkhkhkhk kA hkkhkrhkkhkrhhkrhkhkhkhhAhkhkrhkhkrhkhkrkhkhh *,hkdrhkkhkrhkhkrkhkrhkkhkhxhkxk*k

CTGTCCGAGTTTAGCAATATCACCAAGTTTGAAGTTCAGAGCGCCCTGAGAAACATTGTT
CTGCCCGAGTTTAGCAATATCACCAAGTTTGAAGTTCAGAGCGCCCTGAGAAACATTGTT
CTGMCCGAGTTTAGCAATATCACCAAGTTTGAAGTTCAGAGCGCCCTGAGAAACATTGTT
CTGMCCGAGTTTAGCAATATCACCAAGTTTGAAGTTCAGAGCGCCCTGAGAAACATTGTT
CTGCCCGAGTTTAGCAATATCACCAAATTTGAAGTTCAGAGCGCCCTGAGAAACATTGTT
CTGCCCGAGTTTAGCAATATCACCAAATTTGAAGTTCAGAGCGCCCTGAGAAACATTGTT
CTGCCCGAGTTTAGCAATATCACCAAATTTGAAGTTCAGAGCGCCCTGAGAAACATTGTT
CTGCCCGAGTTTAGCAATATCACCAAATTTGAAGTTCAGAGCGCCCTGAGAAACATTGTT
CTGCCCGAGTTTAGCAATATCACCAAATTTGAAGTTCAGAGCGCCCTGAGAAACATTGTT
CTGCCCGAGTTTAGCAATATCACCAAATTTGAAGTTCAGAGCGCCCTGAGAAACATTGTT
CTGCCCGAGTTTAGCAATATCACCAAATTTGAAGTTCAGAGCGCCCTGAGAAACATTGTT
CTGCCCGAGTTTAGCAATATCACC TTTGAAGTTCAGAGCGCCCTGAGAAACATTGTT
CTGCCCGAGTTTAGCAATATCACCAARTTTGAAGTTCAGAGCGCCCTGAGAAACATTGTT
CTGMCCGAGTTTAGCAATATCACC TTTGAAGTTCAGAGCGCCCTGAGAAACATTGTT
CTGNCCGAGTTTAGCAATATCACCAARTTTGAAGTTCAGAGCGCCCTGAGAAACATTGTT
CTGMCCGAGTTTAGCAATATCACC TTTGAAGTTCAGAGCGCCCTGAGAAACATTGTT
CTGMCCGAGTTTAGCAATATCACCAARTTTGAAGTTCAGAGCGCCCTGAGAAACATTGTT

khkk khkhkhkhkhkhkkhkhkhkrhkhkrhhkrhkhkhkh hhkrhhkrhhkrkhkhkhhkrhkhkrhkhkhkhhkrkhkrhkhkxkhkkxk*k

ATGTCAAAAAGAAATTTGGACATCTTGATAAAAAATTCCAAGTGGTAAGTGTGGCCTCTC
ATGTCAAAAAGAAATTTGGACATCTTGATAAAAAATTCCAGCTGGTAAGTGTGGCCTCTC
ATGTCAAAAAGAAATTTGGACATCTTGATAAAAAATTCCAGCTGGTAAGTGTGGCCTCTC
ATGTCAAAAAGAAATTTGGACATCTTGATAAAAAATTCCAGCTGGTAAGTGTGGCCTCTC
ATGTCAAAAAGAAATTTGGACATCTTGATAAAAAATTCCAAGTGGTAAGTGTGGCCTCTC
ATGTCAAAAAGAAATTTGGACATCTTGATAAAAAATTCCAGCTGGTAAGTGTGGCCTCTC
ATGTCAAAAAGAAATTTGGACATCTTGATAAAAAATTCCAGCTGGTAAGTGTGGCCTCTC
ATGTCAAAAAGAAATTTGGACATCTTGATAAAAAATTCCAGCTGGTAAGTGTGGCCTCTC
ATGTCAAAAAGAAATTTGGACATCTTGATAAAAAATTCCAGCTGGTAAGTGTGGCCTCTC
ATGTCAAAAAGAAATTTGGACATCTTGATAAAAAATTCCAGCTGGTAAGTGTGGCCTCTC
ATGTCAAAAAGAAATTTGGACATCTTGATAAAAAATTCCAGCTGGTAAGTGTGGCCTCTC
ATGTCAAAAAGAAATTTGGACATCTTGATAAAAAATTCCAGCTGGTAAGTGTGGCCTCTC
ATGTCAAAAAGAAATTTGGACATCTTGATAAAAAATTCCAGCTGGTAAGTGTGGCCTCTC
ATGTCAAAAAGAAATTTGGACATCTTGATAAAAAATTCCAGCTGGTAAGTGTGGCCTCTC
ATGTCAAAAAGAAATTTGGACATCTTGATAAAAAATTCCAGCTGGTAAGTGTGGCCTCTC
ATGTCAAAAAGAAATTTGGACATCTTGATAAAAAATTCCAGCTGGTAAGTGTGGCCTCTC
ATGTCAAAAAGAAATTTGGACATCTTGATAAAAAATTCCAGCTGGTAAGTGTGGCCTCTC

kA hkhkrkhkhkrhkhkhhhhkhkrhkhkhhhkrhkhkhhhbhhkrhhkrkhhkrkhkrhhkrhkhkrhkhkhkhhkrkxhhkkxhkhkxkx*k
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BoLA-DYA-E3.4 i¢in

YK2
REF-DYA-E3, 4
YK3
YK8
YK14
YK15
YK5
YK7
YK11
YK6
YK1
YK9
YK4
YK16
YK12
YK10
YK13

YK2
REF-DYA-E3, 4
YK3
YK8
YK14
YK15
YK5
YK7
YK11
YK6
YK1
YK9
YK4
YK16
YK12
YK10
YK13

YK2
REF-DYA-E3, 4
YK3
YK8
YK14
YK15
YK5
YK7
YK11
YK6
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YK2
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YK3
YK8
YK14
YK15
YK5
YK7
YK11

CAGAAGGCACAGTTGTCAGAAATTCCAATCCATCTTTGGTCTTCATTGTAGAAATCCCTG
CAGAAGGCACAGTTGTCAGAAATTCCAATCCATCTTTGGTCTTCATTGTAGAAATCCCTG
CAGAAGGCACAGTTGTCAGAAATTCCAATCCATCTTTGGTCTTCATTGTAGAAATCCCTG
CAGAAGGCACAGTTGTCAGAAATTCCAATCCATCTTTGGTCTTCATTGTAGAAATCCCTG
CAGAAGGCACAGTTGTCAGAAATTCCAATCCATCTTTGGTCTTCATTGTAGAAATCCCTG
CAGAAGGCACAGTTGTCAGAAATTCCAATCCATCTTTGGTCTTCATTGTAGAAATCCCTG
CAGAAGGCACAGTTGTCAGAAATTCCAATCCATCTTTGGTCTTCATTGTAGAAATCCCTG
CAGAAGGCACAGTTGTCAGAAATTCCAATCCATCTTTGGTCTTCATTGTAGAAATCCCTG
CAGAAGGCACAGTTGTCAGAAATTCCAATCCATCTTTGGTCTTCATTGTAGAAATCCCTG
CAGAAGGCACAGTTGTCAGAAATTCCAATCCATCTTTGGTCTTCATTGTAGAAATCCCTG
CAGAAGGCACAGTTGTCAGAAATTCCAATCCATCTTTGGTCTTCATTGTAGAAATCCCTG
CAGAAGGCACAGTTGTCAGAAATTCCAATCCATCTTTGGTCTTCATTGTAGAAATCCCTG
CAGAAGGCACAGTTGTCAGAAATTCCAATCCATCTTTGGTCTTCATTGTAGAAATCCCTG
CAGAAGGCACAGTTGTCAGAAATTCCAATCCATCTTTGGTCTTCATTGTAGAAATCCCTG
CAGAAGGCACAGTTGTCAGAAATTCCAATCCATCTTTGGTCTTCATTGTAGAAATCCCTG
CAGAAGGCACAGTTGTCAGAAATTCCAATCCATCTTTGGTCTTCATTGTAGAAATCCCTG
CAGAAGGCACAGTTGTCAGAAATTCCAATCCATCTTTGGTCTTCATTGTAGAAATCCCTG

kA hkkhkhkhkhkhhhkhkhhkhkkhkrhkhkhhhkrhhkhkhhkhkhkrhkhkhhkhkrhkhkhkhkrhkhkrhkkhkhhkrkkkkrxkhkkxk*k

AAGTGGCTGTGTTTCCCAAATCCTCCGTGGTCCTGGGGATTCCCAATACCCTCATCTGTC
AAGTGGCTGTGTTTCCCAAATCCTCCGTGGTCCTGGGGATTCCCAATACCCTCATCTGTC
AAGTGGCTGTGTTTCCCAAATCCTCCGTGGTCCTGGGGATTCCCAATACCCTCATCTGTC
AAGTGGCTGTGTTTCCCAAATCCTCCGTGGTCCTGGGGATTCCCAATACCCTCATCTGTC
AAGTGGCTGTGTTTCCCAAATCCTCCGTGGTCCTGGGGATTCCCAATACCCTCATCTGTC
AAGTGGCTGTGTTTCCCAAATCCTCCGTGGTCCTGGGGATTCCCAATACCCTCATCTGTC
AAGTGGCTGTGTTTCCCAAATCCTCCGTGGTCCTGGGGATTCCCAATACCCACATCTGTC
AAGTGGCTGTGTTTCCCAAATCCTCCGTGGTCCTGGGGATTCCCAATACCCTCATCTGTC
AAGTGGCTGTGTTTCCCAAATCCTCCGTGGTCCTGGGGATTCCCAATACCCTCATCTGTC
AAGTGGCTGTGTTTCCCAAATCCTCYGTGGTCCTGGGGATTCCCAATACCCTCATCTGTC
GAGTGGCTGTGTTTCCCAAATCCTCYGTGGTCCTGGGGATTCCCAATACCAACAAATGTC
AAGTGGCTGTGTTTCCCAAATCCTCCGTGGTCCTGGGGATTCCCAATACACACATCTGTC
AAGTGGCTGTGTTTCCCAAATCCTCCGTGGTCCTGGGGATTCCCAATACCCTCATCTGTC
AAGTGGCTGTGTTTCCCAAATCCTCCGTGGTCCTGGGGATTCCCAATACCCTCATCTGTC
AAGTGGCTGTGTTTCCCAAATCCTCCGTGGTCCTGGGGATTCCCAATACCCTCATCTGTC
AAGTGGCTGTGTTTCCCAAATCCTCYGTGGTCCTGGGGATTCCCAATACCCTCATCTGTC
AAGTGGCTGTGTTTCCCAAATCCTCYGTGGTCCTGGGGATTCCCAATACCCTCATCTGTC

hhkrhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkrhkkhkrhkkhkhkhhkrkhk *hkhhkhkrhkhkrhhkrhkhkhkhkhhkhkxkhkx * % * %k %

AAGTGGACAACATCTTTCCTCCTGTGATCAACATCWCTTGGTTTTACAACIGACACTTTG
AAGTGGACAACATCTTTCCTCCTGTGATCAACATCACTTGGTTTTACAACGGACACTTTG
AAGTGGACAACATCTTTCCTCCTGTGATCAACATCACTTGGTTTTACAACGGACACTTTG
AAGTGGACAACATCTTTCCTCCTGTGATCAACATCACTTGGTTTTACAACGGACACTTTG
AAGTGGACAACATCTTTCCTCCTGTGATCAACATCACTTGGTTTTACAACGGACACTTTG
AAGTGGACAACATCTTTCCTCCTGTGATCAACATCACTTGGTTTTACAACGGACACTTTG
AAGTGGACAACATCTTTCCTCCTGTGATCAACATCACTTGGTTTTACAACGGACACTTTG
AAGTGGACAACATCTTTCCTCCTGTGATCAACATCACTTGGTTTTACAACGGACACTTTG
AAGTGGACAACATCTTTCCTCCTGTGATCAACATCACTTGGTTTTACAA.GGACACTTTG
AAGTGGACAACATCTTTCCTCCTGTGATCAACATCACTTGGTTTTACAATGGACACTTTG
AAGTGGACAACATCTTTCCTCCTGTGATCAACATCACTTGGTTTTAC GGACACTTTG
AAGTGGACAACATCTTTCCTCCTGTGATCAACATCACTTGGTTTTACAAXGGACACTTTG
AAGTGGACAACATCTTTCCTCCTGTGATCAACATCACTTGGTTTTACAAYGGACACTTTG
AAGTGGACAACATCTTTCCTCCTGTGATCAACATCACTTGGTTTTACAAXGGACACTTTG
AAGTGGACAACATCTTTCCTCCTGTGATCAACATCACTTGGTTTTACAAYGGACACTTTG
AAGTGGACAACATCTTTCCTCCTGTGATCAACATCACTTGGTTTTACAAXGGACACTTTG
AAGTGGACAACATCTTTCCTCCTGTGATCAACATCACTTGGTTTTACAAYGGACACTTTG

KAk Ak A hA A A hkkh kA A A A hhkkh Ak A h A hkhAkhkhhd kA hkrhk kx *hxkdrkhkrkhrkhhkxkx%k *kAhk Kk Kk kK Kk kK

TTGCAGAAGGGATCGCTIA.ACCACCTTCTACCCCAIGAGTGACCACTCTTTCCTCAAGT
TTGCAGAAGGGATCGCTGAGACCACCTTCTACCCCAAGAGTGACCACTCTTTCCTCAAGT
TTGCAGAAGGGATCGCTGAGACCACCTTCTACCCCAAGAGTGACCACTCTTTCCTCAAGT
TTGCAGAAGGGATCGCTGAGACCACCTTCTACCCCAAGAGTGACCACTCTTTCCTCAAGT
TTGCAGAAGGGATCGCTGAGACCACCTTCTACCCCAAGAGTGACCACTCTTTCCTCAAGT
TTGCAGAAGGGATCGCTGAGACCACCTTCTACCCCAAGAGTGACCACTCTTTCCTCAAGT
TTGCAGAAGGGATCGCTGAGACCACCTTCTACCCCAAGAGTGACCACTCTTTCCTCAAGT
TTGCAGAAGGGATCGCTGAGACCACCTTCTACCCCAAGRGTGACCACTCTTTCCTCAAGT
TTGCAGAAGGGATCGCTGAGACCACCTTCTACCCCAAGAGTGACCACTCTTTCCTCAAGT
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YK2

TTGCAGAAGGGATCGCTGAGACCACCTTCTACCCCAAGAGTGACCACTCTTTCCTCAAGT
TTGCAGAAGGGATCGCTGAGACCACCTTCTACCCCAAGAGTGACCACTCTTTCCTCAAGT
TTGCAGAAGGGATCGCTGAGACCACCTTCTACCCCAAGAGTGACCACTCTTTCCTCAAGT
TTGCAGAAGGGATCGCTGAGACCACCTTCTACCCCAAGAGTGACCACTCTTTCCTCAAGT
TTGCAGAAGGGATCGCTGAGACCACCTTCTACCCCAAGAGTGACCACTCTTTCCTCAAGT
TTGCAGAAGGGATCGCTGAGACCACCTTCTACCCCAAGAGTGACCACTCTTTCCTCAAGT
TTGCAGAAGGGATCGCTGAGACCACCTTCTACCCCAAGAGTGACCACTCTTTCCTCAAGT
TTGCAGAAGGGATCGCTGAGACCACCTTCTACCCCAAGAGTGACCACTCTTTCCTCAAGT

khkhkkhkrkhkkrhkkhkhkhkhkhkkhkhxkhk * Fhrkhkkhkkhhkrkhkhhkkhkhhkkhkx * Khhkrkhkhkhkhkrhkkrhkkhkhkkrxkhkkxk

TCAGTTACCTCACCTTTCTTCCCTCCAGTGAAGACTTCTATGACTGCAGAGTGGAGCACT
TCAGTTACCTCACCTTTCTTCCCTCCAGTGAAGACTTCTATGACTGCAGAGTGGAGCACT
TCAGTTACCTCACCTTTCTTCCCTCCAGTGAAGACTTCTATGACTGCAGAGTGGAGCACT
TCAGTTACCTCACCTTTCTTCCCTCCAGTGAAGACTTCTATGACTGCAGAGTGGAGCACT
TCAGTTACCTCACCTTTCTTCCCTCCAGTGAAGACTTCTATGACTGCAGAGTGGAGCACT
TCAGTTACCTCACCTTTCTTCCCTCCAGTGAAGACTTCTATGACTGCAGAGTGGAGCACT
TCAGTTACCTCACCTTTCTTCCCTCCAGTGAAGACTTCTATGACTGCAGAGTGGAGCACT
TCAGTTACCTCACCTTTCTTCCCTCCAGTGAAGACTTCTATGACTGCAGAGTGGAGCACT
TCAGTTACCTCACCTTTCTTCCCICCAGTGAAGACTTCTATGACTGCAGAGTGGAGCACT
TCAGTTACCTCACCTTTCTTCCCACCAGTGAAGACTTCTATGACTGCAGAGTGGAGCACT
TCAGTTACCTCACCTTTCTTCCCNCCAGTGAAGACTTCTATGACTGCAGAGTGGAGCACT
TCAGTTACCTCACCTTTCTTCCCNCCAGTGAAGACTTCTATGACTGCAGAGTGGAGCACT
TCAGTTACCTCACCTTTCTTCCCNCCAGTGAAGACTTCTATGACTGCAGAGTGGAGCACT
TCAGTTACCTCACCTTTCTTCCCNCCAGTGAAGACTTCTATGACTGCAGAGTGGAGCACT
TCAGTTACCTCACCTTTCTTCCCNCCAGTGAAGACTTCTATGACTGCAGAGTGGAGCACT
TCAGTTACCTCACCTTTCTTCCCCCAGTGAAGACTTCTATGACTGCAGAGTGGAGCACT
TCAGTTACCTCACCTTTCTTCCCCCAGTGAAGACTTCTATGACTGCAGAGTGGAGCACT

khkhkkhkhkhkhkrhkhkhkhkhkhkkhkrhkhkhhhkrkhk hhhhkhkrhhkrhhkrhkhkhhkrhkkhkrhkhkhkhhkrkxhkhkxkhkkxk*k

TCTCCACATCCAATTCACCTGCAGACAGTGTCCTTCCGAATCCGGCCTCCGGACTCTGAG
TCTCCACATCCAATCCACCTGCAGACAGTGTCCTTCCGAATCCGGCCTCCGGACTCTGAG
TCTCCACATCCAATCCACCTGCAGACAGTGTCCTTCCGAATCCGGCCTCCGGACTCTGAG
TCTCCACATCCAATCCACCTGCAGACAGTGTCCTTCCGAATCCGGCCTCCGGACTCTGAG
TCTCCACATCCAATCCACCTGCAGACAGTGTCCTTCCGAATCCGGCCTCCGGACTCTGAG
TCTCCACATCCAATCCACCTGCAGACAGTGTCCTTCCGAATCCGGCCTCCGGACTCTGAG
TCTCCACATCCAATCCACCTGCAGACAGTGTCCTTCCGAATCCGGCCTCCGGACTCTGAG
TCTCCACATCCAATICACCTGCAGACAGTGTCCTTCCGAATCCGGCCTCCGGACTCTGAG
TCTCCACATCCAATCCACCTGCAGACAGTGTCCTTCCGAATCCGGCCTCCGGACTCTGAG
TCTCCACATCCAATCCACCTGCAGACAGTGTCCTTCCGAATCCGGCCTCCGGACTCTGAG
TCTCCACATCCAATCCACCTGCAGACAGTGTCCTTCCGAATCCGGCCTCCGGACTCTGAG
TCTCCACATCCAATCCACCTGCAGACAGTGTCCTTCCGAATCCGGCCTCCGGACTCTGAG
TCTCCACATCCAATCCACCTGCAGACAGTGTCCTTCCGAATCCGGCCTCCGGACTCTGAG
TCTCCACATCCAATCCACCTGCAGACAGTGTCCTTCCGAATCCGGCCTCCGGACTCTGAG
TCTCCACATCCAATCCACCTGCAGACAGTGTCCTTCCGAATCCGGCCTCCGGACTCTGAG
TCTCCACATCCAATCCACCTGCAGACAGTGTCCTTCCGAATCCGGCCTCCGGACTCTGAG
TCTCCACATCCAATCCACCTGCAGACAGTGTCCTTCCGAATCCGGCCTCCGGACTCTGAG

khkhkkhkrkhkkhkrhkhkhkhhkd *hkhhhhkrhkhkhhhhkhkrhkhkrhhkrhkrhhkrhkhkrhkkhkhkhhkrkrhkhkrxkhkkxk*x

ACTGAATCAAATCCTGGAGACAGGGTTTTGGGTGAAGTAGAAAGAACAGCTTTATTTCTT
ACTGAATCAAATCCTGGAGACAGGGTTTTGGGTGAAGTAGAAAGAACAGCTTTATTTCTT
ACTGAATCAAATCCTGGAGACAGGGTTTTGGGTGAAGTAGAAAGAACAGCTTTATTTCTT
ACTGAATCAAATCCTGGAGACAGGGTTTTGGGTGAAGTAGAAAGAACAGCTTTATTTCTT
ACTGAATCAAATCCTGGAGACAGGGTTTTGGGTGAAGTAGAAAGAACAGCTTTATTTCTT
ACTGAATCAAATCCTGGAGACAGGGTTTTGGGTGAAGTAGAAAGAACAGCTTTATTTCTT
ACTGAATCAAATCCTGGAGACAGGGTTTTGGGTGAAGTAGAAAGAACAGCTTTATTTCTT
ACTGAATCAAATCCTGGAGACAGGGTTTTGGGTGAAGTAGAAAGAACAGCTTTATTTCTT
ACTGAATCAAATCCTGGAGACAGGGTTTTGGGTGAAGTAGAAAGAACAGCTTTATTTCTT
ACTGAATCAAATCCTGGAGACAGGGTTTTGGGTGAAGTAGAAAGAACAGCTTTATTTCTT
ACTGAATCAAATCCTGGAGACAGGGTTTTGGGTGAAGTAGAAAGAACAGCTTTATTTCTT
ACTGAATCAAATCCTGGAGACAGGGTTTTGGGTGAAGTAGAAAGAACAGCTTTATTTCTT
ACTGAATCAAATCCTGGAGACAGGGTTTTGGGTGAAGTAGAAAGAACAGITTTATTTCTT
ACTGAATCAAATCCTGGAGACAGGGTTTTGGGTGAAGTAGAAAGAACAGCTTTATTTCTT
ACTGAATCAAATCCTGGAGACAGGGTTTTGGGTGAAGTAGAAAGAACAGCTTTATTTCTT
ACTGAATCAAATCCTGGAGACAGGGTTTTGGGTGAAGTAGAAAGAACAGCTTTATTTCTT
ACTGAATCAAATCCTGGAGACAGGGTTTTGGGTGAAGTAGAAAGAACAGCTTTATTTCTT

kA hkhkhkhhkrhkhkhhkhkhkhkrhkhkrkhhkrhkhkhhkdkhkhkrhkhkrkhhkrkhkrhkhkrhkhkrhkkhkrkhkx *rxkkhkrkhkxkx

TGCCAGGCAAAGGGGGCCCCAGTGGACTACAGCTCTCAAAACTGTGTGTCCCCACCCGGA
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TGCCAGGCAAAGGGGGCCCCAGTGGACTACAGCTCTCAAAACTGTGTGTCCCCACCCGGA
TGCCAGGCAAAGGGGGCCCCAGTGGACTACAGCTCTCAAAACTGTGTGTCCCCACCCGGA
TGCCAGGCAAAGGGGGCCCCAGTGGACTACAGCTCTCAAAACTGTGTGTCCCCACCCGGA
TGCCAGGCAAAGGGGGCCCCAGTGGACTACAGCTCTCAAAACTGTGTGTCCCCACCCGGA
TGCCAGGCAAAGGGGGCCCCAGTGGACTACAGCTCTCAAAACTGTGTGTCCCCACCCGGA
TGCCAGGCAAAGGGGGCCCCAGTGGACTACAGCTCTCAAAACTGTGTGTCCCCACCCGGA
TGCCAGGCAAAGGGGGCCCCAGTGGACTACAGCTCTCAAAACTGTGTGTCCCCACCCGGA
TGCCAGGCAAAGGGGGCCCCAGTGGACTACAGITCTCAAAACTGTGTGTCCCCACCCGGA
TGCCAGGCAAAGGGGGCCCCAGTGGACTACAGCTCTCAAAACTGTGTGTCCCCACCCGGA
TGCCAGGCAAAGGGGGCCCCAGTGGACTACAGCTCTCAAAACTGTGTGTCCCCACCCGGA
TGCCAGGCAAAGGGGGCCCCAGTGGACTACAGCTCTCAAAACTGTGTGTCCCCACCCGGA
TGCCAGGCAAAGGGGGCCCCAGTGGACTACAGCTCTCAAAACTGTGTGTCCCCACCCGGA
TGCCAGGCAAAGGGGGCCCCAGTGGACTACAGCTCTCAAAACTGTGTGTCCCCACCCGGA
TGCCAGGCAAAGGGGGCCCCAGTGGACTACAGCTCTCAAAACTGTGTGTCCCCACCCGGA
TGCCAGGCAAAGGGGGCCCCAGTGGACTACAGCTCTCAAAACTGTGTGTCCCCACCCGGA
TGCCAGGCAAAGGGGGCCCCAGTGGACTACAGCTCTCAAAACTGTGTGTCCCCACCCGGA

KAKKAAAKAA KA AAA AL A KNI XA A AR AR A R A I A AKX Ak A A A A A A AR A A AR A A A A A A A X kK

CATTCTTCTCATGTTGACAGCCAGTCTGGGGTCAGTGTGTCGTGGGCAGCATATAGTTAA
CATTCTTCTCATGTTGACAGCCAGTCTGGGGTCAGTGTGTCGTGGGCAGCATATAGTTAA
CATTCTTCTCATGTTGACAGCCAGTCTGGGGTCAGTGTGTCGTGGGCAGCATATAGTTAA
CATTCTTCTCATGTTGACAGCCAGTCTGGGGTCAGTGTGTCGTGGGCAGCATATAGTTAA
CATTCTTCTCATGTTGACAGCCAGTCTGGGGTCAGTGTGTCGTGGGCAGCATATAGTTAA
CATTCTTCTCATGTTGACAGCCAGTCTGGGGTCAGTGTGTCGTGGGCAGCATATAGTTAA
CATTCTTCTCATGTTGACAGCCAGTCTGGGGTCAGTGTGTCGTGGGCAGCATATAGTTAA
CATTCTTCTCATGTTGACAGCCAGTCTGGGGTCAGTGTGTCGTGGGCAGCATATAGTTAA
CATTCTTCTIATGTTGACAGCCAGTCTGGGGTCAGTGTGTCITGGGCAGCATATAGTTAA
CATTCTTCTGATGTTGACAGCCAGTCTGGGGTCAGTGTGTCATGGGCAGCATATAGTTAA
CATTCTTCTSATGTTGACAGCCAGTCTGGGGTCAGTGTGTCRTGGGCAGCATATAGTTAA
CATTCTTCTSATGTTGACAGCCAGTCTGGGGTCAGTGTGTCRTGGGCAGCATATAGTTAA
CATTCTTCTSATGTTGACAGCCAGTCTGGGGTCAGTGTGTCRTGGGCAGCATATAGTTAA
CATTCTTCTSATGTTGACAGCCAGTCTGGGGTCAGTGTGTCRTGGGCAGCATATAGTTAA
CATTCTTCTSATGTTGACAGCCAGTCTGGGGTCAGTGTGTCRTGGGCAGCATATAGTTAA
CATTCTTCTSATGTTGACAGCCAGTCTGGGGTCAGTGTGTCRTGGGCAGCATATAGTTAA
CATTCTTCTSATGTTGACAGCCAGTCTGGGGTCAGTGTGTCRTGGGCAGCATATAGTTAA

KAAAKAAKAA A, FAAAAKAAKRAXAKAA AR AR AR A I AA XA A AR A A A A AA kA *A A hA A A A A Ak A kA xA X k%

TTTCTCCACCGGTTGGAGATTTCAACAACTGCCAAACAGCTCAAAGACAGTGCTGTGTGT
TTTCTCCACCGGTTGGAGATTTCAACAACTGCCAAACAGCTCAAAGACAGTGCTGTGTGT
TTTCTCCACCGGTTGGAGATTTCAACAACTGCCAAACAGCTCAAAGACAGTGCTGTGTGT
TTTCTCCACCGGTTGGAGATTTCAACAACTGCCAAACAGCTCAAAGACAGTGCTGTGTGT
TTTCTCCACCGGTTGGAGATTTCAACAACTGCCAAACAGCTCAAAGACAGTGCTGTGTGT
TTTCTCCACCGGTTGGAGATTTCAACAACTGCCAAACAGCTCAAAGACAGTGCTGTGTGT
TTTCTCCACCGGTTGGAGATTTCAACAACTGCCAAACAGCTCAAAGACAGTGCTGTGTGT
TTTCTCCACCGGTTGGAGATTTCAACAACTGCCAAACAGCTCAAAGACAGTGCTGTGTGT
TTTCTCCACCAGTTGGAGATTTCAACAACTGCCAAACAGCTCAAAGACAGTGCTGTGTGT
TTTCTCCACCAGTTGGAGATTTCAACAACTGCCAAACAGCTCAAAGACAGTGCTGTGTGT
TTTCTCCACCRGTTGGAGATTTCAACAACTGCCAAACAGCTCAAAGACAGTGCTGTGTGT
TTTCTCCACCRGTTGGAGATTTCAACAACTGCCAAACAGCTCAAAGACAGTGCTGTGTGT
TTTCTCCACCRGTTGGAGATTTCAACAACTGCCAAACAGCTCAAAGACAGTGCTGTGTGT
TTTCTCCACCRGTTGGAGATTTCAACAACTGCCAAACAGCTCAAAGACAGTGCTGTGTGT
TTTCTCCACCRGTTGGAGATTTCAACAACTGCCAAACAGCTCAAAGACAGTGCTGTGTGT
TTTCTCCACCRGTTGGAGATTTCAACAACTGCCAAACAGCTCAAAGACAGTGCTGTGTGT
TTTCTCCACCRGTTGGAGATTTCAACAACTGCCAAACAGCTCAAAGACAGTGCTGTGTGT

khkhkkhkrkhkhkhkhk hhkhkhkhhkhrhkhkrhhkhhhkhhkrhhkrhkhkrhhkrkhhkrhkhkhhkrhkhkrhkrhkrxkhkkxk

ATCCCTTGACGGGGAACCAGGACCCTGCCCCAAGACCACTACAGTTTCTTAACTGCTCCT
ATCCCTTGACGGGGAACCAGGACCCTGCCCCAAGACCACTACAGTTTCTTAACTGCTCCT
ATCCCTTGACGGGGAACCAGGACCCTGCCCCAAGACCACTACAGTTTCTTAACTGCTCCT
ATCCCTTGACGGGGAACCAGGACCCTGCCCCAAGACCACTACAGTTTCTTAACTGCTCCT
ATCCCTTGACGGGGAACCAGGACCCTGCCCCAAGACCACTACAGTTTCTTAACTGCTCCT
ATCCCTTGACGGGGAACCAGGACCCTGCCCCAAGACCACTACAGTTTCTTAACTGCTCCT
ATCCCTTGACGGGGAACCAGGACCCTGCCCCAAGACCACTACAGTTTCTTAACTGCTCCT
ATCCCTTGACGGGGAACCAGGACCCTGCCCCAAGACCACTACAGTTTCTTAACTGCTCCT
ATCCCTTGA.GGGGAACCAGGACCCTGCCCCAAGACCACTACAGTTTCTTAACTGCTCCT
ATCCCTTGACGGGGAACCAGGACCCTGCCCCAAGACCACTACAGTTTCTTAACTGCTCCT
ATCCCTTGACGGGGAACCAGGACCCTGCCCCAAGACCACTACAGTTTCTTAACTGCTCCT
ATCCCTTGACGGGGAACCAGGACCCTGCCCCAAGACCACTACAGTTTCTTAACTGCTCCT
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YK2
REF-DYA-E3, 4
YK3
YKS8

ATCCCTTGACGGGGAACCAGGACCCTGCCCCAAGACCACTACAGTTTCTTAACTGCTCCT
ATCCCTTGACGGGGAACCAGGACCCTGCCCCAAGACCACTACAGTTTCTTAACTGCTCCT
ATCCCTTGACGGGGAACCAGGACCCTGCCCCAAGACCACTACAGTTTCTTAACTGCTCCT
ATCCCTTGACGGGGAACCAGGACCCTGCCCCAAGACCACTACAGTTTCTTAACTGCTCCT
ATCCCTTGACGGGGAACCAGGACCCTGCCCCAAGACCACTACAGTTTCTTAACTGCTCCT

KAKAAAIAKAAKN AAA A A AR A A A A A A AR AR AR A A A A AR A A A A A A AR AR AR A A A A A AR A X kK

CCTGTGTCTCCACATCCCCTCCCTTCCCTGAATAACATCTGTTTIAGCCTGCCTCTTGAA
CCTGTGTCTCCACATCCCCTCCCTTCCCTGAATAACATCTGTTTGAGCCTGCCTCTTGAA
CCTGTGTCTCCACATCCCCTCCCTTCCCTGAATAACATCTGTTTGAGCCTGCCTCTTGAA
CCTGTGTCTCCACATCCCCTCCCTTCCCTGAATAACATCTGTTTGAGCCTGCCTCTTGAA
CCTGTGTCTCCACATCCCCTCCCTTCCCTGAATAACATCTGTTTGAGCCTGCCTCTTGAA
CCTGTGTCTCCACATCCCCTCCCTTCCCTGAATAACATCTGTTTGAGCCTGCCTCTTGAA
CCTGTGTCTCCACATCCCCTCCCTTCCCTGAATAACATCTGTTTIAGCCTGCCTCTTGAA
CCTGTGTCTCCACATCCCCTCCCTTCCCTGAATAACATCTGTTTRAGCCTGCCTCTTGAA
CCCGTGTCTCCACATCCCCTCCCTTCCCTGAATAACATCTGTTTGAGCCTGCCTCTTGAA
CCCGTGTCTCCACATCCCCTCCCTTCCCTGAATAACATCTGTTTGAGCCTGCCTCTTGAA
CCEGTGTCTCCACATCCCCTCCCTTCCCTGAATAACATCTGTTTGAGCCTGCCTCTTGAA
CCYGTGTCTCCACATCCCCTCCCTTCCCTGAATAACATCTGTTTGAGCCTGCCTCTTGAA
CCHEGTGTCTCCACATCCCCTCCCTTCCCTGAATAACATCTGTTTGAGCCTGCCTCTTGAA
CCYGTGTCTCCACATCCCCTCCCTTCCCTGAATAACATCTGTTTGAGCCTGCCTCTTGAA
CCTGTGTCTCCACATCCCCTCCCTTCCCTGAATAACATCTGTTTGAGCCTGCCTCTTGAA
CCIGTGTCTCCACATCCCCTCCCTTCCCTGAATAACATCTGTTTGAGCCTGCCTCTTGAA
CCTGTGTCTCCACATCCCCTCCCTTCCCTGAATAACATCTGTTTGAGCCTGCCTCTTGAA

KK KA AKAKRKA AR A AR AKRA AR A AR AR AR AR A A AR AR A A A A A A A, K, kA Ak Ak A kA xA Xk %

CTCAGAGAGGTCACGGAGGCTGAATGAAGCCCGTTTCCTGCAAACAAGAAACGGGGAGAC
CTCAGAGAGGTCACGGAGGCTGAATGAAGCCCGTTTCCTGCAAACAAGAAACGGGGAGAC
CTCAGAGAGGTCACGGAGGCTGAATGAAGCCCGTTTCCTGCAAACAAGAAACGGGGAGAC
CTCAGAGAGGTCACGGAGGCTGAATGAAGCCCGTTTCCTGCAAACAAGAAACGGGGAGAC
CTCAGAGAGGTCACGGAGGCTGAATGAAGCCCGTTTCCTGCAAACAAGAAACGGGGAGAC
CTCAGAGAGGTCACGGAGGCTGAATGAAGCCCGTTTCCTGCAAACAAGAAACGGGGAGAC
CTCAGAGAGGTCACGGAGGCTGAATGAAGCCCGTTTCCTGCAAACAAGAAACGGGGAGAC
CTCAGAGAGGTCACGGAGGCTGAATGAAGCCCGTTTCCTGCAAACAAGAAACGGGGAGAC
CTCAGAGAGGTCATGGAGGCTGAATGAAGCCCGTTTCCTGCAAACAAGAAA.GGGGAGAC
CTCAGAGAGGTCATGGAGGCTGAATGAAGCCCGTTTCCTGCAAACAAGAAACGGGGAGAC
CTCAGAGAGGTCANYGGAGGCTGAATGAAGCCCGTTTCCTGCAAACAAGAAACGGGGAGAC
CTCAGAGAGGTCANGGAGGCTGAATGAAGCCCGTTTCCTGCAAACAAGAAACGGGGAGAC
CTCAGAGAGGTCAXGGAGGCTGAATGAAGCCCGTTTCCTGCAAACAAGAAACGGGGAGAC
CTCAGAGAGGTCANGGAGGCTGAATGAAGCCCGTTTCCTGCAAACAAGAAACGGGGAGAC
CTCAGAGAGGTCAXGGAGGCTGAATGAAGCCCGTTTCCTGCAAACAAGAAACGGGGAGAC
CTCAGAGAGGTCANGGAGGCTGAATGAAGCCCGTTTCCTGCAAACAAGAAACGGGGAGAC
CTCAGAGAGGTCANGGAGGCTGAATGAAGCCCGTTTCCTGCAAACAAGAAACGGGGAGAC

KAAAKAAKAAKRKIAhAA KAAKRAXAKAAAA AR AR A I A A A A AR A A A A XA A AR AR AR AR AK Ak kA kX k %k

ACAAAAAGGCTTTTGTGCACAGGAGCATCACAAGACCCTGCTCAGTATCACTTTGACCCT
ACAAAAAGGCTTTTGTGCACAGGAGCATCACAAGACCCTGCTCAGTATCACTTTGACCCT
ACAAAAAGGCTTTTGTGCACAGGAGCATCACAAGACCCTGCTCAGTATCACTTTGACCCT
ACAAAAAGGCTTTTGTGCACAGGAGCATCACAAGACCCTGCTCAGTATCACTTTGACCCT
ACAAAAAGGCTTTTGTGCACAGGAGCATCACAAGACCCTGCTCAGTATCACTTTGACCCT
ACAAAAAGGCTTTTGTGCACAGGAGCATCACAAGACCCTGCTCAGTATCACTTTGACCCT
ACAAAAAGGCTTTTGTGCACAGGAGCATCACAAGACCCTGCTCAGTATCACTTTGACCCT
ACAAAAAGGCTTTTGTGCACAGGAGCATCACAAGACCCTGCTCAGTATCACTTTGACCCT
ACAAAAAGGCTTTTGTGCACAGGAGCATCACAAGACCCTGCTCAGTA.CACTTTGACCCT
ACAAAAAGGCTTTTGTGCACAGGAGCATCACAAGACCCTGCTCAGTACCACTTTGACCCT
ACAAAAAGGCTTTTGTGCACAGGAGCATCACAAGACCCTGCTCAGTAYCACTTTGACCCT
ACAAAAAGGCTTTTGTGCACAGGAGCATCACAAGACCCTGCTCAGTAY CACTTTGACCCT
ACAAAAAGGCTTTTGTGCACAGGAGCATCACAAGACCCTGCTCAGTAYCACTTTGACCCT
ACAAAAAGGCTTTTGTGCACAGGAGCATCACAAGACCCTGCTCAGTAY CACTTTGACCCT
ACAAAAAGGCTTTTGTGCACAGGAGCATCACAAGACCCTGCTCAGTAYCACTTTGACCCT
ACAAAAAGGCTTTTGTGCACAGGAGCATCACAAGACCCTGCTCAGTAYCACTTTGACCCT
ACAAAAAGGCTTTTGTGCACAGGAGCATCACAAGACCCTGCTCAGTAY CACTTTGACCCT

R R e S b I b e Sb b b S S S S Sb b S SR S b I Sb e S 2R S b S db I Sb b b 2h e S b Sb b S S 2 b S Sb 2 Sb b 2 b S Y

TGTGGTCTGTGCCCTGGGGCTGGCCATGGGCCTCATGGGCATCGTGGTGGGCACTGTCCT
TGTGGTCTGTGCCCTGGGGCTGGCCATGGGCCTCATGGGCATCGTGGTGGGCACTGTCCT
TGTGGTCTGTGCCCTGGGGCTGGCCATGGGCCTCATGGGCATCGTGGTGGGCACTGTCCT
TGTGGTCTGTGCCCTGGGGCTGGCCATGGGCCTCATGGGCATCGTGGTGGGCACTGTCCT
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YK14 TGTGGTCTGTGCCCTGGGGCTGGCCATGGGCCTCATGGGCATCGTGGTGGGCACTGTCCT

YK15 TGTGGTCTGTGCCCTGGGGCTGGCCATGGGCCTCATGGGCATCGTGGTGGGCACTGTCCT
YK5 TGTGGTCTGTGCCCTGGGGCTGGCCATGGGCCTCATGGGCATCGTGGTGGGCACTGTCCT
YK7 TGTGGTCTGTGCCCTGGGGCTGGCCATGGGCCTCATGGGCATCGTGGTGGGCACTGTCCT
YKI11 TGTGGTCTGTGCCCTGGGGCTGGCCATGGICCTCATGGGCATCGTGGTGGGCACTGTCCT
YK6 TGTGGTCTGTGCCCTGGGGCTGGCCATGGGCCTCATGGGCATCGTGGTGGGCACTGTCCT
YK1 TGTGGTCTGTGCCCTGGGGCTGGCCATGGGCCTCATGGGCATCGTGGTGGGCACTGTCCT
YK9 TGTGGTCTGTGCCCTGGGGCTGGCCATIGGCCTCATGGGCATCGTGGTGGGCACTGTCCT
YK4 TGTGGTCTGTGCCCTGGGGCTGGCCATGGGCCTCATGGGCATCGTGGTGGGCACTGTCCT
YK16 TGTGGTCTGTGCCCTGGGGCTGGCCATGGGCCTCATGGGCATCGTGGTGGGCACTGTCCT
YK12 TGTGGTCTGTGCCCTGGGGCTGGCCATGGGCCTCATGGGCATCGTGGTGGGCACTGTCCT
YK10 TGTGGTCTGTGCCCTGGGGCTGGCCATGGGCCTCATGGGCATCGTGGTGGGCACTGTCCT
YK13 TGTGGTCTGTGCCCTGGGGCTGGCCATGGGCCTCATGGGCATCGTGGTGGGCACTGTCCT

khkhkkhkhkhkrkhkhkhkhhkhkkhkrhkhkrhkhkrhkhkhkkhdx K hhkhkhhkrkhkhhkhkrhkhkrhkkhkhkhhkrkrxkhkkhkxkhkkxk*k

YK2 GGCCTGAAAGATGGGAAGGT
REF-DYA-E3, 4 GGCCTGAAAGATGGGAAGGT
YK3 GGCCTGAAAGATGGGAAGGT
YK8 GGCCTGAAAGATGGGAAGGT
YK14 GGCCTGAAAGATGGGAAGGT
YK15 GGCCTGAAAGATGGGAAGGT
YK5 GGCCTGAAAGATGGGAAGGT
YK7 GGCCTGAAAGATGGGAAGGT
YK11 GGCCTGAAAGATGGGAAGGT
YK6 GGCCTGAAAGATGGGAAGGT
YK1 GGCCTGAAAGATGGGAAGGT
YK9 GGCCTGAAAGATGGGAAGGT
YK4 GGCCTGAAAGATGGGAAGGT
YK16 GGCCTGAAAGATGGGAAGGT
YK12 GGCCTGAAAGATGGGAAGGT
YK10 GGCCTGAAAGATGGGAAGGT
YK13 GGCCTGAAAGATGGGAAGGT

KAk Ak Ak kA kA kA khk Ak kA kk k%,
DYA-E1

T T A < A A T A T C A C [ A A R T T T
= YA A /\/ M : V\M J
N2 S - (A .. - .
DYA-E3,4

I

*Mavi bolgeler intronlari, kirmizilar ekzonlari, yesil renkli bolgeler heterozigot bolgeleri, giri renkle isaretli
niikleotidler ileri primerleri ve sar1 renkli olanlar geri primerler bolgelerini gostermektedir.
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Ek Cizelge C.10. BoLA-DYB-E3 Niikleotid konsensiis dizileri (307 bg), gen bolgesinin
genel goriintiisii, hedef ekzon dizileri, primer bdlgeleri ve heterozigot allellerin
kromatogram goriintiisii.

2000 4000 6000 8000 10000
| | | | | | 1 | | | | | | | | | | | | | | |

AC_000180 (10967 bps)

int-I int-I1 int-THht-I'V
E3
m; - -
BOLA-DYB \—y—’
E3: 307 bg

YK14 TGTCTCGTTTCCTCCTAGTGGAGCCTACAGTGACTGTCTCTCCAGCCAGTACAGAGGCCC
YK9 TGTCTCGTTTCCTCCTAGTGGAGCCTACAGTGACTGTCTCTCCAGCCAGTACAGAGGCCC
YK8 TGTCTCGTTTCCTCCTAGTGGAGCCTACAGTGACTGTCTCTCCAGCCAGTACAGAGGCCC
YK16 TGTCTCGTTTCCTCCTAGTGGAGCCTACAGTGACTGTCTCTCCAGCCAGTACAGAGGCCC
YK1 TGTCTCGTTTCCTCCTAGTGGAGCCTACAGTGACTGTCTCTCCAGCCAGTACAGAGGCCC
YK11 TGTCTCGTTTCCTCCTAGTGGAGCCTACAGTGACTGTCTCTCCAGCCAGTACAGAGGCCC
YK2 TGTCTCGTTTCCTCCTAGTGGAGCCTACAGTGACTGTCTCTCCAGCCAGTACAGAGGCCC
YK15 TGTCTCGTTTCCTCCTAGTGGAGCCTACAGTGACTGTCTCTCCAGCCAGTACAGAGGCCC
REF-DYB-E3 TGTCTCGTTTCCTCCTAGTGGAGCCTACAGTGACTGTCTCTCCAGCCAGTACAGAGGCCC
YK3 TGTCTCGTTTCCTCCTAGTGGAGCCTACAGTGACTGTCTCTCCAGCCAGTACAGAGGCCC
YK4 TGTCTCGTTTCCTCCTAGTGGAGCCTACAGTGACTGTCTCTCCAGCCAGTACAGAGGCCC
YK5 TGTCTCGTTTCCTCCTAGTGGAGCCTACAGTGACTGTCTCTCCAGCCAGTACAGAGGCCC
YK6 TGTCTCGTTTCCTCCTAGTGGAGCCTACAGTGACTGTCTCTCCAGCCAGTACAGAGGCCC
YK7 TGTCTCGTTTCCTCCTAGTGGAGCCTACAGTGACTGTCTCTCCAGCCAGTACAGAGGCCC
YK10 TGTCTCGTTTCCTCCTAGTGGAGCCTACAGTGACTGTCTCTCCAGCCAGTACAGAGGCCC
YK13 TGTCTCGTTTCCTCCTAGTGGAGCCTACAGTGACTGTCTCTCCAGCCAGTACAGAGGCCC
YK12 TGTCTCGTTTCCTCCTAGTGGAGCCTACAGTGACTGTCTCTCCAGCCAGTACAGAGGCCC
Ak h kA rhhhkhkhkhhkhkhkrhhhkhkrhkhhkhkrhhkhkhkhkhkhkhkhkrhhhkhkrkhhkhkhkrhkhhkkhkdhhkhkhkkxkxxk*k

YK14 TGACCACCAATAATCTGCTGGTCTGTTCAGTGACAGATTTCTACCCTCGCCAAGTTARAG
YK9 BGAACCACCATAATCTGCTGGTCTGTTCAGTGACAGATTTCTACCCTCGCCAAGTTAAAG
YK8 TGAACCACCATAATCTGCTGGTCTGTTCAGTGACAGATTTCTACCCTCGCCAAGTTARAG
YK16 TGAACCACCATAATCTGCTGGTCTGTTCAGTGACAGATTTCTACCCTCGCCAAGTTARAG
YK1 GAACCACCATAATCTGCTGGTCTGTTCAGTGACAGATTTCTACCCTCGCCAAGTTAAAG
YK11 GAACCACCATAATCTGCTGGTCTGTTCAGTGACAGATTTCTACCCTCGCCAAGTTARAG
YK2 GAACCACCATAATCTGCTGGTCTGTTCAGTGACAGATTTCTACCCTCGCCAAGTTAAAG
YK15 TGAACCACCATAATCTGCTGGTCTGTTCAGTGACAGATTTCTACCCTCGCCAAGTTARAG
REF-DYB-E3 TGAACCACCATAATCTGCTGGTCTGTTCAGTGACAGATTTCTACCCTCGCCAAGTTARAG
YK3 TGAACCACCATAATCTGCTGGTCTGTTCAGTGACAGATTTCTACCCTCGCCAAGTTARAG
YK4 TGAACCACCATAATCTGCTGGTCTGTTCAGTGACAGATTTCTACCCTCGCCAAGTTARAG
YK5 TGAACCACCATAATCTGCTGGTCTGTTCAGTGACAGATTTCTACCCTCGCCAAGTTARAG
YK6 TGAACCACCATAATCTGCTGGTCTGTTCAGTGACAGATTTCTACCCTCGCCAAGTTARAG
YK7 TGAACCACCATAATCTGCTGGTCTGTTCAGTGACAGATTTCTACCCTCGCCAAGTTARAG
YK10 TGAACCACCATAATCTGCTGGTCTGTTCAGTGACAGATTTCTACCCTCGCCAAGTTARAG
YK13 TGAACCACCATAATCTGCTGGTCTGTTCAGTGACAGATTTCTACCCTCGCCAAGTTARAG
YK12 TGAACCACCATAATCTGCTGGTCTGTTCAGTGACAGATTTCTACCCTCGCCAAGTTARAG
* *x  Kx * hkkhk kA Rk hhk kA hkhhkhk A rhhkhkhkhhhkhkhArhhkhkhkhkhkhkkhkhkrhkhkhkrhhhkkhkkhhkkxkx*

YK14 TCAAATGGTTCCGGAATCAACAGGAGCAGACAGCTGGAGTTGGGTTCACACCTCTTACTC
YK9 TCAAATGGTTCCGGAATCAACAGGAGCAGACAGCTGGAGTTGGGTTCACACCTCTTACTC
YK8 TCAAATGGTTCCGGAATCAACAGGAGCAGACAGCTGGAGTTGGGTTCACACCTCTTACTC
YK16 TCAAATGGTTCCGGAATCAACAGGAGCAGACAGCTGGAGTTGGGTTCACACCTCTTACTC
YK1 TCAAATGGTTCCGGAATCAACAGGAGCAGACAGCTGGAGTTGGGTTCACACCTCTTACTC
YK11 TCAAATGGTTCCGGAATCAACAGGAGCAGACAGCTGGAGTTGGGTTCACACCTCTTACTC
YK2 TCAAATGGTTCCGGAATCAACAGGAGCAGACAGCTGGAGTTGGGTTCACACCTCTTACTC
YK15 TCAAATGGTTCCGGAATCAACAGGAGCAGACAGCTGGAGTTGGGTTCACACCTCTTACTC
REF-DYB-E3 TCAAATGGTTCCGGAATCAACAGGAGCAGACAGCTGGAGTTGGGTTCACACCTCTTACTC
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YK3 TCAAATGGTTCCGGAATCAACAGGAGCAGACAGCTGGAGTTGGGTTCACACCTCTTACTC

YK4 TCAAATGGTTCCGGAATCAACAGGAGCAGACAGCTGGAGTTGGGTTCACACCTCTTACTC
YK5 TCAAATGGTTCCGGAATCAACAGGAGCAGACAGCTGGAGTTGGGTTCACACCTCTTACTC
YK6 TCAAATGGTTCCGGAATCAACAGGAGCAGACAGCTGGAGTTGGGTTCACACCTCTTACTC
YK7 TCAAATGGTTCCGGAATCAACAGGAGCAGACAGCTGGAGTTGGGTTCACACCTCTTACTC
YK10 TCAAATGGTTCCGGAATCAACAGGAGCAGACAGCTGGAGTTGGGTTCACACCTCTTACTC
YK13 TCAAATGGTTCCGGAATCAACAGGAGCAGACAGCTGGAGTTGGGTTCACACCTCTTACTC
YK12 TCAAATGGTTCCGGAATCAACAGGAGCAGACAGCTGGAGTTGGGTTCACACCTCTTACTC

khkhkkhkhkhkhkhhkhkhkhhkhkhrhkhkhhkhkrhhkhkhhkhkhkrhkhhhhkrhkhkhkhkrhkhkrhkkhkhkrkxkkxkhkkxk*k

YK14 AGAATGGGGACTGGACCTACCAGATTCACGTGATGCTAGAGACAGTTCCACAGCTTGGAG
YK9 AGAATGGGGACTGGACCTATCAGTTTCACGTGATGCTAGAGACARTTCCACAGCTTGGAG
YK8 AGAATGGGGACTGGACCTACCAGATTCACGTGATGCTAGAGACARTTCCACAGCTTGGAG
YK16 AGAATGGGGACTGGACCTACCAGATTCACGTGATGCTAGAGACARTTCCACAGCTTGGAG
YK1 AGAATGGGGACTGGACCTACCAGATTCACGTGATGCTAGAGACARTTCCACAGCTTGGAG
YK11 AGAATGGGGACTGGACCTACCAGATTCACGTGATGCTAGAGACARTTCCACAGCTTGGAG
YK2 AGAATGGGGACTGGACCTACCAGATTCACGTGATGCTAGAGACARTTCCACAGCTTGGAG
YK15 AGAATGGGGACTGGACCTACCAGATTCACGTGATGCTAGAGACAGTTCCACAGCTTGGAG
REF-DYB-E3 AGAATGGGGACTGGACCTACCAGATTCACGTGATGCTAGAGACAGTTCCACAGCTTGGAG
YK3 AGAATGGGGACTGGACCTACCAGATTCACGTGATGCTAGAGACAGTTCCACAGCTTGGAG
YK4 AGAATGGGGACTGGACCTACCAGATTCACGTGATGCTAGAGACAGTTCCACAGCTTGGAG
YK5 AGAATGGGGACTGGACCTACCAGATTCACGTGATGCTAGAGACAGTTCCACAGCTTGGAG
YK6 AGAATGGGGACTGGACCTACCAGATTCACGTGATGCTAGAGACAGTTCCACAGCTTGGAG
YK7 AGAATGGGGACTGGACCTACCAGATTCACGTGATGCTAGAGACAGTTCCACAGCTTGGAG
YK10 AGAATGGGGACTGGACCTACCAGATTCACGTGATGCTAGAGACAGTTCCACAGCTTGGAG
YK13 AGAATGGGGACTGGACCTACCAGATTCACGTGATGCTAGAGACAGTTCCACAGCTTGGAG
YK12 AGAATGGGGACTGGACCTACCAGATTCACGTGATGCTAGAGACAATTCCACAGCTTGGAG

khkhkkhkhkhkhkrhkhkhkhkhkhkkhkrhkhkdx ,hk hhkhhkhkrhkhrhhkrkhkhkhkkhkrhkhkx ,hkkhkrkrhkhkrkhkkxkx

YK14 ACGTCTACGTTTGCCACGTGGACCACCCCAGCCTCCAGAGCCCCATCACAGTAGAATGGC
YK9 ACTTGCCACGTGGACCACCCCAGCCTCCAGAGCCCMATCACAGTAGAATGGCGTAAGGGC
YK8 ACTTGCCACGTGGACCACCCCAGCCTCCAGAGCCCYATCACAGTAGAATGGCGTAAGGGC
YK16 ACTTGCCACGTGGACCACCCCAGCCTCCAGAGCCCMATCACAGTAGAATGGCGTAAGGGC
YK1 ACTTGCCACGTGGACCACCCCAGCCTCCAGAGCCCYATCACAGTAGAATGGCGTAAGGGC
YKI11 ACTTGCCACGTGGACCACCCCAGCCTCCAGAGCCCHMATCACAGTAGAATGGCGTAAGGGC
YK2 ACTTGCCACGTGGACCACCCCAGCCTCCAGAGCCCHMATCACAGTAGAATGGCGTAAGGGC
YK15 ACTTGCCACGTGGACCACCCCAGCCTCCAGAGCCCYATCACAGTAGAATGGCGTAAGGGC
REF-DYB-E3 ACTTGCCACGTGGACCACCCCAGCCTCCAGAGCCCCATCACAGTAGAATGGCGTAAGGGC
YK3 ACTTGCCACGTGGACCACCCCAGCCTCCAGAGCCCCATCACAGTAGAATGGCGTAAGGGC
YK4 ACTTGCCACGTGGACCACCCCAGCCTCCAGAGCCCCATCACAGTAGAATGGCGTAAGGGC
YK5 ACTTGCCACGTGGACCACCCCAGCCTCCAGAGCCCCATCACAGTAGAATGGCGTAAGGGC
YK6 ACTTGCCACGTGGACCACCCCAGCCTCCAGAGCCCCATCACAGTAGAATGGCGTAAGGGC
YK7 ACTTGCCACGTGGACCACCCCAGCCTCCAGAGCCCCATCACAGTAGAATGGCGTAAGGGC
YK10 ACTTGCCACGTGGACCACCCCAGCCTCCAGAGCCCCATCACAGTAGAATGGCGTAAGGGC
YK13 ACTTGCCACGTGGACCACCCCAGCCTCCAGAGCCCCATCACAGTAGAATGGCGTAAGGGC
YK12 ACTTGCCACGTGGACCACCCCAGCCTCCAGAGCCCCATCACAGTAGAATGGCGTAAGGGC

khkhkkhkhhkhhkhkhkhhkhkhkrhkhkrhhkrhkhkhhkhhkkhkrhkhkrhhkrkhkhhkkhkrhk hhkrkhhkrkrhkhkrkkxk*k

50N a0 n [0
T ¢CT C CA G CCAGTACAGAGGT CTCTCYGAACCAC CATAAT CTG CTGGT

M

K—
_‘ A A VA A Y \\ A AJL A A_X A ‘

*Mavi bolgeler intronlar1, kirmizilar ekzonlari, yesil renkli bolgeler heterozigot bolgeleri, giri renkle isaretli
niikleotidler ileri primerleri ve sar1 renkli olanlar geri primerler bolgelerini gostermektedir.
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Ek Cizelge C.11.1. BoLA-LMP2-E2 Niikleotid konsensiis dizileri (159 bg), gen
bolgesinin genel goriintiisii, hedef ekzon dizileri, primer bdlgeleri ve heterozigot allellerin

kromatogram goriintiisii.

2000 4000 6000 8000
| | | | | 1 | | | | | | |

YK1
YK4
YK16
YKS8
YK5
YK2
YK3
YK10
YK7
YK6
REF-LMP2-E2
YK11
YK12
YK13
YK14
YK15
YK9

YK1
YK4
YK16
YK8
YK5
YK2
YK3
YK10
YK7
YK6
REF-LMP2-E2
YK11
YK12
YK13
YK14
YK15
YK9

YK1
YK4
YK16
YK8
YK5
YK2
YK3
YK10
YK7

AC_000180 (9058 bps)

int-I int-I1 int-ITint-IV  int-V
E2
o - o >
\~  pswmmo
E2: 159 b¢

GCTCTTCTGCTCTGACGTTCTATCCCATGTCTCCGCAGACAACCATCATGGCAGTAGIGT
GCTCTTCTGCTCTGACGTTCTATCCCATGTCTCCGCAGACAACCATCATGGCAGIAGAGT
GCTCTTCTGCTCTGACGTTCTATCCCATGTCTCCGCAGACAACCATCATGGCAGTAGAGT
GCTCTTCTGCTCTGACGTTCTATCCCATGTCTCCGCAGACAACCATCATGGCAGTIGA.T
GCTCTTCTGCTCTGACGTTCTATCCCATGTCTCCGCAGACAACCATCATGGCWGTAGAGT
GCTCTTCTGCTCTGACGTTCTATCCCATGTCTCCGCAGACAACCATCATGGCWGTAGAGT
GCTCTTCTGCTCTGACGTTCTATCCCATGTCTCCGCAGACAACCATCATGGCWGTAGAGT
GCTCTTCTGCTCTGACGTTCTATCCCATGTCTCCGCAGACAACCATCATGICAGTAGAGT
GCTCTTCTGCTCTGACGTTCTATCCCATGTCTCCGCAGACAACCATCATGGCWGTAGAGT
GCTCTTCTGCTCTGACGTTCTATCCCATGTCTCCGCAGACAACCATCATGGCWNGTAGAGT
GCTCTTCTGCTCTGACGTTCTATCCCATGTCTCCGCAGACAACCATCATGGCAGTAGAGT
GCTCTTCTGCTCTGACGTTCTATCCCATGTCTCCGCAGACAACCATCATGGCAGTAGAGT
GCTCTTCTGCTCTGACGTTCTATCCCATGTCTCCGCAGACAACCATCATGGCAGTAGAGT
GCTCTTCTGCTCTGACGTTCTATCCCATGTCTCCGCAGACAACCATCATGGCAGTAGAGT
GCTCTTCTGCTCTGACGTTCTATCCCATGTCTCCGCAGACAACCATCATGGCAGTAGAGT
GCTCTTCTGCTCTGACGTTCTATCCCATGTCTCCGCAGACAACCATCATGGCAGTAGAGT
GCTCTTCTGCTCTGACGTTCTATCCCATGTCTCCGCAGACAACCAGCATGGCAGTAGAGT

hhkrkhkhkhk kA hkkhkhhkhkrhkhkrhkhkhkhhkhkhkhhkhkrhkhkrhkkhkhkhhkrkhkrhkkhkrhkhkx *kxkk*x * * * *

TTGATGGGGGCGTTGTGGTGGGATCGGATTCCCGGGTGTGTGCAGGGGGGG.CCAGTGA
TTGATGGGGGCGTTGTGGTGGGATCGGATTCCCGGGTGTCTICA.GT GTACCAGTGA
TTGATGGGGGCGTTGTGGTGGGATCGGATTCCCGGGTGTCTGCAGGGT TICCAGTGA
TTGATGGGGGCGTTGTGGTGGGATCGGATTCCCGGGTGTCTIC GKTGAGTACCAGTGA
TTGATGGGGGCGTTGTGGTGGGATCGGATTCCCGGGTGTCTGC GTGA.ACCAGTGA
TTGATGGGGGCGTTGTGGTGGGATCGGATTCCCGGGTGTCTGC GTGAGTACCAGTGA
TTGATGGGGGCGTTGTGGTGGGATCGGATTCCCGGGTGTCTKCMRGGTGAGTACCAGTGA
TTGATGGGGGCGTTGTGGTGGGATCGGATTCCCGGGTGTCTGCAG GTGA.TACCAGTGA
TTGATGGGGGCGTTGTGGTGGGATCGGATTCCCGGGTGTCTGCAGRGTGAGTACCAGTGA
TTGATGGGGGCGTTGTGGTGGGATCGGATTCCCGGGTGTCTICAGGGTGAGTACCAGTGA
TTGATGGGGGCGTTGTGGTGGGATCGGATTCCCGGGTGTCTGCAGGGTGAGTACCAGTGA
TTGATGGGGGCGTTGTGGTGGGATCGGATTCCCGGGTGTCTGCAGGGTGAGTACCAGTGA
TTGATGGGGGCGTTGTGGTGGGATCGGATTCCCGGGTGTCTGCAGGGTGAGTACCAGTGA
TTGATGGGGGCGTTGTGGTGGGATCGGATTCCCGGGTGTCTGCAGGGTGAGTACCAGTGA
TTGATGGGGGCGTTGTGGTGGGATCGGATTCCCGGGTGTCTGCAGGGTGAGTACCAGTGA
TTGATGGGGGCGTTGTGGTGGGATCGGATTCCCGGGTGTCTGCAGGGTGAGTACCAGTGA

TTGATGGGGGCGTTGTGGTGGGATCGGATTCCCGGGTGTCTGCAGGGTGAGTACCAGTGA
hokkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkx * * *k kK ok kK

CCCTGGGTACTTTTGGAAGGAAGTAAATGGCGCCTAATG
CCCTGGGTACTTTTGGAAGGAA.TCCATGGCGCCTAATG
CCCTGGGTACTTTTGGAAGGAAGTCCATGGCGCCTAATG
CCCTGGGTACTTTTGGAAGGAAGTCCATGGCGCCTAATG
CCCTGGGTACTTTTGGAAGGAAGTCCATGGCGCCTAATG
CCCTGGGTACTTTTGGAAGGAAGTCCATGGCGCCTAATG
CCCTGGGTACTTTTGGAAGGAAGTCCATGGCGCCTAATG
CCCTGGGTACTTTTGGAAGGAAGYCCATGGCGCCTAATG
CCCTGGGTACTTTTGGAAGGAAKTCCATGGCGCCTAATG
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YK6 CCCTGGGTACTTTTGGAAGGAAGTCCATGGCGCCTAATG

REF-LMP2-E2 CCCTGGGTACTTTTGGAAGGAAGTCCATGGCGCCTAATG
YK11 CCCTGGGTACTTTTGGAAGGAAGTCCATGGCGCCTAATG
YK12 CCCTGGGTACTTTTGGAAGGAAGTCCATGGCGCCTAATG
YK13 CCCTGGGTACTTTTGGAAGGAAGTCCATGGCGCCTAATG
YK14 CCCTGGGTACTTTTGGAAGGAAGTCCATGGCGCCTAATG
YK15 CCCTGGGTACTTTTGGAAGGAAGTCCATGGCGCCTAATG
YK9 CCCTGGGTACTTTTGGAAGGAAGTCCATGGCGCCTAATG

dok ok ok ok kKK Kk ok ok ok ok ok KK K Kk ok ok Kok ok ok kKKK Kok ok ok ok

A G s T A G A G A & A R T T s c A c A & c

DA VAR A AAN

*Mavi bolgeler intronlari, kirmizilar ekzonlari, yesil renkli bolgeler heterozigot bolgeleri, giri renkle isaretli
niikleotidler ileri primerleri ve sar1 renkli olanlar geri primerler bolgelerini gostermektedir.
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Ek Cizelge C.11.2. BoLA-LMP7-E3,4,5 Niikleotid konsensiis dizileri (1102 bg), gen
bolgesinin genel gorilintiisii, hedef ekzon dizileri, primer bolgeleri ve heterozigot allellerin
kromatogram goriintiisii.

1000

2000 3000 4000 5000
1 | | |

AC_000180 (5208 bps)

YK15
YK6
YK16
YK4
REF-LMP7-E3,4,5
YK1
YK2
YK3
YK5
YK7
YK8
YK10
YKI11
YK12
YK13
YK14
YK9

YK15
YK6
YK16
YK4
REF-LMP7-E3,4,5
YK1
YK2
YK3
YK5
YK7
YK8
YK10
YK11
YK12
YK13
YK14
YK9

YK15
YK6
YK16
YK4
REF-LMP7-E3, 4,5
YK1
YK2
YK3
YK5

mnt-I nt-I1 mt-IIl  mt-IV
E3 E4 E5

— - - e
PSMBS \ Y )

E3,4,5: 1102 b¢

AACTCTCTCCCTGGACTGTCCGGTCCTCACCCAGGCTGTACTATCTGCGGAATGGGGAGC
AACTCTCTCCCTGGACTGTCCGGTCCTCACCCAGGCTGTACTATCTGCGGAATGGGGAGC
AACTCTCTCCCTGGACTGTCCGGTCCTCACCCAGGCTGTACTATCTGCGGAATGGGGAGC
AACTCTCTCCCTGGACTGTCCGGTCCTCACCCAGGCTGTACTATCTGCGGAATGGGGAGC
AACTCTCTCCCTGGACTGTCCGGTCCTCACCCAGGCTGTACTATCTGCGGAATGGGGAGC
AACTCTCTCCCTGGACTGTCCGGTCCTCACCCAGGCTGTACTATCTGCGGAATGGGGAGC
AACTCTCTCCCTGGACTGTCCGGTCCTCACCCAGGCTGTACTATCTGCGGAATGGGGAGC
AACTCTCTCCCTGGACTGTCCGGTCCTCACCCAGGCTGTACTATCTGCGGAATGGGGAGC
AACTCTCTCCCTGGACTGTCCGGTCCTCACCCAGGCTGTACTATCTGCGGAATGGGGAGC
AACTCTCTCCCTGGACTGTCCGGTCCTCACCCAGGCTGTACTATCTGCGGAATGGGGAGC
AACTCTCTCCCTGGACTGTCCGGTCCTCACCCAGGCTGTACTATCTGCGGAATGGGGAGC
AACTCTCTCCCTGGACTGTCCGGTCCTCACCCAGGCTGTACTATCTGCGGAATGGGGAGC
AACTCTCTCCCTGGACTGTCCGGTCCTCACCCAGGCTGTACTATCTGCGGAATGGGGAGC
AACTCTCTCCCTGGACTGTCCGGTCCTCACCCAGGCTGTACTATCTGCGGAATGGGGAGC
AACTCTCTCCCTGGACTGTCCGGTCCTCACCCAGGCTGTACTATCTGCGGAATGGGGAGC
AACTCTCTCCCTGGACTGTCCGGTCCTCACCCAGGCTGTACTATCTGCGGAATGGGGAGC
AACTCTCTCCCTGGACTGTCCGGTCCTCACCCAGGCTGTACTATCTGCGGAATGGGGAGC

Ak Ak hkhkhhkh kA hhhkhhkrhhkhhhkrhkhkhhhkhhkrhhkhhhkrhkhkhkhhkhkhkrhkkrhhkrhkkhkhkxkxx

GTATCTCIGTGTCGGCCGCCTCCAAGCTGCTCTCCAACATGATGTGCCAGTACCGGGGCA
GTATCTCCGTGTCGGCCGCCTCCAAGCTGCTCTCCAACATGATGTGCCAGTACCGGGGCA
GTATCTCCGTGTCGGCCGCCTCCAAGCTGCTCTCCAACATGATGTGCCAGTACCGGGGCA
GTATCTCCGTGTCGGCCGCCTCCAAGCTGCTCTCCAACATGATGTGCCAGTACCGGGGCA
GTATCTCCGTGTCGGCCGCCTCCAAGCTGCTCTCCAACATGATGTGCCAGTACCGGGGCA
GTATCTCCGTGTCGGCCGCCTCCAAGCTGCTCTCCAACATGATGTGCCAGTACCGGGGCA
GTATCTCCGTGTCGGCCGCCTCCAAGCTGCTCTCCAACATGATGTGCCAGTACCGGGGCA
GTATCTCCGTGTCGGCCGCCTCCAAGCTGCTCTCCAACATGATGTGCCAGTACCGGGGCA
GTATCTCCGTGTCGGCCGCCTCCAAGCTGCTCTCCAACATGATGTGCCAGTACCGGGGCA
GTATCTCCGTGTCGGCCGCCTCCAAGCTGCTCTCCAACATGATGTGCCAGTACCGGGGCA
GTATCTCCGTGTCGGCCGCCTCCAAGCTGCTCTCCAACATGATGTGCCAGTACCGGGGCA
GTATCTCCGTGTCGGCCGCCTCCAAGCTGCTCTCCAACATGATGTGCCAGTACCGGGGCA
GTATCTCCGTGTCGGCCGCCTCCAAGCTGCTCTCCAACATGATGTGCCAGTACCGGGGCA
GTATCTCCGTGTCGGCCGCCTCCAAGCTGCTCTCCAACATGATGTGCCAGTACCGGGGCA
GTATCTCCGTGTCGGCCGCCTCCAAGCTGCTCTCCAACATGATGTGCCAGTACCGGGGCA
GTATCTCCGTGTCGGCCGCCTCCAAGCTGCTCTCCAACATGATGTGCCAGTACCGGGGCA
GTATCTCCGTGTCGGCCGCCTCCAAGCTGCTCTCCAACATGATGTGCCAGTACCGGGGCA

hhkrxhkhkhkkh dhkhkhhhkhkhkrhkhhhhkrhkhkhhhkhkhkrhhkhkhhkrhkhkhhhkhkhkrhkhkrhhkrkhkhkhkrkxx

TGGGCCTCTCCATGGGCAGCATGATCTGTGGCTGGGACA AGGTGAGTCCCCTCCCTG
TGGGCCTCTCCATGGGCAGCATGATCTGTGGCTGGGACA AGGTGAGTCCCCTCCCTG
TGGGCCTCTCCATGGGCAGCATGATCTGTGGCTGGGACA AGGTGAGTCCCCTCCCTG
TGGGCCTCTCCATGGGCAGCATGATCTGTGGCTGGGACA AGGTGAGTCCCCTCCCTG
TGGGCCTCTCCATGGGCAGCATGATCTGTGGCTGGGACAAGAAGGTGAGTCCCCTCCCTG
TGGGCCTCTCCATGGGCAGCATGATCTGTGGCTGGGACAAGAAGGTGAGTCCCCTCCCTG
TGGGCCTCTCCATGGGCAGCATGATCTGTGGCTGGGACAAGAAGGTGAGTCCCCTCCCTG
TGGGCCTCTCCATGGGCAGCATGATCTGTGGCTGGGACAAGAAGGTGAGTCCCCTCCCTG
TGGGCCTCTCCATGGGCAGCATGATCTGTGGCTGGGACAAGAAGGTGAGTCCCCTCCCTG

288



YK7
YK8
YK10
YK11
YK12
YK13
YK14
YK9

YK15
YK6
YK16
YK4
REF-LMP7-E3,4,5
YK1
YK2
YK3
YK5
YK7
YK8
YK10
YKI11
YK12
YK13
YK14
YK9

YK15
YK6
YK16
YK4
REF-LMP7-E3,4,5
YK1
YK2
YK3
YK5
YK7
YK8
YK10
YK11
YK12
YK13
YK14
YK9

YK15
YK6
YK16
YK4
REF-LMP7-E3,4,5
YK1
YK2
YK3
YK5
YK7
YK8
YK10
YK11
YK12
YK13
YK14
YK9

TGGGCCTCTCCATGGGCAGCATGATCTGTGGCTGGGACAAGAAGGTGAGTCCCCTCCCTG
TGGGCCTCTCCATGGGCAGCATGATCTGTGGCTGGGACAAGAAGGTGAGTCCCCTCCCTG
TGGGCCTCTCCATGGGCAGCATGATCTGTGGCTGGGACAAGAAGGTGAGTCCCCTCCCTG
TGGGCCTCTCCATGGGCAGCATGATCTGTGGCTGGGACAAGAAGGTGAGTCCCCTCCCTG
TGGGCCTCTCCATGGGCAGCATGATCTGTGGCTGGGACAAGAAGGTGAGTCCCCTCCCTG
TGGGCCTCTCCATGGGCAGCATGATCTGTGGCTGGGACAAGAAGGTGAGTCCCCTCCCTG
TGGGCCTCTCCATGGGCAGCATGATCTGTGGCTGGGACAAGAAGGTGAGTCCCCTCCCTG
TGGGCCTCTCCATGGGCAGCATGATCTGTGGCTGGGACAAGAAGGTGAGTCCCCTCCCTG

Ak Ak khkhhkhhkhkhkhhkhhkrhhhhkhkrhkhkhkhhkhkhkrhkkhkhhkkhkrkhkhh d,hkkrhkkhkrhkhkrkhkkhkhkrxkxx

CT TATTCCAAGGTGTAGACGAGAGGTAAGTTTCCTSGCCTTACACTCCCCTCCCTCC
CT TATTCCAAGGTGTAGACGAGAGGTAAGTTTCCTSGCCTTACACTCCCCTCCCTCC
CT TATTCCAAGGTGTAGACGAGAGGTAAGTTTCCTI§GCCTTACACTCCCCTCCCTCC
CTCCATATTCCAAGGTGTAGACGAGAGGTAAGTTTCCTCGCCTTACACTCCCCTCCCTCC
CTCCATATTCCAAGGTGTAGACGAGAGGTAAGTTTCCTCGCCTTACACTCCCCTCCCTCC
CTCCATATTCCAAGGTGTAGACGAGAGGTAAGTTTCCTCGCCTTACACTCCCCTCCCTCC
CTCCATATTCCAAGGTGTAGACGAGAGGTAAGTTTCCTCGCCTTACACTCCCCTCCCTCC
CTCCATATTCCAAGGTGTAGACGAGAGGTAAGTTTCCTCGCCTTACACTCCCCTCCCTCC
CTCCATATTCCAAGGTGTAGACGAGAGGTAAGTTTCCTCGCCTTACACTCCCCTCCCTCC
CTCCATATTCCAAGGTGTAGACGAGAGGTAAGTTTCCTCGCCTTACACTCCCCTCCCTCC
CTCCATATTCCAAGGTGTAGACGAGAGGTAAGTTTCCTCGCCTTACACTCCCCTCCCTCC
CTCCATATTCCAAGGTGTAGACGAGAGGTAAGTTTCCTCGCCTTACACTCCCCTCCCTCC
CTCCATATTCCAAGGTGTAGACGAGAGGTAAGTTTCCTCGCCTTACACTCCCCTCCCTCC
CTCCATATTCCAAGGTGTAGACGAGAGGTAAGTTTCCTCGCCTTACACTCCCCTCCCTCC
CTCCATATTCCAAGGTGTAGACGAGAGGTAAGTTTCCTCGCCTTACACTCCCCTCCCTCC
CTCCATATTCCAAGGTGTAGACGAGAGGTAAGTTTCCTCGCCTTACACTCCCCTCCCTCC

hkhk ok kkkhkkhkhkhkhkhk kA hkhhkhkrhkhkhkhhkhhkrhkkhkhkhhkrkhk dhhkhkhkrhkhkrhhkrkhkkhkhkkrxkxx

CTSCRTATTCCAAGGTGTAGACGAGAGGTAAGTTTCCTSGCCTTACACTCCCCTCCCTCC
C
C
C

CCTCCTCTGCAGGGCACAGAGAAAGCTTRGTTGCAGAACTGTTGCTCAACAGCAATTTCT
CCTCCTCTGCAGGGCACAGAGAAAGCTTRGTTGCAGAACTGTTGCTCAACAGCAATTTCT
CCTCCTCTGCAGGGCACAGAGAAAGCTTRGTTGCAGAACTGTTGCTCAACAGCAATTTCT
CCTCCTCTGCAGGGCACAGAGAAAGCTTRGTTGCAGAACTGTTGCTCAACAGCAATTTCT
CCTCCTCTGCAGGGCACAGAGAAAGCTTAGTTGCAGAACTGTTGCTCAACAGCAATTTCT
CCTCCTCTGCAGGGCACAGAGAAAGCTTAGTTGCAGAACTGTTGCTCAACAGCAATTTCT
CCTCCTCTGCAGGGCACAGAGAAAGCTTAGTTGCAGAACTGTTGCTCAACAGCAATTTCT
CCTCCTCTGCAGGGCACAGAGAAAGCTTAGTTGCAGAACTGTTGCTCAACAGCAATTTCT
CCTCCTCTGCAGGGCACAGAGAAAGCTTAGTTGCAGAACTGTTGCTCAACAGCAATTTCT
CCTCCTCTGCAGGGCACAGAGAAAGCTTAGTTGCAGAACTGTTGCTCAACAGCAATTTCT
CCTCCTCTGCAGGGCACAGAGAAAGCTTAGTTGCAGAACTGTTGCTCAACAGCAATTTCT
CCTCCTCTGCAGGGCACAGAGAAAGCTTAGTTGCAGAACTGTTGCTCAACAGCAATTTCT
CCTCCTCTGCAGGGCACAGAGAAAGCTTAGTTGCAGAACTGTTGCTCAACAGCAATTTCT
CCTCCTCTGCAGGGCACAGAGAAAGCTTAGTTGCAGAACTGTTGCTCAACAGCAATTTCT
CCTCCTCTGCAGGGCACAGAGAAAGCTTAGTTGCAGAACTGTTGCTCAACAGCAATTTCT
CCTCCTCTGCAGGGCACAGAGAAAGCTTAGTTGCAGAACTGTTGCTCAACAGCAATTTCT
CCTCCTCTGCAGGGCACAGAGAAAGCTTAGTTGCAGAACTGTTGCTCAACAGCAATTTCT

Ak Ak khkhkhhkhhkhkhhhkhhkrhkhkhkhhkrhkhkhkhdx (rhkhkrhkhkrhkhkhhhkhkhkrhkkhkrhkhkrkhkhkhkrxkxx

AGGTCCGGATGTGGACCATTGTTTCATAAGCTTGTCCCTTTGGATCARATRGCTGATTEC
AGGTCCGGATGTGGACCATTGTTTCATAAGCTTGTCCCTTTGGATCARATGGCTGATTCC
AGGTCCGGATGTGGACCATTGTTTCATAAGCTTGTCCCTTTGGATCARATGGCTGATTCC
AGGTCCGGATGTGGACCATTGTTTCATAAGCTTGTCCCTTTGGATCARATGGCTGATTCC
AGGTCCGGATGTGGACCATTGTTTCATAAGCTTGTCCCTTTGGATCARATGGCTGATTCC
AGGTCCGGATGTGGACCATTGTTTCATAAGCTTGTCCCTTTGGATCARATGGCTGATTCC
AGGTCCGGATGTGGACCATTGTTTCATAAGCTTGTCCCTTTGGATCARATGGCTGATTCC
AGGTCCGGATGTGGACCATTGTTTCATAAGCTTGTCCCTTTGGATCARATGGCTGATTCC
AGGTCCGGATGTGGACCATTGTTTCATAAGCTTGTCCCTTTGGATCARATGGCTGATTCC
AGGTCCGGATGTGGACCATTGTTTCATAAGCTTGTCCCTTTGGATCAARTGGCTGATTCC
AGGTCCGGATGTGGACCATTGTTTCATAAGCTTGTCCCTTTGGATCAAATGGCTGATTCC
AGGTCCGGATGTGGACCATTGTTTCATAAGCTTGTCCCTTTGGATCAARTGGCTGATTCC
AGGTCCGGATGTGGACCATTGTTTCATAAGCTTGTCCCTTTGGATCAARTGGCTGATTCC
AGGTCCGGATGTGGACCATTGTTTCATAAGCTTGTCCCTTTGGATCAAATGGCTGATTCC
AGGTCCGGATGTGGACCATTGTTTCATAAGCTTGTCCCTTTGGATCAARTGGCTGATTCC
AGGTCCGGATGTGGACCATTGTTTCATAAGCTTGTCCCTTTGGATCAAATGGCTGATTCC
AGGTCCGGATGTGGACCATTGTTTCATAAGCTTGTCCCTTTGGATCAAATGGCTGATTCC

KA AR AR AR AR AR AR AR AR AR AR AR AR AR AR AR ARk A Ak A Ak A Ak A hk A kA rhrkx *rrxkrxkrxkx %
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TGTTCCTGGICTCATCTGTAGTCTCTGGTCCACTTCTTGTGGCTCACACTTGIATCTGGG
TGTTCCTGGACTCATCTGTAGTCTCTGGTCCACTTCTTGTGGCTCACACTTGTATCTGGG
TGTTCCTGGACTCATCTGTAGTCTCTGGTCCACTTCTTGTGGCTCACACTTGTATCTGGG
TGTTCCTGGACTCATCTGTAGTCTCTGGTCCACTTCTTGTGGCTCACACTTGTATCTGGG
TGTTCCTGGACTCATCTGTAGTCTCTGGTCCACTTCTTGTGGCTCACACTTGTATCTGGG
TGTTCCTGGACTCATCTGTAGTCTCTGGTCCACTTCTTGTGGCTCACACTTGTATCTGGG
TGTTCCTGGACTCATCTGTAGTCTCTGGTCCACTTCTTGTGGCTCACACTTGTATCTGGG
TGTTCCTGGACTCATCTGTAGTCTCTGGTCCACTTCTTGTGGCTCACACTTGTATCTGGG
TGTTCCTGGACTCATCTGTAGTCTCTGGTCCACTTCTTGTGGCTCACACTTGTATCTGGG
TGTTCCTGGACTCATCTGTAGTCTCTGGTCCACTTCTTGTGGCTCACACTTGTATCTGGG
TGTTCCTGGACTCATCTGTAGTCTCTGGTCCACTTCTTGTGGCTCACACTTGTATCTGGG
TGTTCCTGGACTCATCTGTAGTCTCTGGTCCACTTCTTGTGGCTCACACTTGTATCTGGG
TGTTCCTGGACTCATCTGTAGTCTCTGGTCCACTTCTTGTGGCTCACACTTGTATCTGGG
TGTTCCTGGACTCATCTGTAGTCTCTGGTCCACTTCTTGTGGCTCACACTTGTATCTGGG
TGTTCCTGGACTCATCTGTAGTCTCTGGTCCACTTCTTGTGGCTCACACTTGTATCTGGG
TGTTCCTGGACTCATCTGTAGTCTCTGGTCCACTTCTTGTGGCTCACACTTGTATCTGGG
TGTTCCTGGACTCATCTGTAGTCTCTGGTCCACTTCTTGTGGCTCACACTTGTATCTGGG

kA Akhkhkhkhkhkh Khhhkhkkhrhkhkhhkhkrhkhkhkhhkhkhrhkhkrkhkhkrhkhkhkhhkhkhkrhkkhkrhkhkrkhk *hkrxk*xx

TGTTACCAACAACTTCCAACCTTCTTGCTTCCTACAGGGTCCTGGACTCTACTATGTG

TGTTACCAACAACTTCCAACCTTCTTGCTTCCTACAGGGTCCTGGACTCTACTATGTG

TGTTACCAACAACTTCCAACCTTCTTGCTTCCTACAGGGTCCTGGACTCTACTATGTG

TGTTACCAACAACTTCCAACCTTCTTGCTTCCTACAGGGTCCTGGACTCTACTATGTGGA
TGTTACCAACAACTTCCAACCTTCTTGCTTCCTACAGGGTCCTGGACTCTACTATGTGGA
TGTTACCAACAACTTCCAACCTTCTTGCTTCCTACAGGGTCCTGGACTCTACTATGTGGA
TGTTACCAACAACTTCCAACCTTCTTGCTTCCTACAGGGTCCTGGACTCTACTATGTGGA
TGTTACCAACAACTTCCAACCTTCTTGCTTCCTACAGGGTCCTGGACTCTACTATGTGGA
TGTTACCAACAACTTCCAACCTTCTTGCTTCCTACAGGGTCCTGGACTCTACTATGTGGA
TGTTACCAACAACTTCCAACCTTCTTGCTTCCTACAGGGTCCTGGACTCTACTATGTGGA
TGTTACCAACAACTTCCAACCTTCTTGCTTCCTACAGGGTCCTGGACTCTACTATGTGGA
TGTTACCAACAACTTCCAACCTTCTTGCTTCCTACAGGGTCCTGGACTCTACTATGTGGA
TGTTACCAACAACTTCCAACCTTCTTGCTTCCTACAGGGTCCTGGACTCTACTATGTGGA
TGTTACCAACAACTTCCAACCTTCTTGCTTCCTACAGGGTCCTGGACTCTACTATGTGGA
TGTTACCAACAACTTCCAACCTTCTTGCTTCCTACAGGGTCCTGGACTCTACTATGTGGA
TGTTACCAACAACTTCCAACCTTCTTGCTTCCTACAGGGTCCTGGACTCTACTATGTGGA
TGTTACCAACAACTTCCAACCTTCTTGCTTCCTACAGGGTCCTGGACTCTACTATGTGGA

kA hkhkhkhhkh kA hhhkhhkrhhkhhkhkrhkhkhhhkhhrhhkrhhkrhkhkhkhhkhkhkrhkkhkrhkhkrhkkhkhkxkx *

TG TGGGACTCGACTCTCGGGAAATATGTTCTCCACCGGTAGTGGGAACTCCCATGC
TG TGGGACTCGACTCTCGGGAAATATGTTCTCCACCGGTAGTGGGAACTCCCATGC
TG TGGGACTCGACTCTCGGGAAATATGTTCTCCACCGGTAGTGGGAACTCCCATGC

TGASAGTGGGACTCGACTCTCGGGAAATATGTTCTCCACCGGTAGTGGGAACTCCCATGC
TGAGAATGGGACTCGACTCTCGGGAAATATGTTCTCCACCGGTAGTGGGAACTCCCATGC
TGAGAATGGGACTCGACTCTCGGGAAATATGTTCTCCACCGGTAGTGGGAACTCCCATGC
TGAGAATGGGACTCGACTCTCGGGAAATATGTTCTCCACCGGTAGTGGGAACTCCCATGC
TGAGAATGGGACTCGACTCTCGGGAAATATGTTCTCCACCGGTAGTGGGAACTCCCATGC
TGAGAATGGGACTCGACTCTCGGGAAATATGTTCTCCACCGGTAGTGGGAACTCCCATGC
TGAGAATGGGACTCGACTCTCGGGAAATATGTTCTCCACCGGTAGTGGGAACTCCCATGC
TGAGAATGGGACTCGACTCTCGGGAAATATGTTCTCCACCGGTAGTGGGAACTCCCATGC
TGAGAATGGGACTCGACTCTCGGGAAATATGTTCTCCACCGGTAGTGGGAACTCCCATGC
TGAGAATGGGACTCGACTCTCGGGAAATATGTTCTCCACCGGTAGTGGGAACTCCCATGC
TGAGAATGGGACTCGACTCTCGGGAAATATGTTCTCCACCGGTAGTGGGAACTCCCATGC
TGAGAATGGGACTCGACTCTCGGGAAATATGTTCTCCACCGGTAGTGGGAACTCCCATGC
TGAGAATGGGACTCGACTCTCGGGAAATATGTTCTCCACCGGTAGTGGGAACTCCCATGC
TGAGAATGGGACTCGACTCTCGGGAAATATGTTCTCCACCGGTAGTGGGAACTCCCATGC

KAKX h AR A A AR AR A AR A AR AR AR A A A A A A AR A AR AR A AR AR AR A A AR AR A AR A A Rk kK

CTATGGGGTCATGGATAGTGGCTATCGACCTGACCTTAGTATTGAAGAGGCCTATGACCT
CTATGGGGTCATGGATAGTGGCTATCGACCTGACCTTAGTATTGAAGAGGCCTATGACCT
CTATGGGGTCATGGATAGTGGCTATCGACCTGACCTTAGTATTGAAGAGGCCTATGACCT
CTATGGGGTCATGGATAGTGGCTATCGACCTGACCTTAGTATTGAAGAGGCCTATGACCT
CTATGGGGTCATGGATAGTGGCTATCGACCTGACCTTAGTATTGAAGAGGCCTATGACCT
CTATGGGGTCATGGATAGTGGCTATCGACCTGACCTTAGTATTGAAGAGGCCTATGACCT
CTATGGGGTCATGGATAGTGGCTATCGACCTGACCTTAGTATTGAAGAGGCCTATGACCT
CTATGGGGTCATGGATAGTGGCTATCGACCTGACCTTAGTATTGAAGAGGCCTATGACCT
CTATGGGGTCATGGATAGTGGCTATCGACCTGACCTTAGTATTGAAGAGGCCTATGACCT
CTATGGGGTCATGGATAGTGGCTATCGACCTGACCTTAGTATTGAAGAGGCCTATGACCT
CTATGGGGTCATGGATAGTGGCTATCGACCTGACCTTAGTATTGAAGAGGCCTATGACCT

290



YK10
YK11
YK12
YK13
YK14
YK9

YK15
YK6
YK16
YK4
REF-LMP7-E3,4,5
YK1
YK2
YK3
YK5
YK7
YK8
YK10
YKI11
YK12
YK13
YK14
YK9

YK15
YK6
YK16
YK4
REF-LMP7-E3,4,5
YK1
YK2
YK3
YK5
YK7
YKS8
YK10
YK11
YK12
YK13
YK14
YK9

YK15
YK6
YK16
YK4
REF-LMP7-E3,4,5
YK1
YK2
YK3
YK5
YK7
YK8
YK10
YK11
YK12
YK13
YK14
YK9

YK15
YK6
YK16

CTATGGGGTCATGGATAGTGGCTATCGACCTGACCTTAGTATTGAAGAGGCCTATGACCT
CTATGGGGTCATGGATAGTGGCTATCGACCTGACCTTAGTATTGAAGAGGCCTATGACCT
CTATGGGGTCATGGATAGTGGCTATCGACCTGACCTTAGTATTGAAGAGGCCTATGACCT
CTATGGGGTCATGGATAGTGGCTATCGACCTGACCTTAGTATTGAAGAGGCCTATGACCT
CTATGGGGTCATGGATAGTGGCTATCGACCTGACCTTAGTATTGAAGAGGCCTATGACCT
CTATGGGGTCATGGATAGTGGCTATCGACCTGACCTTAGTATTGAAGAGGCCTATGACCT

kA Ak khkhhkhhkhkhhhkhh A hkhhhkrhkhkhkhhkhhkrhhkhhhkrhkhkhkhhkhkhkrhkkrhhkrhkkhkhkxkxx

TAGTAAGAGATCAAAGTGCCCCCCTCTGTCCCTGGGGTGGGGGCAIGGGGGTTGAGATTG
TAGTAAGAGATCAAAGTGCCCCCCTCTGTCCCTGGGGTGGGGGCAAGGGGGTTGAGATTG
TAGTAAGAGATCAAAGTGCCCCCCTCTGTCCCTGGGGTGGGGGCAAGGGGGTTGAGATTG
TAGTAAGAGATCAAAGTGCCCCCCTCTGTCCCTGGGGTGGGGGCAAGGGGGTTGAGATTG
TAGTAAGAGATCAAAGTGCCCCCCTCTGTCCCTGGGGTGGGGGCAAGGGGGTTGAGATTG
TAGTAAGAGATCAAAGTGCCCCCCTCTGTCCCTGGGGTGGGGGCAAGGGGGTTGAGATTG
TAGTAAGAGATCAAAGTGCCCCCCTCTGTCCCTGGGGTGGGGGCAAGGGGGTTGAGATTG
TAGTAAGAGATCAAAGTGCCCCCCTCTGTCCCTGGGGTGGGGGCAAGGGGGTTGAGATTG
TAGTAAGAGATCAAAGTGCCCCCCTCTGTCCCTGGGGTGGGGGCAAGGGGGTTGAGATTG
TAGTAAGAGATCAAAGTGCCCCCCTCTGTCCCTGGGGTGGGGGCAAGGGGGTTGAGATTG
TAGTAAGAGATCAAAGTGCCCCCCTCTGTCCCTGGGGTGGGGGCAAGGGGGTTGAGATTG
TAGTAAGAGATCAAAGTGCCCCCCTCTGTCCCTGGGGTGGGGGCAAGGGGGTTGAGATTG
TAGTAAGAGATCAAAGTGCCCCCCTCTGTCCCTGGGGTGGGGGCAAGGGGGTTGAGATTG
TAGTAAGAGATCAAAGTGCCCCCCTCTGTCCCTGGGGTGGGGGCAAGGGGGTTGAGATTG
TAGTAAGAGATCAAAGTGCCCCCCTCTGTCCCTGGGGTGGGGGCAAGGGGGTTGAGATTG
TAGTAAGAGATCAAAGTGCCCCCCTCTGTCCCTGGGGTGGGGGCAAGGGGGTTGAGATTG
TAGTAAGAGATCAAAGTGCCCCCCTCTGTCCCTGGGGTGGGGGCAAGGGGGTTGAGATTG

Ak Ak khkhhkhhkhkhhhkhhkrhkhkhhhkrhkhkhhhkhhkrhkhkrhkhkrhkhkhkhhkhkkhdx *rxhkhrkhkhkhrkhkrxkxx

GGAGGTATGGGGGAGGCAGGGTGGCAGAGAGCAGGTTTTC GAGCCIGAAGAGGGGCACT
GGAGGTATGGGGGAGGCAGGGTGGCAGAGAGCAGGTTTTCMGAGCCAGAAGAGGGGCACT
GGAGGTATGGGGGAGGCAGGGTGGCAGAGAGCAGGTTTTCYGAGCCAGAAGAGGGGCACT
GGAGGTATGGGGGAGGCAGGGTGGCAGAGAGCAGGTTTTCTGAGCCAGAAGAGGGGCACT
GGAGGTATGGGGGAGGCAGGGTGGCAGAGAGCAGGTTTTCTGAGCCAGAAGAGGGGCACT
GGAGGTATGGGGGAGGCAGGGTGGCAGAGAGCAGGTTTTCTGAGCCAGAAGAGGGGCACT
GGAGGTATGGGGGAGGCAGGGTGGCAGAGAGCAGGTTTTCTGAGCCAGAAGAGGGGCACT
GGAGGTATGGGGGAGGCAGGGTGGCAGAGAGCAGGTTTTCTGAGCCAGAAGAGGGGCACT
GGAGGTATGGGGGAGGCAGGGTGGCAGAGAGCAGGTTTTCTGAGCCAGAAGAGGGGCACT
GGAGGTATGGGGGAGGCAGGGTGGCAGAGAGCAGGTTTTCTGAGCCAGAAGAGGGGCACT
GGAGGTATGGGGGAGGCAGGGTGGCAGAGAGCAGGTTTTCTGAGCCAGAAGAGGGGCACT
GGAGGTATGGGGGAGGCAGGGTGGCAGAGAGCAGGTTTTCTGAGCCAGAAGAGGGGCACT
GGAGGTATGGGGGAGGCAGGGTGGCAGAGAGCAGGTTTTCTGAGCCAGAAGAGGGGCACT
GGAGGTATGGGGGAGGCAGGGTGGCAGAGAGCAGGTTTTCTGAGCCAGAAGAGGGGCACT
GGAGGTATGGGGGAGGCAGGGTGGCAGAGAGCAGGTTTTCTGAGCCAGAAGAGGGGCACT
GGAGGTATGGGGGAGGCAGGGTGGCAGAGAGCAGGTTTTCTGAGCCAGAAGAGGGGCACT
GGAGGTATGGGGGAGGCAGGGTGGCAGAGAGCAGGTTTTCTGAGCCAGAAGAGGGGCACT

kA hhkhkhhkhhkhkhhhkhkhkrhkhkhhkhkrhkhkhhhkhkhkrhkhkrhkhkrkhhkdx *,hkhkhkhx *,hkhkrkhkhkrhkhrxkxx

GAAGCCCCTGTCACAAGGGCWTTGAGAGCGTGTGCTGCTGTTGTCGCCRTTGATGTAACA
GAAGCCCCTGTCACAAGGGCWTTGAGAGCGTGTGCTGCTGMTGTCGCCRTTGATGTAACA
GAAGCCCCTGTCACAAGGGCHWTTGAGAGCGTGTGCTGCTGYTGTCGCCRTTGATGTAACA
GAAGCCCCTGTCACAAGGGCATTGAGAGCGTGTGCTGCTGTTGTCGCCTTTGATGTAACA
GAAGCCCCTGTCACAAGGGCATTGAGAGCGTGTGCTGCTGTTGTCGCCTTTGATGTAACA
GAAGCCCCTGTCACAAGGGCATTGAGAGCGTGTGCTGCTGTTGTCGCCTTTGATGTAACA
GAAGCCCCTGTCACAAGGGCATTGAGAGCGTGTGCTGCTGTTGTCGCCTTTGATGTAACA
GAAGCCCCTGTCACAAGGGCATTGAGAGCGTGTGCTGCTGTTGTCGCCTTTGATGTAACA
GAAGCCCCTGTCACAAGGGCATTGAGAGCGTGTGCTGCTGTTGTCGCCTTTGATGTAACA
GAAGCCCCTGTCACAAGGGCATTGAGAGCGTGTGCTGCTGTTGTCGCCTTTGATGTAACA
GAAGCCCCTGTCACAAGGGCATTGAGAGCGTGTGCTGCTGTTGTCGCCTTTGATGTAACA
GAAGCCCCTGTCACAAGGGCATTGAGAGCGTGTGCTGCTGTTGTCGCCTTTGATGTAACA
GAAGCCCCTGTCACAAGGGCATTGAGAGCGTGTGCTGCTGTTGTCGCCTTTGATGTAACA
GAAGCCCCTGTCACAAGGGCATTGAGAGCGTGTGCTGCTGTTGTCGCCTTTGATGTAACA
GAAGCCCCTGTCACAAGGGCATTGAGAGCGTGTGCTGCTGTTGTCGCCTTTGATGTAACA
GAAGCCCCTGTCACAAGGGCATTGAGAGCGTGTGCTGCTGTTGTCGCCTTTGATGTAACA
GAAGCCCCTGTCACAAGGGCATTGAGAGCGTGTGCTGCTGTTGTCGCCTTTGATGTAACA

KAAKRAKRAKRAKRAKRAKRAKARAKNAK*N *AARkAAAhAkAhAkAhkAhkrAhkhAhhkdkx *,rAxkrhkikx *,rAxkrkrxkrkxk

G GTCAGCAGGACCTCGCCGAGGGGACCATGACTCCATGCTCTTTCCIGTCTGCCTGCAG
GYGTCAGCAGGACCTCGCCGAGGGGACCATGACTCCANGCTCTTTCCCGTCTGCCTRCAG
GYGTCAGCAGGACCTCGCCGAGGGGACCATGACTCCANMGCTCTTTCCCGTCTGCCTRCAG
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GTGTCAGCAGGACCTCGCCGAGGGGACCATGACTCCATGCTCTTTCCCGTCTGCCTGCAG
GTGTCAGCAGGACCTCGCCGAGGGGACCATGACTCCATGCTCTTTCCCGTCTGCCTGCAG
GTGTCAGCAGGACCTCGCCGAGGGGACCATGACTCCATGCTCTTTCCCGTCTGCCTGCAG
GTGTCAGCAGGACCTCGCCGAGGGGACCATGACTCCATGCTCTTTCCCGTCTGCCTGCAG
GTGTCAGCAGGACCTCGCCGAGGGGACCATGACTCCATGCTCTTTCCCGTCTGCCTGCAG
GTGTCAGCAGGACCTCGCCGAGGGGACCATGACTCCATGCTCTTTCCCGTCTGCCTGCAG
GTGTCAGCAGGACCTCGCCGAGGGGACCATGACTCCATGCTCTTTCCCGTCTGCCTGCAG
GTGTCAGCAGGACCTCGCCGAGGGGACCATGACTCCATGCTCTTTCCCGTCTGCCTGCAG
GTGTCAGCAGGACCTCGCCGAGGGGACCATGACTCCATGCTCTTTCCCGTCTGCCTGCAG
GTGTCAGCAGGACCTCGCCGAGGGGACCATGACTCCATGCTCTTTCCCGTCTGCCTGCAG
GTGTCAGCAGGACCTCGCCGAGGGGACCATGACTCCATGCTCTTTCCCGTCTGCCTGCAG
GTGTCAGCAGGACCTCGCCGAGGGGACCATGACTCCATGCTCTTTCCCGTCTGCCTGCAG
GTGTCAGCAGGACCTCGCCGAGGGGACCATGACTCCATGCTCTTTCCCGTCTGCCTGCAG
GTGTCAGCAGGACCTCGCCGAGGGGACCATGACTCCATGCTCTTTCCIGTCTGCCTGCAG

K AKKAKRAAKAAKNAIAAAAKAA KNI XAAA KN A AN A AR A A A XA, Ak AAhkhkk Ak, Kk khkkhkkhhkk kx **h%

TGTACCACATGAAGGAGGACGGCTGGGTGAAAGTGGAAAGTACAGACGTCAGTGACCTGA
TGTACCACATGAAGGAGGACGGCTGGGTGAAAGTGGAAAGTACAGACGTCAGTGACCTGA
TGTACCACATGAAGGAGGACGGCTGGGTGAAAGTGGAAAGTACAGACGTCAGTGACCTGA
TGTACCACATGAAGGAGGACGGCTGGGTGAAAGTGGAAAGTACAGACGTCAGTGACCTGA
TGTACCACATGAAGGAGGACGGCTGGGTGAAAGTGGAAAGTACAGACGTCAGTGACCTGA
TGTACCACATGAAGGAGGACGGCTGGGTGAAAGTGGAAAGTACAGACGTCAGTGACCTGA
TGTACCACATGAAGGAGGACGGCTGGGTGAAAGTGGAAAGTACAGACGTCAGTGACCTGA
TGTACCACATGAAGGAGGACGGCTGGGTGAAAGTGGAAAGTACAGACGTCAGTGACCTGA
TGTACCACATGAAGGAGGACGGCTGGGTGAAAGTGGAAAGTACAGACGTCAGTGACCTGA
TGTACCACATGAAGGAGGACGGCTGGGTGAAAGTGGAAAGTACAGACGTCAGTGACCTGA
TGTACCACATGAAGGAGGACGGCTGGGTGAAAGTGGAAAGTACAGACGTCAGTGACCTGA
TGTACCACATGAAGGAGGACGGCTGGGTGAAAGTGGAAAGTACAGACGTCAGTGACCTGA
TGTACCACATGAAGGAGGACGGCTGGGTGAAAGTGGAAAGTACAGACGTCAGTGACCTGA
TGTACCACATGAAGGAGGACGGCTGGGTGAAAGTGGAAAGTACAGACGTCAGTGACCTGA
TGTACCACATGAAGGAGGACGGCTGGGTGAAAGTGGAAAGTACAGACGTCAGTGACCTGA
TGTACCACATGAAGGAGGACGGCTGGGTGAAAGTGGAAAGTACAGACGTCAGTGACCTGA
TGTACCACATGAAGGAGGACGGCTGGGTGAAAGTGGAAAGTACAGACGTCAGTGACCTGA

Ak Ak khkhhkhhkhkhhhkhhkrhhkhkhhkrhkhkhhhkhhkrhhkhkhhkrhkhkhkhhkhkkhkrhkkrhkhkrhkkhkhkxkxx

GAAGCCTGGCTGACTCAGGGACC
GAAGCCTGGCTGACTCAGGGACC
GAAGCCTGGCTGACTCAGGGACC
GAAGCCTGGCTGACTCAGGGACC
GAAGCCTGGCTGACTCAGGGACC
GAAGCCTGGCTGACTCAGGGACC
GAAGCCTGGCTGACTCAGGGACC
GAAGCCTGGCTGACTCAGGGACC
GAAGCCTGGCTGACTCAGGGACC
GAAGCCTGGCTGACTCAGGGACC
GAAGCCTGGCTGACTCAGGGACC
GAAGCCTGGCTGACTCAGGGACC
GAAGCCTGGCTGACTCAGGGACC
GAAGCCTGGCTGACTCAGGGACC
GAAGCCTGGCTGACTCAGGGACC
GAAGCCTGGCTGACTCAGGGACC
GAAGCCTGGCTGACTCAGGGACC

Ak rhkkhkhkkhkrkkhkhkhkhkxkkxkkx

*Mavi bolgeler mtronlarl kirmizilar ekzonlarl yesil renkh bolgeler heter021got bolgeleri, giri renkle 1$aret11

niikleotidler ileri primerleri ve sar1 renkli olanlar geri primerler bolgelerini gostermektedir.
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