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1. OZET

Bu ¢alisma, Tiirkiye yerli koyun irklarindan Sakiz, Akkaraman ve Ivesi'lerde
prolaktin reseptdor (PRLR) geninin polimorfizmlerinin incelenmesi amaciyla
yapilmistir. Arastirmada, her irktan 50 bas olmak iizere toplam 150 bas koyundan
alman kan Ornekleri kullanilmistir. Kan ornekleri fenol-kloroform ekstraksiyon
yontemi ile DNA izolasyonunu takiben, orneklere dort primer ¢ifti kullanilarak
polimeraz zincir reaksiyonu (PCR: Polymerase Chain Reaction) gerceklestirilmistir.
Sonrasinda, DNA dizi analizi primer A (intron 1) i¢in 100, primer 3 (ekzon 10) i¢gin
ise 100 ornek olmak tizere toplam 200 Ornege uygulanmistir. Primer A i¢in
orneklerin tamaminda 6 farkli haplotip belirlenmis olup, Akkaraman ki i¢in en
fazla haplotip 2 gdzlenirken, Ivesi 1rk1 i¢in en fazla haplotip 4 belirlenmistir. Sakiz
k1 i¢in ise en fazla gdzlenen haplotip 6 olmustur. Primer 3 i¢in ise referans dizi
hari¢ 7 farkli haplotip tespit edilmistir. Bu haplotiplerden; Sakiz irki i¢in en ¢ok
haplotip 5, Akkaraman ve Ivesi Irklar1 i¢in en cok haplotip 3 bulunmustur.
Akkaraman ve Ivesi irkinda ise haplotip 4-8 saptanmamustir. Primer 3 icin tespit
edilen varyasyonlar; A14T Giln --> Leu; G160A Asp -->Asn; G166A Glu-->Lys;
A167T Glu-->Val; A176T His--> Leu; G206A Ser --> Asn ; G208A Gly-->Arg;
amino asit degisimine yol acarken; A2T, A81G, A138G, C186T, T207C ise herhangi
bir amino asit degisimi yapmamistir.

Sonug olarak, bu arastirmada Sakiz, Akkaraman ve Ivesi ki koyunlarda
PRLR geninin primer A ve primer 3 i¢in hem wklar arasi hem de wk i¢inde
polimorfik oldugu ortaya konulmustur. Ozellikle tespit edilen haplotipler

bakimmdan hem primer A hem de primer 3 i¢in Akkaraman ve Ivesi rkinin



birbirlerine benzedigi, Sakiz wkinm ise daha farkli bir varyasyona sahip oldugu
gozlenmistir.

Anahtar Kelimeler: Koyun, PRLR, Prolaktin reseptor geni, polimorfizm



2. ABSTRACT
Prolactin Receptor (PRLR) Gene Polymorphism in Chios, Akkaraman and

Awassi Sheep Breeds

The objective of the present study was to determine the polymorphism in
prolactine receptor (PRLR) gene in Chios, Akkaraman and Awassi which are
native sheep breeds in Turkey. Fifty blood samples for each of Chios,
Akkaraman, and Awassi ewes, with a total of 150 samples were used. Following
the DNA isolation by phenol-chloroform extraction method PRLR gene was
amplified by polymerase chain reaction (PCR) by using four primer pair. Then, a
total of 200 amplicons (100 for primer A (intron 1) and 100 for primer 3 (exon 10)
were subjected to DNA sequence analysis. For primer A, 6 different haplotypes
were determined. The most common haplotypes were haplotype 2 for Akkaraman,
and haplotype 4 for Awassi. The most common haplotype determined in Chios breed
was haplotype 6. For Primer 3, 7 different haplotypes (except for reference
haplotype) were obtained. The most common haplotype was haplotype 5 for Chios
breed and haplotype 3 for Akkaraman and Awassi. Haplotype 4-8 were not detected
in either Akkaraman and Awassi breeds. Variations determined for primer 3 which
were A14T Gin --> Leu; G160A Asp -->Asn; G166A Glu-->Lys; Al67T Glu--
>Val; A176T His--> Leu; G206A Ser --> Asn ; G208A Gly-->Arg led to changes
in amino acids, but no changes for amino acid in A2T, A81G, A138G, CI186T,
T207C was determined.

As a result, both inbreed and interbreed variations for PRLR gene
polymorphisms were found in Chios, Akkaraman, and Awassi ewes as detected

by primer A and primer 3. It was particularly noted that Akkaraman and Awassi



were similar to each other in terms of both primer A and primer 3 haplotypes

whereas Chios breed had a different variation.

Keywords: Ewe, PRLR, Prolactin receptor gene, polymorphism



3. GIRIS

Bir¢ok iilkede oldugu gibi Tiirkiye’de de koyun yetistiriciligi 6nemli bir
ekonomik faaliyettir. Tiirkiye, 24.504.000 bas yerli, 971.000 bas Merinos ki olmak
iizere toplam 25.475.000 bas koyun varligi ile Diinya siralamasinda sekizincidir.
Ayrica, yillik 782.587 ton siit liretimi ile Tiirkiye'deki toplam siit iiretiminin %
6.35'in1 koyun siitii olugturmaktadir. Bunun yanida, koyun yetistiriciligi yillik
kesilen 6.456.552 bas koyundan elde edilen 118.075 ton koyun eti, yaklasik
altibucuk milyon adet deri ve 46.774 ton yapag iiretimi ile 6nemli bir yere sahiptir
(4).

Tiirkiye'de koyunculuk daha cok ekstansif 6zellik gostermekte ve koyun
populasyonunun yaklasik % 96’sm1 verimleri diisiik yerli koyunlar, % 47ini
merinos ve melezleri olusturmaktadir (4). Verimleri diisiik yerli koyun iklarinin
verimlerinin artirilmas1 ancak hayvanlarin genetik yapilarmin ve verimlerini
etkileyen ¢evre faktorlerinin iyilestirilmesiyle miimkiin olabilmektedir. Bu nedenle
ciftlik hayvanlarinda ekonomik degeri olan verim ozelliklerinde basarili 1slah
calismalarinin yapilabilmesi i¢in bu hayvanlarin genetik yapilariin iyi bilinmesi
gerekmektedir (15). Hayvanlarin genetik yapilarmin iyilestirilmesi i¢in yapilacak
olan 1slah ¢aligmalarinda basar1 damizliga istenilen sayida hayvan ayrilabilmesine ve
damizliga ayrilan hayvanlar arasinda istenilen verim yoniindeki {istiin nitelikli
hayvanlarin oranmin arttirilmasina baghdir. Bu durum, o siiride ya da
populasyondaki hayvanlarm dol veriminin yiiksek olmasiyla ve bir doguma diisen
yavru sayisinin fazla olmasiyla saglanabilmektedir. D6l veriminin yiiksek olmasi

ayrica besiye alinacak kuzu sayisini artirdigi gibi seleksiyonda ¢ok onemli bir yeri



olan seleksiyon yogunlugunun da artirilmasina imkén verebilmektedir. Boylece
yiiksek diizeyde dol verimi seleksiyona tabi tutulan Ozelliklere ait genetik
ilerlemenin daha yiiksek diizeyde gerceklesmesine katkida bulunmaktadir (1).

Ciftlik hayvanlarinda ekonomik 6zellikli verimler kiigiik etkili cok sayida gen
tarafindan belirlenmektedir. Bu verimler kantitatif bir 6zellik tagimaktadir. Dol
verimi i¢in de bu durum aynen gecerlidir. Ancak dol veriminin fenotipik dagilimi
kalitatif 6zelliklere benzer ve kesiklidir (68). Esikli karakterler olarak da ifade edilen
buna benzer Ozellikler, c¢evre faktorlerinden c¢ok daha yiiksek diizeyde
etkilenmektedirler. Bu ylizden damizlik se¢iminde duyarhilik oldukca diisiik
olmaktadir. Bunun sonucunda genetik ilerleme yavas gerceklesmektedir. Bu
olumsuzlukla birlikte, d61 verimini kapsayan seleksiyon uygulamalarinda bu 6zellik
cogunlukla diger verimlerle birlikte ele alinarak yillik yaklasik % 1-2’lik genetik
ilerleme s6z konusu olabilmektedir (13).

Genetik iyilestirmenin saglanabilmesinin temel dayanagi genetik varyasyondur.
Populasyonlarin verim kabiliyetlerinin istenilen yonde gelistirilebilmesine iliskin
ayrmtilar segilecek yontemlere 1sik tutmaktadir. Bu konuda baslica; (a) Irklar arasi
genetik varyasyonu kullanmak, (b) Irklar i¢i genetik varyasyonu kullanmak, (c) Major
genlerden yararlanmak, seklinde farkli yaklasimlardan s6z etmek miimkiindiir (42).
Yukarida ifade edilen ii¢ yaklasimdan ilk ikisi diinyada ¢ok uzun yillardir hayvan
yetistiriciligi ve 1slahinda yogun bir sekilde kullanilmaktadir.

Evcil hayvanlarin verim 6zellikleri poligenik olmakla birlikte kimi major gen
etkilerinin de (poligenler + major gen) s6z konusu olduguna iliskin bilgiler ilgi
cekici boyutlara ulagsmistir (41,42). Hayvan yetistiriciliginde verim 6zellikleri i¢in
"major genler" olarak isimlendirilen biiylik etkili genlerin tespiti ve seleksiyon

uygulamalarinda kullanimiyla genetik ilerleme oraninin artirilmasi miimkiin



olabilmektedir. Bu baglamda biiylik bir potansiyelin varligindan s6z etmek
miimkiind{ir.

Major genler, bir ¢ift alel tarafindan determine edilmekte ve basit Mendel
kalitim oOzellikler1 gostermektedir (17). Major genler, diger genetik iyilestirme
yontemlerine nazaran daha bilingli bir sekilde ve daha kolay ve hizli bir genetik
ilerleme saglanmasma imkan tanimaktadir. Ozellikle ciftlik hayvanlarinda ticari
karakterler lizerinde biiylik etkiye sahip birka¢ major gen belirlenmistir. Bunlara
koyunda ovulasyon oranini etkileyen Booroola (FecB), et verimini etkileyen
callipyge, sigirda et verimini etkileyen double muscling ve siit verimini etkileyen
weaver genleri, tavuklarda 1siya toleransi etkileyen c¢iplak boyun ve viicut
biiyiikligiinii etkileyen clicelik genleri, kecide siit akis oranini etkileyen gen ve
domuzdaki et iiretimi kalitesini etkileyen halothane senmsitivity ve et kalitesini
etkileyen RN (Rendement Napole) genleri belli basli 6rnekler olarak verilebilir
(18).

Koyunlarda major genlere iligkin calismalarda agirligi dél verimine iliskin
genler olusturmaktadir. D61 verimine iliskin major genlerin belirlenmesi ve genotip
ayrimlar1 kizginliktan sonraki yedinci giinde ovaryumlardaki korpus luteumlarin
laparoskopi vasitasiyla sayilmasi sonucu yapilmaktadir. Bu genler etkilerini her bir
kizgmlik dongiisiinde ovulasyon oranini ve buna bagh olarak dogumdaki yavru
sayisini artirarak gostermektedirler (18).

Major genlerin ovulasyon orami iizerine etkilerini, follikiiler gelisim
mekanizmalar: sirasinda gosterdigi diisliniilse de bu etki mekanizmalar1 tam olarak
aciklanamamustir (49). Follikiiliin olgunlasmasi ile granuloza hiicreleri tarafindan
LH (Luteinizan Hormon) ve Prolaktin i¢in plazma membran reseptorlerine

gereksinim duyulmaktadir (2). Ancak, burada sorulmasi gereken temel sorular



sunlardir: Ovaryumlardaki follikiillerin ¢ikisin1 kontrol eden sinyaller hangileridir?
Ovulator follikiiller nasil segilir? Follikiiler dominanslik nasil saglanir? Genetik
calismalar bu sorular1 hedef almistir ve bu anlamda en yogun olarak incelenen dol
verimi geni BMPR-IB olmustur (18,49).

Booroola (BMPR-IB) geninin tanimlanmasidan sonra diger irklarda da ¢oklu
doguma neden olan genlerin arastirilmasi hiz kazanmis ve Booroola disimda dol
verimi lzerinde biiylik etkiye sahip major genler bazi koyun wklarinda da
saptanmistir (23,57). Bu wklar ve alellerin isimleri su sekildedir, Merinos, Garole ve
Javanese wkinda BMPR-IB geni (6.kromozom), FecB” aleli, Romney rkinda BMP-
15 geni, FecX' aleli ve FecX” aleli, Belclare wrkinda BMP-15 geni (X kromozomu),
FecX® aleli, Cambridge ve Belclare wkinda BMP-15 geni, FecX® aleli ve yiiksek
fertilite (GDF9) geni (5. kromozom), FecG" aleli, Coopworth rkinda FecX2" aleli,
Lacaune rkinda FecL" aleli (11. kromozom), Icelandic wrkinda Fecl’ aleli, olarak
siralanabilir (57).

Bunlara ilaveten Cambridge ve Belclare irkinda heterozigotlarda ovulasyon
oranin1 artran ve homozigotlarda infertiliteye yol acan GDF9 (Growth

Difterentiation Factor 9) geni ( X kromozomunda) bulunmustur (35).

Koyun yetistiriciliginde dol verimi performansi ve 6zellikle bir batinda dogan
kuzu sayist verimlilik agisindan ¢ok biiyiik bir 6neme sahiptir. Ancak, koyunlarda
bir batinda dogan kuzu sayismnin kalitim derecesinin diisiik (0.00-0.40), bu 6zelligin
yalnizca tek cinsiyette ifade ediliyor olmasi ve bu 6zelligin degerinin hayvanin cinsel
olgunluk yasmna wulasmasmna kadar tespit edilemiyor olmasi seleksiyon

uygulamalarmda biiyiik zorluklar olusturmaktadir (1,44).

Yaklasik son 30 wyillik siirecte molekiiler biyolojinin gelisimi, ¢iftlik

hayvanlarmin seleksiyonu ve genetik ilerlemesi i¢in umut verici yeni yaklasimlar
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getirmistir. Farkli genotiplere ait DNA’daki polimorfizmi ortaya koyan DNA
markerleri; bireysel tanimlama, ebeveyn tayini ve genetik hastaliklarm kontroliinde
yaygm bir uygulama alan1 bulmustur. DNA markerlerinin asil kullanim alanlar
kalitim derecesi diisiik, Ol¢iilmesi zor ya da pahali, tek cinsiyette gozlenebilen, ileri
yaglarda ya da kesim sonrasi Olgiilebilen Ozellikleri kapsayan Marker Destekli
Seleksiyon (Marker Assisted Selection, MAS) uygulamalar1 i¢in s6z konusu
olabilmektedir  (44,45,48). Molekiiler tekniklerin  kullanilmasiyla  birlikte
yetistiricilikte kullanilmakta olan klasik 1slah metotlarmm yukarida ifade edilen bazi

sinirlamalarinin oniine gegilebilecegi umut edilmektedir (47).

Koyun populasyonlarinda 1980 yilindan itibaren yapilan calismalar, genom
analizleri iizerine yogunlagmis, major genlerin kalitim 6zellikleri incelenmis ve bu
gibi caligmalar sonucunda major genlerin dol verimi performansini 6nemli 6lgiide
artirma potansiyelinin oldugu bildirilmistir (57).

Ciftlik hayvanlarinda gen diizeyinde dol verimini artrmaya ve ¢oklu dogum
ozelligi ile iliskili olabilecek genleri incelemeye yonelik ¢alismalar hiz kazanmastir.
Bu amacla, 6zellikle domuzlarda yogunlasan ¢alismalara son yillarda diger ¢iftlik
hayvanlar1 da eklenmistir. Bunlardan oncelikli olarak koyunlarda Booroola (FecB)
genotipinin ¢oklu dogumla iligkilerini inceleyen calismalar 6ne ¢ikmistir. Coklu
dogum 6zelligi, dol verimi ve diger verim 6zellikleri ile heniiz bazilar1 aday gen (dol
verimine etkisinin varlig1 heniiz kesinlesmemis) diizeyinde bazilar1 ise etkisi daha
acik olarak ortaya konulmus olan bir¢ok geni kapsayan bilimsel arastirmalar biitiin
hiziyla siirdiiriilmektedir. Bu kapsamda arastirma konusu olan genler baslica;
BMPR-IB (Booroola, FecB), BMP-15 (Inverdale, Hana genotipleri), GDF-9

(Growth Differentiation Factor-9), ESR-1 (Estrogen Receptor-1), ESR-2 (Estrogen



Receptor-2), INHBA (Inhibin Beta A), FSH-f (Follicle-Stimulating Hormone),
MTNRI1A (Melatonin) ve PRLR (Prolaktin Reseptor) genleridir.
3.1. Genel Bilgiler
3.1.1. Prolaktin (PRL)

Prolaktin bir¢ok farkli endokrin aktiviteyi kapsayan 6n hipofiz bezi peptid
hormunudur ve reprodiiktif performans i¢in gereklidir. Bu faaliyetini reseptorleri

araciligiyla yapar (12).

3.1.1.1. Prolaktinin Molekiiler Biyolojisi ve Fonksiyonu
3.1.1.1.1. Prolaktin Sekresyonu, Geni ve Yapisi

Prolaktin, en c¢cok 6n hipofiz bezinin laktotrofik hiicreleri vasitasiyla
salgilanir ve sentezlenir. On hipofiz bezine ilaveten, PRL geninin beyinin ¢esitli
bolgeleri, ovaryum, plasenta, uterus, desidua, miyometriyum, gézyasi bezleri,
timus, dalak, lenfositler ve kemik iliginin lenfoid hiicreleri, meme epitel
hiicreleri ve tiimorler, deri fibroblastlari ve ter bezlerindeki ifadesi
dogrulanmistir. Bu sayede PRL, seruma ilaveten serebrospinal sivi, amniyotik
s1v1, gdzyasi, siit, folikiiler s1vi ve ter gibi ¢esitli sivi kisimlarinda ifade edilebilir.
Prolaktinin memelilerde dogum sonras: laktasyonun baglamasi ve siirdiiriilmesinden
baslica sorumlu hormon olmasinin yani sira, 300'den fazla biyolojik aktivitesi
bulunmaktadir. Prolaktin reseptorii, PRLR geni tarafindan kodlanir, ayni sekans
bolgelerini iceren biiylime hormonu/prolaktin reseptér gen ailesinin {yesidir
(12,16,32,72). 1lk olarak, PRL 1969 yilinda tanimlanmis ve koyun PRL geninin
amino asit dizisi belirlenmistir. 1970 yilindan sonra yasanan hizli gelismeler ve
klonlama teknolojisi ile birgok tiiriin PRL cDNA "sinin niikleotid dizisi belirlenmistir

(12, 40).
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3.1.1.1.2. Prolaktin izoformlar

23 kDa’'luk PRL, 6n hipofiz bezinde bulunan en biiyiik protein olmasima
ragmen, bircok memelide varyantlar1 saptanmistir. Transkripsiyondan sonra, PRL
geninin onciil mRNAlar1 alternatif splays (secici kesilme) olusumuna katilabilirler
ve farkli biiytlikliiklerde proteinler ve DNA dizisi lretebilirler (40). Alternatif splays
mekanizmasini destekleyici bir kanit olarak 6n hipofiz bezinde 137 amino asitlik
(aa) prolaktin varyant1 saptanmistir. Ancak alternatif splays mekanizmasi prolaktin
varyantlarinin temel kaynagi degildir (28). Alternatif splays’a ilaveten proteolitik
ayrilma da PRL varyantlarinin olusumuna yol acabilir ve 14, 16 ve 22 kDa’'luk PRL
formlar1  olusabilir. Dahasi, amino asit zincirindeki post-translasyonal
modifikasyonlar bir¢ok izoformlarin olugsmasma yol acabilir ki bunlar
polimerizasyon, fosforilasyon, glikosilasyon, siilfasyon ve deamidasyonu igerir. Bu
bantlarin molekiiler agirhig1 24 ve 27 kDa arasinda bulunmustur. Bunlar sirasiyla
non-glikozile ve glikozile PRL izoformlarina karsilik gelmektedir. Bu farkli izoform
oranlar1 embriyonun gelisim asamas1 ve yetiskinlerin fizyolojik durumlariyla

degisiklik gostermistir ve total PLR seviyesi ile iligkilidir (40,66).

3.1.1.1.3. Prolaktinin Biyolojik Fonksiyonlar

Prolaktin Oncelikle, tavsanda meme bezlerinin gelisimini ve laktasyonu
stimiile etme aktivitesiyle dikkat c¢ekmistir. Daha sonra cesitli omurgalilarda
birtakim ilave aktiviteler bu hormonun etkisine baglanmistir. Baz1 arastirmacilar bu
biyolojik fonksiyonlari; su ve elektrolit dengesi, biiyiime ve gelisme, endokrinoloji
ve metabolizma, beyin ve davranig, lireme, immonuregiilasyon ve koruma olarak

kategorize etmiglerdir (21,28).
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Prolaktin ayrica, meme epiteli, pankreatik beta hiicreleri, adipositler ve T-

lenfositleri gibi farkl: hiicre tiplerinin proliferasyonunu diizenler (40).

3.1.2. Prolaktin Reseptorii (PRLR)
3.1.2.1. Prolaktin Reseptor Yapisi

Prolaktin reseptorii, tek membran-baglayici proteindir ve smnif 1 sitokin
reseptOr Ust ailesi iiyesidir. Prolaktin ve biiylime hormonu reseptorleri ¢ok az
homoloji (% 30) gostermelerine karsin, birgok ortak yapisal ve fonksiyonel 6zellik
sergilerler.

Ratlarda, ti¢ PRLR izoformu saptanmustir. Bunlar; kisa (291 aa), orta (393 aa)
ve uzun (591 aa) formlardir. Farede bir uzun ve {i¢ kisa izoform saptanmistir, kisa
form sadece sitoplazmik ucun C-ucunda az sayida amino asit farklilig
gostermektedir.

Cogu tiirde, PRLR min bir¢ok izoformu saptanmustir.

Reseptoriin ;

— Uzun (long-PRLR, I-PRLR, 85-90 kDa),

— Orta

— Kisa  (short-PRLR,  s-PRLR)  formlari,  alternatif  splays’dan

kaynaklanmaktadir.

Prolaktin reseptor geninin transkripsiyonel regiilasyonu ii¢ farkli organ-
spesifik promotor bolgesi tarafindan diizenlenmektedir. Promotor 1, gonadlar i¢in
spesifiktir, Promotor II, karaciger icin ve Promotor IIl ise geneldir yani hem
gonadlar hem de nongonadal dokularda mevcuttur. Farkli dokularda ¢ok sayida

PRLR izoformlar1 tanimlanmistir. Bu izoformlar, farkli PRLR promotorlarmnin
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alternatif baslangi¢ alanlarinda transkripsiyonun baslangicindan, kodlanan ve
kodlanmayan ekzon transkriptlerinin alternatif splaysindan sorumludur. Bu
izoformlar yapi1 ve uzunluklar1 bakimmdan degisiklik gdstermelerine karsin
sitoplazmik alanlar1 ve ekstraseliiler alanlar1 aynidir (28).

PRLR, 3 alandan ibarettir;

— Ekstraseliiler alan (ECD- extracellular domain),

— Transmembran alan (TMD- transmembrane domain)

— Intraseliiler alan (ICD- intracellular domain) (11).

Ayrica, ekstraseliiller alanda (ECD) c¢ozilebilir form da tanmmlanmistir.
Membran-baglayic1 PRLR ilaveten bu ¢oziilebilir izoformun (PRL baglayici protein
ya da PRLbp) mRNA'nm alternatif splays sonucu mu meydana geldigi yoksa
membran baglayict PRLR nin proteolitik olaylar1 sonucunda m1 meydana geldigi
bilinmemektedir. Ancak her durumda, izoform yapisi ne olursa olsun, ekstraseliiler

baglanma alan1 aynidir (28).

3.1.2.1.1. Ekstraseliiler Alan (ECD)

Sitokin reseptorleri arasindaki sekans benzerliklerinin ¢ogu ekstraseliiler
alanlar1 i¢inde bulunur. Genellikle bu alan yaklasik 200 aa’lik bir alandan olusur ve
sitokin reseptdor homoloji (CRH) bdlgesi olarak gosterili. Bu CRH bolgeleri
yaklagik 100 aa’lik iki alt alana ayrilabilir. Bu alanlar D1 ve D2 olarak isimlendirilir
ve herbiri fibronektin tip I1I (glikoprotein) modiiliinde benzerlikler gosterir (12).

Baz1 sitokin reseptorleri ilave bilgiler icermesine ragmen, ligand
interaksiyonlarin1 6ncelikli olarak korunmus fibronektin benzeri bilgi alanlar1

vasitastyla siirdiiriiyor goriinmektedir. Ratlarda ve insanlarda, izofom yapis1 (Sekil
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1) ne olursa olsun PRLR ekstraseliiler alam1 210 amino asitlik terminal rezidiiyii

ithtiva etmektedir (12).

Membran PRLR Cdzlnebilir
Iy |
zZun Orta Kisa PRLbp
1 1 1 1

235 Y Y Y
261 ¥
Y
Y Y
............... 291
323 ¥
Y
Y
v 393
s20 BV == WS motif
" =3 Box 1
-Y tyrosine
591

Sekil 1. PRLR soluble (insan) ve membran (rat) izoformlarinin sematik gdsterimi (12)

Ekstraseliiler alan sitokin reseptdriinde iki yap1 bulunmaktadir (Sekil 1). IIki
N'-ucunda, alt-alan D1 de iki ¢ift disiilfid-bagl sisteinler (Cys51-Cys62; hPRLR );
ikincisi C'-ucunda, alt-alan D2'nin proksimal-membran bdlgesinde bulunan "WS
motif" olarak adlandirilan (Trp-Ser-herhangi bir aa-Trp-Ser) pentapeptid’dir.
Bunlarin PRLR ne baglanma ve PRL vasitasiyla aktivasyonun gerceklesmesinde

fonksiyonlar1 vardir (12).

3.1.2.1.2. Transmembran Alan (TMD)
Biitiin sitokin reseptorleri gibi, PRLR de tek-gecis transmembran zincirine
sahiptir. Transmembran alan 24 aa uzunlugundadir (rat PRLR’de 211-234 aa).

Reseptoriin fonksiyonel aktivitesinde bu bdlgenin baglantist bilinmemektedir (12).
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3.1.2.1.3. intraseliiler (Sitoplazmik) Alan (ICD)

Sitokin reseptdriiniin, sitoplazmik alani ekstraseliiler alana gore ¢ok daha
sinirli sekans homolojisi gostermektedir. Bu bdlgede Boxl ve Box2 olarak
adlandirilan nispeten korunmus 2 bolge bulunur. Box1 prolinden oldukga zengin 8

aa’den olugmus proksimal membran bolgesidir ve hidrofobik yap1 gosterir (Sekil 1,

Sekil 2) (12).

fatananinngt
R

'| Box 1 { membrane proximal

® |

J Dileueine :

nn 323-510

C-terminal :

B

Phesphotyrosing

Sekil 2. Uzun PRLR sitoplazmik alaninin yapi-fonksiyon iligkisi (12)

Box1 alani iginde prolin rezidiilerinin belirli yapisal 6zelliklerinden dolay1
korunan P-x-P (x: her hangi bir aa) motifinin, transfer edilen molekiilleri baglayan
belirli alanlar1 igerdigi varsayilmaktadir. Varsayilan ikinci bolge Box2 dir. Bu bolge
Box1’e gore ¢cok daha az korunmus bir bolgedir ve sirasiyla hidrofobik, negatif
yiikli (polar/asidik), daha sonra pozitif yiiklii (polar/bazik) alanlardan ibarettir (288-

298 aa) (12).
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Box1 biitiin PRLR membran izoformlarinda korunurken, Box 2 kisa izoform
yapisinda bulunmaz. Yapilan son calismalar, kisa PRLR nin sitoplazmik alan
reseptOr internalizasyonu, yani hiicrenin reseptorii i¢ine almasi i¢in iki motifin
gerekli oldugunu gostermistir. Bunlardan ilki dileucine motifidir (259-260 aa),
ikincisi tetrapeptid'dir (276-279 aa). ilging bir sekilde uzun PRLR izoformu, kisa

olana gore daha az internalizasyon etkinligine sahiptir (12).

3.1.2.2. Prolaktin Reseptoriiniin Baglanmasi ve Reseptor Aktivasyon

WS motif ve iki ¢ift sisteini igeren sitokin reseptor ekstraseliiler alaninin bazi
ozelliklerini hedef alan iki mutasyonal ¢aligma uygulanmistir. Biiyiime hormonunda
uygulanan benzer ¢alismalarla uyumlu olarak, bu sisteinlerden herhangi birindeki
mutasyon, reseptOriin yapisal ve fonksiyonel Ozelliklerinin etkilenmesine yol
acmustir. Sisteinleri baglayan disiilfid kopriileri muhtemelen baglanma alanlarini
icermektedir (Sekil 1, Sekil 3).

Hem biliytime hormon reseptér’ii (GHR) hem de PRLR’'de WS motifinin
yapisal Ozellikleri acikca belirlenmesine karsm, WS motifi baglayict araylizden
uzakta yerlesim gostermektedir. Bu bolgede olusan mutasyon, baglanma affinitesine
zarar verir. Gergekten de c¢esitli sitokin reseptorleri iizerine yapilan ¢aligmalar, WS
motifinin baglanmasindan ziyade, dogru baglanma ve hiicresel bilgi akisi icin

gerekli oldugunu gostermektedir.
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FRL

2
G Q- & p — &b
! V7 A

FRLR Inaktif Alctif

Sekil 3. Prolaktin Reseptdr (PRLR) aktivasyonu [Prolaktin Reseptérii (PRLR), Prolaktin (PRL)-
baslatict dimerizasyonu vasitasiyla aktive olur. Ilk énce, hormon (H) reseptoriin baglanma alani-1
vasitasiyla reseptor (R) ile etkilesime gecer ve inaktif H;:R; kompleksini olusturur. Daha sonra
hormon, baglanma alani-2 ile ikinci reseptdriine baglanir, bu da reseptoér dimerizasyonunu ve aktif
H1:R2 kompleksini olusturur.] (12)

Sitokin reseptorlerinde korunan bu Ozelliklere ilaveten ayrica, PRLR
baglayicilarmin, PRLR'ne ait iki triptofan1 (Trp 72 ve Trp 139) igerdigi ileri
siriilmiistir.  Bu hipotez, hGH — hGHbp ve hGH — hPRLbp iki homolog
kompleksin, 3D yapisiyla dogrulanmistir. Bu iki triptofanin, PRL/GH ailesinde
ligand-reseptor interaksiyonunun spesifik 6zelliklerini gosterdigi ileri siiriilmiistiir.
Bu PRL reseptorleri memelilerin farkli dokularinda ¢ok genis olarak dagilmistir ve
gen ekspresyon seviyesine ilaveten izoform tipleri de fizyolojik duruma gore
degismektedir. Ornegin ratlarda, hem kisa hem de uzun PRLR transkripsiyonu 16
farkli dokuda belirgin sekilde goriilmektedir. Buna karsin uzun form 14 farkh
dokuda ifade edilmektedir. Dahasi, PRLR kisa form mRNA seviyesi, didstrustaki
hayvanlarla karsilastirildiginda, prodstrustaki hayvanlarin karacigerinde yaklasik
olarak iki kat daha fazladir ve ovaryum ile uterusta uzun form ekspresyonu,

prodstrustaki hayvanlarda didstrustakilere gore daha yiiksektir (12).
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3.1.2.3. PRLR’niin Viicutta Dagilimm

Prolaktin baglanma alanlar1 ya da reseptdrleri bir¢cok hiicre ve dokuda tespit
edilmistir. Reseptor kisa ve uzun formlarmnin ekspresyonlari, dstrus siklusu, gebelik
ve laktasyon asamalarina bagli olarak degisiklik gostermektedir. Omurgalilarda

prolaktin reseptorleri ya da baglanma alanlar1 oldukga genis dagilima sahiptir (12).

3.1.3. Prolaktin Reseptor Sinyal fletim Yolu
3.1.3.1. JAK-STAT iletim Yolu

Protein kinazlar, sinyal iletimi sirasinda protein
fosforilasyonunu/aktivasyonunu saglarlar. Protein kinazlar membran yerlesimli
olanlar ve sitoplazmik tirozin kinazlar olarak iki ana gruba ayrilirlar.

Jasus Family Kinase'lar (JAK), sitoplazmik protein kinazlar arasinda yer
almaktadir. Dinlenme halindeki hiicrelerde bu proteinler sitoplazmada inaktif halde
bulunurlar. Biiyiime faktorleri veya sitokinlerle hiicrenin uyarilmasindan sonra aktif
hale gelen bu proteinler, sitoplazmadaki veya nukleustaki hedeflerine yonelirler
(24).

JAK/STAT yolu, protein tirozin kinazlarla transkripsiyon faktorlerinin daha
hizli etkilesimini saglayan iletim yoludur. Burada reseptoriin fosforilasyonu
dogrudan transkripsiyon faktoriiniin yerlesimini ve fonksiyonunu etkiler. Bu islemde
anahtar proteinler STAT proteinleridir. STAT lar SH2 alanlar1 olan transkripsiyon
faktor ailesidir. Uyarilmamis hiicrede sitoplazmada inaktiftirler. Sitokin reseptorleri
uyarilinca bunlar SH2 alanindan reseptore baglanir. Takiben, reseptér olmayan JAK

ailesinden proteinler STAT larin fosforilasyonunu saglar. Fosforilasyon bunlarin
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dimerlesmesine yol acar ve nukleusa girerek orada hedef genlerin transkripsiyonunu

baslatir (12).

JAK Ailesi: PRLR min sitoplazmik son ucu, izoform yapist ne olursa olsun,
kinaz aktivitesini i¢eren enzimatik aktivite i¢in herhangi bir sekansdan yoksundur.
Bu durum su ana kadar biitiin sitokin reseptorleri i¢in dogrulanmistir. 1990 larin
basinda, yeni bir protein kinaz ailesi tanimlanmistir. Bunlara, iki kinaz benzeri
ailenin varligina dayanarak Janus Kinaz yani JAK denilmistir (12).

JAK ailesinin dort {iyesi bulunmaktadir. Bunlar; JAKI, JAK2, JAK3,
Tyk2’dir. Biitiin sitokin reseptorleri hiicre i¢ine hormon sinyallerinin aktariminda
JAK lardan birini ya da bunlarin kombinasyonunu kullanmaktadir.

PRLR-JAK2 interaksiyonu, PRLR sitoplazmik alaninin (ICD) proksimal-

243 244 246 247
L PV

2

membran bolgesini olusturur. Bu bdlge, prolin rezidiilerinden (I
P>, G**, P* rat PRLR) oldukga zengin olan Box1 olarak gosterilen alani igerir
(Sekil 1) (12).

Ayrica, P-x-P motifi seklinde kisaltilan ikinci prolinin izomerizasyonunun,
reseptor aktivasyonunda "agma/kapama" diigmesi seklinde bir regiilasyon sistemini

sagladig1 diistiniilmektedir (12).

STAT (Signal Transducer and Activator of Transcription) Proteinleri: STAT
yaklagik 90-100 kDa’luk sitoplazmik protein ailesindendir ve sitokin reseptor
sinyallerindeki iligkisi son dort yil iginde belirlenmistir. STAT gen ailesinin sekiz
iiyesi bulunmaktadir. Bunlar, STATI (a ve B), STAT2, STAT3, STAT4, STATS5a,

STATG (ya da IL-4 STAT) ve dSTAT dir (24).
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Sitokin aracilt STAT aktivasyonunun asamalar1 su sekilde siralanmaktadir:
Sitokin, hiicre ylizeyindeki reseptOriine baglanir. Daha sonra, oligomerizasyon
gergeklesir. Bu oligomerizasyon, reseptor ile iliskili olan JAK proteinlerini ¢apraz
fosforilasyon ile aktive eder. Bu bdlgeler sitoplazmadaki inaktif STAT proteinlerinin
reseptor ile etkilesmesine imkan saglar. STAT proteinleri daha sonra homodimer ya
da heterodimer olusturmak tizere reseptorlerden ayrilarak hiicre ¢ekirdegine gelirler
ve DNA iizerinde 0zgilil cevap elemam dizileri ile etkileserek hedef genlerin
transkripsiyonunu uyarirlar (Sekil 4) (24).

STAT proteinlerinin yapisinda yer alan bdlgelerin islevleri sdyledir:

1. Oligomerizasyon bdlgesi: Diger proteinler ile etkilesir, STAT tetrameri

olusumunu saglar.

2. DNA baglanma bdlgesi: DNA ya 6zgii baglanmadan sorumludur, ligand

uyarisina kars1 0zgiil sinyal olusumunu saglar.

3. SH2  bolgesi:  STAT-reseptor, STAT-JAK ve  STAT-STAT

etkilesimlerinden sorumludur.

4. C'-terminal ucu: Transkripsiyonel aktivitenin 6zgiinliigii ve kontroliinden

sorumludur.

5. Tirozin aminoasiti: N'-ucundan yaklagik 700 aminoasit uzakliktadir. Tirozin

fosforilasyonu, biitiin STAT proteinlerinin DNA ya baglanma aktivitelerini diizenler

(24).
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Sitokinler

|

Hocre membram

Sitoplazma
&) . « (F)
I
‘ Nikleus

—» Transkripsiyon

Transkripsiyon faktorleri

Sekil 4. JAK/STAT yolunun aktivasyonu (24)

PRL, transmembran PRLR me hormonun baglanmasiyla aktif hale gelen

sinyal aktarim yolu vasitasiyla hedef hiicreler iizerine etkisini gosterir. Sitokin

reseptOr ailesinin bir iiyesi olarak, PRLR JAK/STAT yolunu kullanir. Jasus Kinaz,

tirozin kinaz protein ailesine benzer, buna karsin transkripsiyonun sinyal iletim

sistemi (transducer) ve aktivatorleri (STAT) proteinlerdir ki bunlar transkripsiyon

faktorleri olarak aktivasyon yolu lizerinde bulunurlar (12).
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Uzun PRLR Kisa PRLR

& i
w // P ; sitoplazma
_

B :

Phosphotyrosine

nikleus

Sekil 5. Prolaktin Reseptor geni sinyal iletim yolunun sematik gosterimi (Uzun ve Kisa rat
PRLR izoformlar1 gosterilmistir. PRLR STAT1, STAT3 ve baglica STATS tarafindan aktive edilir.
Glukokortikoid reseptor (GR) ile STATS interaksiyonu sozkonusudur. Kisa PRLR izoformunun
STAT yoluyla aktive olup olmadig1 heniiz bilinmemektedir.) (12)

PRLR ne baglanan PRL, JAK2 ile birlikte aktif kompleks yapisini olusturur. JAK2
aktive edildikten sonra, PRLR intraseliiler alani izerinde bulunan tirozin rezidiileri
fosforile olur. Bu fosforile tirozin rezidiileri STAT proteinleri i¢in baglanma alanlari
olarak davranirlar ki bu STAT proteinleri de fosforile olur.

Aktive edilen (fosforile olmus) STAT’lar daha sonra, reseptorden ayrilir ve
heterodimer ya da homodimer yapilar1 olusturur (STAT 1/1, STAT 3/3, STAT 5/5,
STAT 1/3). STAT dimerleri daha sonra niikleus icine transloke olur ve gen
promotorleri lizerindeki spesifik duyarli elementlere [GAS (Gamma-Activated

Sequence) ya da interferon] baglandiktan sonra hedef gen transkripsiyonunu regiile
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eder. Biitiin sitokin reseptdrleri hiicre i¢cindeki hormonal sinyallere uyum saglamak

icin bir ya da birkag JAKla ve STAT ’la birlikte calisir (Sekil 5) (12).

3.2. Literatiir Bilgisi

Ciftlik hayvanlarinda, prolaktin ve PRLR genlerinin dol verimi ve coklu
dogum ozellikleri ile iligkilerinin incelendigi calismalar basta domuz olmak {izere
diger tiirlerde de 6nem kazanmaya baslamistir. Bunun baslica sebebi, prolaktin ve
PRLR genlerinin sahip oldugu kendine has 6zellikleridir.

Homozigot PRLR mutant yapidaki farelerde, embriyonik implantasyonun
basarisizligi, diizensiz siklus gostermeleri, fertilizasyon oranmnin azalmasi ve
yetersiz embriyonik gelisimden dolay1 kisirlik s6z konusu olmaktadir (8,12, 34,
53). Ayrica, PRLR mutant fareler zayif anasal davranis gosterirler (46). Bu
ozellikler, PRLR genini lireme Ozellikleri icin kuvvetli bir aday gen haline
getirmistir.

Prolaktin reseptor geni domuzda (76) ve koyunda 16. kromozomda (Sekil 6)
(38) haritalanmistir. PRLR geni koyunda ve insanda 10 ekzon (Sekil 7), sigirlarda
ise 9 ekzondan ibarettir. Koyun ekzon 10 bolgesinin uzunlugu 1746 bp iken
amino asit dizisinin uzunlugu 581°dir (Sekil 8). Bu bolgede 25-237 (213aa)
pozisyonlar ekstraseliiler alani, 238-258 (21aa) pozisyonlar transmembran alani,

259- 581 (323aa) pozisyonlar ise intraseliiler (sitoplamik) alani olusturmaktadir.
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IFRLR

Sekil 6. Koyun 16. kromozom

lokalizasyonu (3)

sitogenetik ve radiation hybrid haritasi ve PRLR geninin
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Signal Ekstraseliiler

alan

516

; Intraseliiler
UTR peptide ! ﬂ?:l? o

Sekil 7. Insan PRLR geninin ekzon yapisi (TM: Transmembran alan) (11)

10
MEENAASEVL

70
TLIYEEEGET

20
FILLLFLFAS

80
LIHECPDYET

30
LLNGQSPPEE

40
PELIECRSPG

50
EETFICWWEP

60
GADGGLPTHY

90
GGPHSCYFSE

100
KYTS5IWKMYV

110
ITVSAINGMG

120
1SSSDPLYVD

130
VIYIVEPEPP

140
VNLTLELKHP

150
EDRKPYLWIK

160
WSPPTLTDVK

170
SGWFSIQYEI

180
RLKPEKATDW

190
ETHFAPKLTQ

200
LKIFNLYPGQ

210
KYLVQIRCKP

220
DHGYWSEWSP

230
ESFIQIPNDF

240
PVKDTSMWIF

250
VGVLSAVICL

310
FLPTSDCEDL

260
IMVWAVALKG

270
YSMVTCILPP

280
VPGPKIKGED

290
IHLLEKGKSE

300
ELLRALESQD

320
LMEFIEVDDS

330
EDQHLMPHPS

340
KEHMEQGVKP

350
MHLDPDTDSG

360
RGSCDSPSLL

370
SEKCDEPQAY

380
PSKFHIPEGP

390
EKLEDPETNH

400
TCLQAPQSTS

410
GEGKIPYFLA

420
NGPKSSTWPF

430
PQPPSLYSPR

440
YSYHNIADVC

450
ELALGMAGTT

460
ATLLDQTDQH

470
AFKPSKTIET

480
GGEGKAAKQS

490
ESEGYSSEPD

500
ODMAWELLQD

510
KTPLFSAKPL

520
EYVEIHKVSQ

530
DGVLALFPKQ

540
NEKVDAPETS

550
KEYSKVSRVT

560
DSNILVLIPD

570
LOAQNLTLLE

580
ESAKKAPPAL

12)

ECD

ICD

Sekil 8. Koyun PRLR geni ekzon 10 bolgesinin amino asit dizisi. (ECD: Ekstraseliiler Alan,
TMD: Transmembran Alan, ICD: Intraseliiler Alan. )
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Koyun /-PRLR ve s-PRLR tam sekans dizisini belirleyen ve bu iki formun
alternatif splays mekanizmasiyla olustugunu ilk kez bildiren arastirmacilar, Bignon
ve ark. (10) olmustur. Arastirmalarinda, s- PRLR ve [- PRLR arasindaki tek farkin
sitoplazmik alanin baslangicindan itibaren, 39 bp’lik insersiyonun, sirasiyla varligi
ve yoklugu oldugunu belirlemislerdir. Boylece 39 bp'lik insersiyon s- ve /-PRLR
transkriptlerinin birbirinden ayrilmasmi saglarken bu transkriptlerin olusumunu
alternatif splays vasitasiyla agiklamiglardir (Sekil 9).

Bignon ve ark. (10) yaptiklar1 arastirmada, 39 bp'lik insersiyonun dogrudan
ekzonun 3' ucuyla baglantili oldugunu ve ekzonun 5' ucundan 800 bp'lik intron ile
ayrildigint gostermistir. Boylece iki (s- PRLR ve [- PRLR) formun olusmasma yol
acan alternatif splaysin, bir 5' ve iki 3' alani ile tek bir intronu kullandigini
bildirmisler ve bunu sekans analizi ile dogrulamislardir.

Koyun genomunda 39 bp insersiyon muhtelif ekzonlar i¢inde ayrilmamais ise
bunun nedeni, 39 bp insersiyonun direk olarak ekzonu 3' ucu ile baglantili olmasidir.

Alternatif splays bolgesinin dogru organizasyonu bu sekilde a¢iklanmaktadir (10).
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0 E261: 39 bp

* insersiyon noktasi
koyun uzun form —ﬂ]]m % J
I

ekzon

I PRLR
koyun kisa form ‘_{" | |

s PRLR ‘ ;

signal peptid transmembran alan
El6l
kisa form
ekzon T T 30bpinser.
uzun form

Sekil 9. 39 bp insersiyon bolgesini igeren s- PRLR ve 1- PRLR cDNA’nin sematik gosterimi

ve alternatif splays bolgesinin s- ve I- PRLR olusturmasi (10)

Prolaktinin hedef genlere sinyal iletiminde sadece /-PRLR fonksiyoneldir.

Buna istinaden farkl tiirlerde s ve /-PRLR dizileri incelenmis ve /- PRLR formunun

iyi korundugu, s-PRLR formunun ise ayrilma noktasmnin otesinde (E216) iyi

korunmadigi Bingon ve ark. (10) tarafindan saptanmistir. Bu durum s-PRLR

formunun islevsel olarak 6nemli olmadigmi ya da fonksiyonunun tiirden tiire

degisiklik gosterdigini diislindiirmiistiir. Ayrica bu genomik yapmin ruminantlarda
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benzer olup olmadigimi arastirmislar ve koyun ve ke¢i dizilerinin ayni oldugunu,
fakat sigir genomunda 290 bp'lik bir insersiyon sonucu daha biiyiik bir fragmentin
amplifiye oldugunu aciklamislardir. Koyun i¢in ag¢iklanan alternatif splaysin keci ve
sig1r i¢in de gegerli oldugunu ve bu ti¢ tiirde de 39 bp'lik insersiyon dizisinin yiiksek
derecede korundugunu ve s- PRLR 3’ ayrilma noktasinin ayni oldugunu
bildirmiglerdir (Sekil 10) .

PRLR geniyle ilgili olarak yapilan calismalar 6zellikle domuzlar iizerinde
yogunlagmis, genin polimorfizmleri yaninda c¢oklu dogum ve diger doél verimi
ozellikleri ile iliskileri arastirilmistir. Yapilan arastirmalardan bazilar1 kisaca asagida
Ozetlenmistir.

Domuz PRLR geninde (457 bp) ilk olarak Vincent ve ark. (76) tarafindan PCR
drliniiniin A/ul enzimi ile kesiminde Restriction Fragment Length Polymorphism
(RFLP) polimorfizmi saptanmuistir.

Isler ve ark. (36) domuzlarda PRLR genini lireme bilesenlerini etkileyen
potansiyel bir aday gen olarak arastirmislar ve “B” alelinin her bir uterus
boynuzundaki fotus sayisini, ortalama fotus agirhigini ve toplam fotus agirhigmni
etkiledigini (P < 0.1) tespit etmislerdir.

Birkag ticari domuz hattinda A aleli ile yavru sayis1 arasinda pozitif iligkinin
varhigi gosterilmistir (73,75).

Drogemuller ve ark. (25) farkli domuz wklarinda ESR, Retinol Binding Protein
(RBP4) ve PRLR aday genlerinin yavru sayis1 iizerine etkilerini inceledikleri
arastirmada, PRLR geni i¢in “A” alelinin frekansmni Alman Landrace rkinda 0.40 ve
Duroc rkinda 0.82 bulmuslardir. Duroc irkinda biitiin dogumlarda alelik degisiminin

etkisini canli dogan yavru sayisi i¢in 0.71 (P = 0.05) olarak bildirmislerdir.
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Sekil 10. 5” ekzon bdlgesinden 39 bp insersiyon ayrimini gosteren koyun, kegi ve sigira ait

intron 1 boélgesinin sekans hizalanmasi (39 bp’lik insersiyonu olusturan baz dizisi 3 tiirii de igine

alacak sekilde kare parantez ile belirtilmistir. Horizontal ok isaretleriyle ifade edilen intron basinda ve
sonunda bulunan GT ve AG diniikleotidleridir) (10)

Putnova ve ark. (58) yaptiklar1 calismada domuz PRLR geninde Hpall

restriksiyon endonukleaz enzimi ile yeni bir polimorfizimi saptamiglar ve bunun ilk

dogumdaki yavru sayisini etkiledigini bildirmiglerdir.

Van Rens ve Van Der Lende (74), 77 bas Large White X Meishan F, melez

domuzlarda farkli PRLR genotiplerinin yavru sayst ile iliskisini AA, AB, BB

genotipine sahip domuzlar i¢in toplam dogan yavru sayisini swrasiyla 11.440.7,

10.8+£0.6 ve 8.8+0.9; canli dogan yavru sayisini ise sirasiyla 11.1£0.6, 10.5+£0.6 ve

8.7£0.9 olarak bildirmislerdir.
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Korwin-Kossakowska ve ark. (44) tarafindan Prolaktin ve PRLR genleri
domuzlarda iireme Ozellikleri icin aday gen olarak incelenmistir. Prolaktin
geninin, domuzlarda ikinci ve daha sonraki dogum kayitlar1 dikkate alinarak
yapilan incelemede, toplam dogum sayisi, canli dogan yavru sayisi ve 21 giinliik
yastaki yavru sayisi lizerine 6nemli etkisinin oldugu (P < 0.01) tespit edilmistir.
Prolaktin reseptor geninin ilk dogumunu yapan disi domuzlar i¢cin canli dogan
yavru sayisi lizerine etkisi de 6nemli (P < 0.05) bulunmustur.

Van Rens ve ark. (73) domuzlardaki ovulasyon oranmmn PRLR genotipi ile
iligkili olarak O6nemli derecede etkilendigini tespit etmislerdir. Arastrmada, disi
domuzlarda farkli PRLR genotiplerinin yavru sayisi bilesenlerine etkilerini
incelemisler, AA genotipine sahip disiler (21.5£0.9), BB genotipli disilere
(18.7£0.6) gore onemli diizeyde (P < 0.05) yiliksek ovulasyon oranina sahipken, AB
genotipli disilerin (20.0+£0.5) orta diizeyde ovulasyon oran1 gosterdiklerini
saptamiglardir.

Terman (71) PRLR ve Leptin (LEP) genlerinin Polonya Large White x
Landrace melez domuzlarda genotip ve yavru sayisi arasindaki iligkilerini
incelemistir. PRLR geni i¢in A aleli frekansi 0.62, B aleli frekansi ise 0.38
bulunmustur. Arastirmada toplam dogan yavru sayisi, canli dogan yavru sayist ve
siitten kesilen yavru sayisi incelenmistir. Aragtirma sonucunda ilk dogumunu yapan
disilerde farkli PRLR genotipini tasityan disiler arasinda istatistiksel olarak onemli
(P<0.01) farkliliklarin oldugu bulunmustur. Daha sonraki dogumlarda ise, AA
genotipini tastyan disiler AB ve BB genotipli disilerle kiyaslandiginda daha fazla
yavru sayisina sahip olmus, ancak bu farkliliklar istatistiki olarak 6nemli

bulunmamastir.
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Kmie¢ ve Terman (43) erkek domuzlarda PRLR geninde genotip ile bazi
ireme Ozellikleri arasindaki olasi iligkileri ortaya koymak amaciyla yaptiklari
calismalarinda farkli irklardan toplam 229 domuz kullanilmiglardir. Arastirmada,
PRLR genindeki polimorfizm, spesifik primerler ve A/ul restriksiyon enzimleri
kullanilarak PCR- RFLP metodu ile belirlenmistir. Calisma sonunda AA, AB ve
BB genotipinin frekansi sirasiyla 0.45, 0.35 ve 0.20 olarak saptanmistir. Ayrica,
PRLR genotipi ile ejekiilasyon hacmi, sperm konsantrasyonu, canli sperm yiizdesi
ve ejekiilasyondaki canli sperm sayisi arasinda iligkiler bulunmustur (P<0.01).

Wang ve ark. (77) Beijing Black domuz wrkinda PRLR ve BF (Properdin)
genotiplerinin yavru sayisma etkilerini arastrmislardir. PRLR geni i¢in A alelinin
frekansmi 0.25, B alelinin frekansini 0.75 olarak hesaplamislardir. ilk dogumda AA
genotipli disilerin AB ve BB genotipli disilere gore daha fazla yavru sayisina sahip
oldugunu (toplam dogan yavru sayisi, canli dogan yavru sayisi) ortaya koymuslar,
ancak bu farkliligin istatistiki olarak ©Onemli olmadigini agiklamislardir. Daha
sonraki dogumlarda ise PRLR geni i¢cin AA genotipi ile AB genotipi ve AA genotipi
ile BB genotipini tasiyan disiler arasinda onemli (P<0.05) farkliliklar tespit
edilmistir.

Domuzlardan baska, sigir, keci ve koyunlar iizerinde yapilan arastirmalar da
bildirilmistir. Bunlardan, sigirlarda PRLR gen polimorfizmini belirlemek amaciyla
yapilan c¢alismada 9. intronda A— C Single-Nucleotide Polymorphism (Tek
Niikleotid Polimorfizmi; SNP) belirlenmistir. Polish Black ve Polish White
irklarinda farkli aleler belirlenmis ancak, bu genotiplerin siit verimi ile iligkisi
onemli bulunmamuistir (14).

PRLR geninin polimorfizmi ve baz1 verim 6zellikleri ile ilgili 6zellikle keci ve

koyunlarda yapilan calismalar sadece birkag yillik gecmise sahiptir.
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Zhang ve ark. (78) PRLR genini Jining Grey kegilerinde ¢oklu dogum igin
aday gen olarak calismislardir. Hem ¢oklu dogum orani yiiksek wrklarda (Jining Grey
kecisi) hem de diisiik wrklarda (Liaoning Kasmir kecisi, Boer keg¢isi ve Ankara
kecisi) tek niikleotid polimorfizmini, PCR-Single Strand Conformation
Polymorphism (SSCP; Tek Zincir Konformasyon Polimorfizmi) metoduyla
saptamak amaciyla, PRLR geninin ekzon 10 ve 3’ untraslated region (UTR)
bolgesine spesifik bes primer dizayn etmislerdir. Yalnizca Primer 1, primer 2 ve
primer 4 ile amplifiye edilen bolgeler polimorfizm gdstermistir. Primer 1 i¢in hem
Jining Grey hem de Liaoning Kasmir ke¢isinde iki genotip (AA ve AB), Ankara
kecisi i¢in iki genotip (AA ve AC) ve Boer kecisi i¢in sadece bir genotip (AA)
saptanmistir. Primer 2 bolgesi icin Jining Grey, Liaoning Kasmir ve Boer
kecilerinde iki genotip (DD ve DE) belirlenirken Ankara kecisinde yalnizca bir
genotip (DD) goriilmiistiir. Primer 4 bolgesi i¢in ise Jining Grey kegilerinde iki
genotip (FF ve FG), Liaoning Kasmir kegilerinde iki genotip (FF ve GG), Boer
kecisinde bir genotip (FF) ve Ankara kegisinde iic genotip (FF, FG ve GQG)
belirlenmistir.

PRLR geninde, Mu ve ark. (50) Kisa Kuyruklu Han, Dorset, Suffolk ve Dorset
koyunlari ile Kisa Kuyruklu Han koglarinin F; melezlerinde SSCP metodu ile SNP
saptamislar ve ii¢ primer kullandiklar1 ¢alismada her bir primer i¢in ii¢ genotip (AA,
AB, BB) belirlemiglerdir. Primer 1 i¢in, AA genotipi dort koyun wkinda da
saptanirken, AB genotipi Kisa Kuyruklu Han Koyunu, Dorset ve Suffolk koyun
irklarinda, BB genotipi ise sadece Dorset koyun wkinda kaydedilmistir. Primer 2
icin, hem AA hem de AB genotipi dort rkta da belirlenmis, buna karsin BB genotipi
Suffolk wrkinda goriilmiistiir. Primer 3 i¢in, 3 genotip de (AA, AB ve BB) dort koyun

populasyonunda tespit edilmistir. Arastirmada {ic primer ¢ifti bakimindan, dort
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koyun 1rk1 i¢in de A alelinin frekansi B alelinin frekansindan énemli diizeyde yiiksek
bulunmustur.

Chu ve ark. (19) Kisa Kuyruklu Han koyunlarinda PRLR geni ekzon 10 ve
intron 1 i¢in ii¢ primer ¢iftini PCR amplifikasyonu i¢in tasarlamiglar, bu gen
bolgesinde PCR-SSCP vasitasiyla SNP saptamiglardir.  PRLR geninin yavru
sayisiyla iligkilerinin arastirilmasi sonunda {i¢ primer ¢iftinin iic genotipi (AA, AB
ve BB) belirledigi, PRLR geninin Kisa Kuyruklu Han koyunlar1 i¢in ya ¢oklu
dogumu etkileyen major bir gen ya da bu gibi genlerle yakin baglantili bir gen

oldugu bildirilmistir.

3.3. DNA Dizi Analizi ve Kullamlan istatistiksel Analizler
3.3.1. DNA Dizi Analizi

DNA dizi analizi, DNA "y1 olusturan niikleotid baz diziliminin belirlenmesinde
kullanilan yontemdir. Manuel DNA baz dizileme yontemlerinden biri olan Sanger
Yontemi, Sanger ve ark. (63) tarafindan gelisirilmistir. Yontem dideoksi zincir
terminasyonu esasina dayanmaktadir.

Yontemin temeli DNA polimerazin dNTP’lerin (deoksiriboniikleozit
trifosfat) yani sira deoksiribozun 3" pozisyonunda OH grubu tasimayan ddNTP”’
leri de (dideoksiriboniikleozit trifosfat) substrat olarak kullanabilmesine dayanur.
Sentezlenen DNA’ya bir ddNTP'nin katilmast 3° pozisyonunda OH grubu
olmadig1 i¢in sentezi durdurur. Dizi analizi yapilirken dort ayr1 reaksiyon
karisim1 hazirlanir. Her bir karisim kalip DNA zinciri, bir primer, dNTP lerin
dordii ve az miktarda ddNTP lerden birini icerir. Ozgiil zincir sonlanmasi i¢in
her bir reaksiyonda farkli bir ddNTP bulunur. Reaksiyonlarin her birinde ¢ok az

miktarda modifiye niikleotid kullanildig1 i¢in yeni zincir sentezi rastgele sonlanarak
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bir dizi DNA fragmenti meydana gelir. Reaksiyonlar sonucu elde edilen DNA
parcalarma elektroforez uygulanarak jel iizerinde yanyana yiiriitiilir. Uygulanan
elektiriksel alanin etkisi ile DNA pargaciklar1 en kisasi en 6nde olmak iizere jel
iizerinde bir merdiven goriintiisii olusturur. Isaretleme ydntemine gore jel
iizerinde, tespit edilen parcaciklar reaksiyon karisimina konulan ddNTP’ nin tipine
gore okunur (6,45).

Insan Genom Projesi gibi biiyiik projeler ¢cok sayida DNA dizi analizi
yapilmasin1 gerektirmistir ve bu yogun ¢alisma yiikii ise otomasyonu kag¢inilmaz
hale getirmistir. Otomatik analizde de Sanger’in enzimatik DNA sentezine
dayanan zincir sonlanma yontemi kullanilmistir.

Bu yontem ii¢ temel basamaktan olusmaktadir:

1. PCR
2. Zincir Sonlanma Reaksiyonu

3. Kapiller Elektroforez

Bu basamaklarin kolay ve basit bir prosediir igermesi ve bu sayede sagladigi
hizli mutasyon tespit imkani yontemin en onemli avantajidir. Az miktarda kandan
elde edilen DNA ile baslayan prosediiriin tiimii PCR amplifikasyonu ve direk
dizileme yapilmasini icermektedir (22).

Otomatik DNA dizi analiz cihazlar1 basit olarak, sabit bilgisayarda yiiklii
programlar ile bu programlarin yonettigi elektroforez sistemini igerir. Elektroforetik
iinitelerde bulunan lazer 151k kaynagi ile monokromatik bir 151k olusturulur. S6z
konusu DNA’'nin bulundugu jelmatriks bu monokromatik 151k ile taranir.
Elektroforez siiresince DNA‘ya baglanan floresan boya 1sik ile taranan bolgeye
geldiginde uyarilir. Uyarilan boya kendi i¢gin karakteristik olan dalga boyunda 15181

geri yansitir. Yanstyan bu 151k demeti bir detektor tarafindan kaydedilir. Kaydedilen
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veriler bilgisayar programlar1 ile degerlendirilerek sonuclar grafiksel ya da
matematiksel olarak bilgisayar ekranina aktarilir (6,62).

Otomatik kapiller jel elektroforez dizileme yontemi, manuel yontemlere gore
daha ucuz, az i zamani1 gerektiren ve daha uzun DNA baz dizisi okuma imkani
saglayan bir yontemdir. Kapiller elektroforez, elektroforetik hareket kabiliyeti, faz
ayrim1 ve molekiiler boyuttaki farkliliklara bagli olarak elektrokinetik ayrim yapan
bir tekniktir. Bu elektrokinetik ayrim iki ucu agik dis ylizeyi slika ile kaph i¢ ¢ap1
yaklagik 25- 75 pm olan ve 15 — 100 cm uzunlugunda, silindirik kapillerlerde
yapilir. Sistem ince slika kapiller boru, iki elektrolit kapiller haznesi, bir yiiksek
voltaj giic kaynag1 ve dedektorden olusmaktadir, elde edilen veriler islem sonrasi
bilgisayar vasitasiyla toplanip depolanmaktadir. Kapiller, elektrotlar1 ve tamponu
iceren iki cam hazne arasina yerlestirilmis olup, kapiller jel ile dolduktan sonra ¢ok
az miktarda O6rnek kapillerin bir ucuna elektrokinetik ve hidrodinamik teknikle
yiiklenir. Ayrim yiiksek voltaj uygulanarak saglanir (7,55).

Otomatik kapiller jel elektroforezin en Onemli dezavantaji ise ydntemin

hassasiyetinden dolay1 optimizasyon sirasinda yasanan problemlerdir.

3.3.2. Kullanilan Istatistiksel Analizler

Sakiz, Akkaraman ve Ivesi irki koyunlarda PRLR geninin farkl aleller tastyip
tasimadigmi ve polimorfik bir yap1 gosterip gdstermedigini tespit etmek i¢in, koyun
PRLR geninde otomatik kapiller jel elektroforezi yontemi ile DNA dizi analizi

yapilmistir ve asagidaki analizler uygulanmustir.

35



3.3.2.1. Komsu Birlestirme Agaci [Neighbor Joining (NJ) Tree] Metodu

Komsu birlestirme agaci metodu, en basit genetik uzaklik metodlarindan
biridir. Bu metod, birbirine en yakin-iliskili sekans1 secer ve sonra, bir sonraki en
uzak sekansi agacin iigiincii dali olarak ekler, boylece total aga¢ uzunlugu minimize
edilmis olur (33).

Komsu birlestirme agaci genetik uzakliklarin gorsel olarak belirtilmesi amaci
ile cizilebilmektedir. Komsu birlestirme agact metoduna gore ¢izilen agag, 10 yil
oncesine kadar c¢ok kullanilan Alel Paylasim Uzakliklar1 Metodu (UPGMA;
Unweighted Pair Group Method with Arithmetic Mean) metoduna gore daha c¢ok
tercth edilen bir metottur. Bunun nedeni UPGMA metodunda, populasyonlarin
evrim zamani her populasyon i¢in ayni kabul edilip aga¢ ona gore ¢izilmektedir.
Ancak populasyonlarin birey sayilar1 farkli oldugundan ayni1 zaman araliginda farkl
miktarlarda degisim oldugu diisiiniilmektedir (54).

UPGMA agaci, agacin dallar1 boyunca degisiklik hizmnin sabit oldugunu
varsayar ve bu nedenle hesaplamalar1 yaparken agacin kokiinii de (root-ortak ata)
hesaplar. Komsu birlestirme agaci ise agacin dallar1 boyunca degisiklik hizinin farkli
olabilecegini kabul eder, bu nedenle agacin kokiinii hesaplamaz (5).

Filogenetik agaclar ¢izilirken "bootstrap” (bagla-¢c6z) islemi yapilabilir. Bu
islem, program tarafindan c¢izilen tek bir agacin dallarinin diizeni, 1000 tekrar
boyunca hangi dallarin en ¢ok aymi gruplamayi verdigi ile iligkilidir. Se¢ bagla
testinde, bilgisayar mevcut veri setinden tekrarl 6rnekleme yoluyla yeni bir veri seti
olusturur. Ornegin calismada 300 baz ¢iftlik bir dizi bulunuyorsa bilgisayar bu
pozisyonlardan birini rastgele se¢mek ve bunu yeni veri setinde ilk 68e olarak
kullanmakla se¢ bagla testine baslar. Daha sonra, rastgele sectigi bir pozisyon, yeni

veri setinin ikinci veri noktasini olusturur (ikinci veri noktasmin birincisinin ayni
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olma sans1 1/300°diir). Bilgisayar orijinal verinin rastgele bir 6rneklemesini temsil
eden, 300 baz cifti iceren yeni bir veri seti olusturuncaya kadar bu isleme devam
eder. Sonra, bu yeni veri seti filogeniyi hesaplamak i¢in kullanilir. Bu islem
tekrarlamak suretiyle yeniden 6rneklenmis veri setinden olusan agaglarda belli bir
dalin agiga ¢ikma yilizdesi %50, %80 ya da %100 seklinde ortaya koyulabilir. Seg
bagla tahmininde bir dal ne kadar cok kere agiga cikarsa, bu dalin gercekte var
oldugu konusundaki giiven artmaktadir. Eger bir dal icin se¢ bagla destegi az ise
ornegin %50 nin altinda ise agacin bu kismindaki dallanma modelinin
belirlenemedigi sonucuna varilacaktir ve bunun sonucunda program c¢izdigi agacta

bu dali tek diigiimden ¢ok catalli (belirsizlik noktasi) olarak verecektir (29).

3.3.2.2. Kimura ki Parametre Uzakhk [Kimura-Two Parameter (Kimura-2P)
Distance] Metodu

Niikleotid substitiisyon (yerine ge¢me) sayisinin tahmini i¢in matematiksel
bir modelin kullanimina ihtiya¢ duyulmustur. Bu nedenle, bir¢ok arastirmaci farkl
substitiisyon modelleri gelistirmistir.

En basit niikleotid substitlisyon modellerinden biri Jukes ve Cantor’s
tarafindan gelistirilmistir. Bu model herhangi bir niikleotid substitiisyonunun esit
frekansta meydana geldigini varsaymaktadir. Ancak bu bir¢ok durumda gercegi
yansitan bir varsayim degildir. Ciinkii, molekiiler analiz sonuglar1 transisyon
mutasyonlar1 oranmin  transversiyon mutasyonlari oranina gore daha yiiksek

oldugunu gostermektedir (Tablo 1) (51).
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Tablo 1. Kimura ve Jukes-Cantor niikleotid substitiisyon modelleri (51)

A T C G
(A) Jukes-Cantor model
A - o o o
T o - a o
C o o - o
G o o a -
(B) Kimura model

A - B B o
T B - o B
C B o - p
G o B B -

Bu gozlemle ilgili 6nde gelen hipotez, transisyonlarin DNA sentezi sirasinda
sarmal olusumunda c¢ok daha az kesintiye neden olduklar1 ve dolayisiyla bu
mutasyonlarm hata olarak algilanmas1 ve derhal diizeltilmesi olasiligmin az
oldugudur (29). Bu gercegi dikkate alarak Kimura, 2P metodunu gelistirmistir. Bu
model de, her bir alanda her bir yilda meydana gelen transisyonel substitiisyon
oraninin (o), transversiyonel substitlisyon oranindan (2B) farkli oldugu
varsayllmaktadir. Bu nedenle her bir bolgede her bir yilda total substitiisyon orani
(r), a + 2P ile belirtilmistir (Tablo 9). Bu model gelistirildiginde her bir bolgedeki

niikleotid substitiisyon sayis1 su sekilde ifade edilir:

d=-(1/2)In (1-2P-Q) — (1/4)In (1-2Q)

Burada P ve Q sirasiyla transisyon ve transversiyondan kaynaklanan iki sekans

arasindaki orandir (51).
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3.3.2.3. Uyumsuzluk (Mismatch) Dagilim

Populasyon i¢i genetik cesitliligin belirlenmesi i¢in birgok Olgtlit vardir.
Uyumsuzluk dagilimi yontemi populasyon i¢i genetik varyasyonu kullanarak
populasyonun ge¢misi hakkinda (6rn. Populasyon genislemesi, yasi) bilgiler
vermektedir.

Uyumsuzluk dagilimi, haplotip ciftleri arasinda gozlenen farklilik sayisinin
frekans dagilimmi gosteren grafiksel bir yontemdir. Populasyonlarin ge¢misteki
biiyiikliikler1 hakkinda c¢alisilan lokusa dayali olarak, ani biiylime gosterip
gostermedikleri ya da bir seleksiyon baskisi altinda genisleyip genislemedikleri
hakkinda bilgi vermektedir (Sekil 11) (39,65). Bu dagilim, populasyon
biiyiikligliniin uzun periyotlar boyunca sabit kalmasi s6z konusu olmus ise
genellikle multimodal seklindedir, ancak populasyon biiylimesi hizli gergeklesmis ya
da seleksiyon baskisi altinda genislemis ise genellikle unimodal dagilim seklindedir
(60,67).

Sabit populasyon biiylikliigiine sahip populasyonlarda, genisleyen
populasyonlara gore bireyler arasinda daha fazla mutasyon paylasilmaktadir. Daha
eski zamanda gerceklesen populasyon genisleme olaylarinda daha fazla miktarda
mutasyon populasyondaki bireyleri ayirmada gorev alir. Uyumsuzluk dagilimi ile
gozlenen populasyon genislemesinin yasi tahmin edilebilir. Dagilim ortalamasinin y-
ekseninden wuzaklagsmasi populasyon genislemesinin daha eski bir tarihte

gergeklestigini gostermektedir (Sekil 12) (39).
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ikili Farldarin Dagihm

Sekanslar ikili Farklar -
(mismatchs) Frekansi
I II III IV V p.d. |Num. | Freq.
I. AGTCTTACGTATC e |[T= ° : . -
: w
II. AGTCTTGCGTATC |1 - g
= 1 5 | 05 2
=) - = T
III.AGTTTTACGTATC 11| 1 2 - o a || ae =
IV. AGTCTTECGTIETC w| 2 1 3 _ e 5o
V. AGTCTTACGTATC vi o1 1 2 -
ikili Farklar
Sekil 11. Uyumsuzluk grafiginin ¢izimi (39)
Sabit Pepulasyon Genisleyen Popiilasyon
Biiyiikliigi .
| T 1 Gecmis
Popiilasyon
Genislemesi ——— e {
Gelecek

sueyarg
suEyarg

1ldili Farldar il Farldar Ticili Farkdar Tlcili Fazklar

Sekil 12. Farkli zamanlarda genisleme yasanan populasyonlarin uyumsuzluk dagilimlari
(39)
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Uyumsuzluk dagilim grafiginin olusturulmasinda DnaSP 5 (61) yazilimi
kullanilmistir. DnaSP, sabit populasyonlarda beklenen degerleri ve gozlenen ikili
niikleotid bolge fakliliklarmi ve dagilimlari (6rnegin sabit populasyon biiyiikliigii)
ve genisleyen ya da azalan populasyonlarda beklenen degerleri ve gozlenen ikili
niikleotid bolge farkliliklarmi ve dagilimlarini gosterir. Bu model (infinite site
model) ii¢ parametreyi esas alir: Theta initial (8p, populasyonun biliyiime ya da
azalmasindan oOnceki theta degeri), Theta final (61 populasyonun biiylime ya da
azalmasindan sonraki theta degeri) ve Tau (t; mutasyonal zaman birimlerinde
biiylime ya da azalma tarihi) (59). Bu model t nesil 6nce, Ny baslangi¢ biiyiikliiglinde
olan populasyon esitliginin aniden yeni N; biiyiikliigiine ulastigin1 ve bu biiytikliikte
kaldigin1 varsaymaktadir (Sekil 13) (65).

Theta (beklenen niikleotid farklilik) degeri; 6=2Nu (niikleer, diploid genetik
lokuslar i¢in bu parametre 4Nu seklindedir) olarak formiile edilir.

0o = 2Nou, 0= 2Nju, 1 = 2ut formiillerdeki N populasyon bliyiikliigiinii, ¢
jenerasyon zamanini ve u her bir jenerasyonda ve her bir sekanstaki toplam

mutasyon oranini ifade etmektedir (65).

&g, =2Nu

Population size

Time

-l
-

7
Sekil 13. Uyumsuzluk dagiliminda ani demografik biiylime modeli (65)
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Uyumsuzluk dagilimlarinda elde edilen unimodal ve multimodal dagilim
arasindaki farki belirlemede ise "Reggadness: rg" istatistigi kullanilmaktadir.
"Reggadness" istatistigi komsu iki tepe arasindaki farkm kareleri toplamma esittir;
(39)

d+l

=N (x. = x..)
;_‘,_‘(4\1. X;,)

=1

Formiildeki d aleller arasindaki en biiytik farki, x ise alelik degisim frekansini
ifade etmektedir. Bu indeks, sabit populasyonlarda goézlenen multimodal
dagilimlarda, hizli1 biiyiiyen populasyon (unimodal) dagilima gore daha biiyiik
degerler (sekans verileri i¢in 0.03°den biiytik) alir (39).

Bununla birlikte reggadness istatistigi populasyon genislemesini belirlemede
cok giiclii bir istatistik metodu degildir. Populasyon ge¢misini ortaya ¢ikarmak igin
sadece uyumsuzluk dagilimlarina bakmak yeterli degildir (59). Gozlenen genetik
varyasyon bi¢imi populasyon genislemesi disinda baska bir nedenle de ortaya ¢ikmis
olabilir. Bu sebeple genetik varyasyonu kullanarak populasyon gecmisi ile ilgili
bilgiye ulasmaya c¢alisrken populasyonun secilime ugrayrp ugramadigini
belirlememiz gerekir (5). Bu amagla notralite testleri uygulanir.

Kimura, amino asit dizi farklilagsmasmin gozlenen modellerini agiklamak
amaciyla, Molekiiler Evrimin Notral Teorisini formiile etmistir. Bu teori,
populasyonlarda sabitlenen baz degisimlerinin ¢ogunun uyum giicii agisindan nétr
oldugunu ve DNA dizileri diizeyindeki evrimde, genetik siiriiklenmenin baskin

oldugunu iddia eder. Genetik siiriiklenme, kisaca bir populasyonda kusaktan kusaga,
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tamamen sansa bagl olaylar sonucu genlerin alel frekanslarmin degisimi olarak
tanimlanir (29).

Amino asit dizi degisimleri ile sonu¢lanmayan DNA dizi degisimleri suskun
bolge (veya sinonim) baz degisimleri olarak adlandirilir; bir amino asit degisimi ile
sonuclanan dizi degisimleri ise degistirici baz (veya sinonim olmayan) degisimleri
seklinde adlandirilmaktadir. Notral teoriye goére suskun bolge baz degisimleri,
degistirici baz degisimlerinden daima ¢ok daha yaygmn olmalidir. Bu 6ngorii, ¢ok
sayida degistirici baz degisimlerinin zararli oldugu ve bdylece negatif seleksiyon
yoluyla ayiklandigi 6nermesinden ¢ikarilir (29).

Suskun baz degisimleri iizerine isleyen secilim mekanizmalar1 segici siipiirme,
beraberinde gotiirme ve arka plan secilimi fenomenleri ile agiklanmaktadir (29).

Beraberinde gotiirme, yakin baglantiya sahip olunan diger bir lokus tlizerinde
olan se¢ilim nedeniyle bir alelin frekansindaki degisim olarak da tanimlanmaktadir.
Beraberinde gotiirme, belirli bir amino asit yer degisimi iizerine ¢ok giiclii bir pozitif
secilim oldugunda meydana gelebilmektedir. Avantajli mutasyon siklig1 artirirken
(Sekil 14), notr ya da avantajli bolgeye oldukca yakin baglantili az zararh

mutasyonlar da, avantajli lokuslarla birlikte sikligin1 artiracaktir (29).
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Sekil 14. Beraberinde gotiirme (a, bir kromozom fiizerinde bulunan 5 geni (a-€) ve bunlarin 12
degisik varyasyonunu (1-12) ifade etmektedir. Her bir gen farkli varyasyona sahiptir ve bunlar farkl
renklerle ifade edilmistir. b, Pozitif seleksiyon meydana geldiginde (asteriksle ifade edilmistir)
frekansini artiracaktir, sadece mavi ile ifade edilen ¢ geni yiiksek frekansa sahip olmakla kalmayacak,
ayn1 zamanda yesil ile ifade edilen d geni ve sar1 ile ifade edilen b genlerinin de frekansi artacaktir )
(20)

Pozitif se¢ilim sonucu olarak mutasyona ugrayan DNA boélgesinin yakin
komsu kisimlarinda genetik varyasyonun azalmasi ise segici siipiirme (Sekil 15)

olarak tanimlanir (39).
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Sekil 15. Segici Siiplirme [Notral seleksiyon altinda, yeni faydali mutasyonun populasyondaki
frekans1 artar. Sekilde, seleksiyondan 6nce ve sonra kromozom boyunca polimorfizm gosteren
seleksiyona ugrayan aleller gosterilmektedir. Atasal (yabanil) aleller gri renkte, degisen (atasal
olmayan, mutant) aleller ise mavi renkte gosterilmistir. Pozitif seleksiyona ugrayan yeni alellin
(kirmuzi renkte) frekansi arttigi zaman kromozom iizerinde bununla yakin baglantili alel de frekansini
artiracak ve secici siipiirme meydana gelecektir] (64)

Arka plan secilimi ise beraberinde gdétiirme ile aynt modele yol agan karsit
siirectir. Arka plan secilimi avantajli mutasyonlar i¢in olan pozitif se¢ilimden daha
ziyade, zararli mutasyonlara karsi olusan negatif sec¢ilim sonucu olugmaktadir.
Beraberinde gotiirmedeki gibi, rekombinasyonun az oldugu bolgelerde olusur.
Buradaki temel diisiince, zararli mutasyonlara karsi olusan secilimin, yakindan
baglantili notr yer degistirmelerini ayikladig1 ve azaltilmis bir polimorfizm diizeyi
irettigidir. Her ne kadar beraberinde gotiirme ve arka plan secilimi olarak
adlandirilan siirecler tam olarak ayirt edilemeseler de, en azindan bazi durumlarda
etkileri aywrt edilebilir. Bir populasyon igerisinde, bazen avantajli bir mutasyon hizla
stipiiriilirken, beraberinde gotiirme polimorfizmde carpici bir azalmaya yol acar.
Arka plan secilimi ise, populasyondaki bireyleri sik rastlanilan zararli mutasyonlar

tarafindan ayiklarken, polimorfizmde yavas ve kararli bir diisiise neden olur.
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Gilintimiizde fikir birligi, baglantili bolgelerdeki azaltilmis polimorfizmin en carpici
orneklerinden  beraberinde  gotiirme sorumlu tutulurken (6rnegin, dizi
varyasyonlarinin tiimden ayiklandigi yerlerde) arka plan se¢ilimi bu kadar asiri

olmayan durumlardan sorumlu tutulmaktadir (29).

3.3.2.4. Notralite testleri

Populasyondaki niikleotid sekans varyantlar1 arasindaki dogal seleksiyonun
varligiin nasil belirlenecegi, molekiiler populasyon genetiginin 6nemli bir
konusudur. Populasyondaki polimorfizm modelleri sadece mutasyonla, rastgele
siriiklenmeyle degil ayni zamanda seleksiyonla da olusmaktadir. Sekans
tekniklerindeki hizli artis ile DNA seviyesindeki polimorfik verilerin
degerlendirilmesinde carpici gelismeler yasanmistir. Bu nedenle, gecmiste meydana
gelen seleksiyon etkisinin belirlenmesi i¢in gii¢lii bir teste biiyiik bir ihtiyag
duyulmustur (30).

Populasyon ge¢misindeki seleksiyon etkisi nasil test edilir? Bunun i¢in birgok
metot bulunmaktadir. Bunlar genel olarak nétral evrim altinda gézlenen ve beklenen
farklilik gibi1 bazi O6zellikleri karsilastirmaktadir. Bu metotlar ayrica "noétralite
testler1" olarak bilinmektedir (39). Notral teori, dogal secilim olmaksizin DNA dizi
degisim hizi ve modellerini tanimlar ve DNA dizileri diizeyindeki evrimde, genetik
stiriiklenmenin baskin oldugunu iddia eder. Bireyler arasinda homolog DNA dizileri
karsilastirildiginda ve gozlenen farkliliklar aciklanmak istendiginde rutin olarak
notral teori sifir hipotez (null hypotheses) olarak kullanilir. Eger ger¢ekte gdzlenen
degisimler notral teorinin Ongoriilerinden farkliysa (dizi degisiminin siiriiklenme
yoluyla oldugunu ileri siiren sifir hipotezi ciiriitiilmiis ise) ve sozii edilen dizinin

organizma icin fonksiyonel dneme sahip oldugu 6nermesi savunulabiliyorsa, dogal
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secilimin molekiiler evrime neden oldugu konusunda inandirici kanitlar vardir,
¢linkii bu durumda nétral teorinin sifir hipotezi ¢iirtitiilmiistiir (29).

Sekans bilgisini kullanan ve bu temele dayanan istatistikler ii¢ temel grup da
degerlendirilir bunlar; Sinif I, Sinif IT ve Smif 111 ile ifade edilir. Sinif I istatistikleri,
mutasyon frekansi (segragating site) bilgisini kullanmaktadir. Tajima’s D, Fu and
Li’s D* ve F* ve F istatistik testleri bu sinifta bulunmaktadir. Tajima’s D, Fu and
Li’s D* ve F'* istatistikleri sadece tiir i¢i (interspesifik) veri bilgisini kullanir. Stif 11
istatistikleri, haplotip dagilim bilgisini kullanmaktadir, Fu’s Fs testi bu grupta yer
almaktadwr. Sinif I istatistikleri ise, ikili farklar dagilimini kullanmaktadir.

Uyumsuzluk dagilimi bu smifa dahildir (59).

3.3.2.4.1. Fu and Li’s D* Testi
D* testi istatistigi ns (sekanslar arasinda sadece bir kez goriilen mutasyonlar)

ve 1 (toplam mutasyon sayis1) arasindaki farka dayanir (30).

3.3.2.4.2. Fu and Li’s F* Testi

F* testi istatistigi ise ms (sekanslar arasinda sadece bir kez goriilen
mutasyonlar; singleton) ve k (sekanslar arasindaki ortalama farkli niikleotid sayisi)
arasindaki farkliliga dayanarak hesaplanir (30).

Fu and Li’s D* ve F* degerlerinin negatif olmasi yiiksek miktarda ender
gozlenen haplotip varlig1 ve populasyon genislemesi ya da arka plan se¢ilimi olarak

yorumlanmaktadir (5).
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3.3.2.4.3. Tajima’s D Testi

D testi 1989 yilinda Japon arastirmaci Tajima tarafindan olusturulan ve biitiin
mutasyonlarm dogal se¢ilim ile olustugu hipotezini test etmek i¢in kullanilan bir
metottur. D testi segregasyon alanlar1 sayis1 (S) ile farkli niikleotid sayis1 (m)
arasindaki farki esas alir (69).

Tajima’s D negatif deger almis ise yeni mutasyonlarin yiiksek miktarda
gozlendigini ve segici siiplirme ya da populasyon genislemesini, pozitif deger ise
yeni mutasyonlarin ¢ok az miktarda gdzlendigini, populasyon azalmasi ve dengeli

sec¢ilimi ifade etmektedir (5).

3.3.2.4.4. Fu’s Fs Testi

Fs testi istatistikleri, Theta (©) degeri esas almarak, haplotip dagilimi bilgisini
kullanir. Fu’nun Fs testi istatistikleri populasyon biiyiimesi, beraberinde goétiirme ve
ozellikle arka plan se¢ilimini iceren populasyon genetik modelleri i¢in notralite
testleri arasinda en giiglii istatistiksel metottur. Fu’s Fs’in negatif deger almasi
yiiksek miktarda ender gozenlenen haplotip varligmi ve populasyon genislemesini
ya da beraberinde gotiirmeyi ifade etmektedir (31).

Eger Fu’s Fs degeri 6nemli buna karsin D* ve F* degerleri 6nemsiz ise bu

durum populasyon biiylimesine ya da genisleme araligina isaret eder (30).

3.3.2.5. Niikleotid Farkhihg (7)
Sekans verileri i¢cin populasyondaki polimorfizmi belirlemenin en uygun
Olciimii niikleotid farklhiligidir (w). Niikleotid farkliligi, rastgele segilen iki sekans

arasinda her bir alanda gozlenen niikleotid farkliliginin ortalama sayisidir. Sekans
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dizisinden rastgele ¢ekilmis, ayni niikleotidin iki kopyasindan birinin digerinden
farkli olabilme olasiligini tanimlar (39).
Hesaplamalar DnaSP bilgisayar programi vasitasiyla yapilmistir. Bu

hesaplamalar Nei’nin (52) iki farkli esitligine (I; 10.5 ve II; 10.6) gore yapilmistir:

(I) T = n/(n - I)inxjn,-j
Ve

(1D) T = Xx;/n,

Bu esitliklerde;  n sekans sayisi,
x; ve x; sirastyla i. vej. sekans frekanslari,
m;bunlar arasindaki farkl niikleotidlerin oranini,

n. karsilastirilan toplam sekans sayisini ifade etmektedir.

3.3.2.6. Molekiiler Varyans Analizi (AMOVA)

Varyasyon analizi (ANOVA) populasyonlarin sadece ortalama gen
frekanslar1 karsilastirdigi bundan dolayr da alel frekanslar1 ve aleller arasi
farkliliklarla yani mutasyonlarla ilgili verilerin analizinde yetersiz kaldigindan
Excoffier ve ark. (27) tarafindan molekiiler varyans analizi (AMOVA)
gelistirilmistir. Farklt molekiiler verilerden elde edilen analizlerde (RFLP, AFLP,
DNA sekans verileri) bu metot kullanilabilmektedir. Molekiiler varyans analizi bir

tiir icindeki molekiiler varyasyonu incelemek i¢in kullanilmaktadir.
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Molekiiler varyans analizi toplam genetik varyasyonu su boliimlere ayirarak
incelemektedir; populasyonlardaki gruplar arasi, gruplar i¢indeki populasyonlar arasi
ve bir populasyon igindeki bireyler arast (54).

AMOVA analizi 1 ve 0 degerlerinden olusturulan matrislerden tiiretilen
Euclidean uzakliklar1 kullanilarak yapilmaktadir. Bu tiiretilen uzaklik degerleri
normal dagilima benzemektedir. Bu nedenle, normal dagilim gostermesi i¢in veriler
tekrar tekrar secilerek permiitasyona tabi tutulur (27,54). Her bir permiitasyonda
ornek sayis1 sabit olmak kosulu ile populasyonun her bir bireyi rastgele
secilmektedir. Bu permiitasyon islemi bir¢ok kez tekrarlanmakta ve en sonunda
normal dagilim elde edilmektedir. Daha sonra hipotez testi yapilarak tekrar
ornekleme sonucunda elde edilen dagilim test edilmektedir.

Bu test metodunda bireylerin haplotiplerinin rastgele secildigi, bagimsiz
oldugu ve populasyonda orneklenen bireyler arasi akrabalik olmadigi ve bu
populasyonlarda serbest asim uygulandigi kabul edilmektedir. Bu nedenle eger bir
populasyonda serbest asim yoksa ve populasyonda akrabali yetistirme varsa
heterozigotluk azalacaktir (54).

AMOVA analizi i¢in iki grup olusturulmustur. Daha 6nce yapilan analizler
sonucu Akkaraman ve Ivesi wkmin Sakiz wkindan belirgin sekilde farklilastig:
dikkate alinarak Sakiz irki birinci grup, Akkaman ve Ivesi ki ikinci grup olarak
gruplandirilmistir. Bu gruplar i¢inde Sakiz, Akkaraman ve Ivesi wrklarinin her biri

ayr1 ayr1 bir populasyonu olusturmaktadir (Sekil 16).
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Sekil 16. AMOVA analizi i¢in olusturulan gruplar

3.3.2.7. F Istatistikleri

Wright’ i F istatistik degerleri, genetik varyasyonu; toplam populasyonlar, alt
populasyonlar ve bireyler bazinda incelemektedir. Ayn1 irkin farkl populasyonlari
arasindaki genetik cesitliligi incelemek ve populasyonlar ya da wklar arasi farki
tanimlayabilmek i¢in fiksasyon indeksleri kullanilabilmektedir. Bu indeksler Wright
tarafindan gelistirilmis olup sembolleri Fit, Fis ve Fsr’dir. Fir; populasyon
seviyesinde rastgele birlesen iki gametin ortak atadan gelme ihtimalini belirler.
Populasyonlarin akrabali yetistirme katsayis1 olarak tanimlanabilir. Fir toplam
populasyon tlizerinden Hardy-Weinberg dengesinden sapmalarm ol¢iimiidiir. Fig, alt
populasyonlarda goriilen ortalama akrabalik katsayisidir. Fsr; alt populasyonlar
arasinda bulunan genetik farkliliklarin 6l¢iimii i¢in belirlenen bir degerdir. Bir lokus

acisindan toplumlar1 karsilastrmada kullanilir. Alt populasyonlardan rastgele ele
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alinan iki gametin miisterek atadan gelme ihtimali olup alt populasyonlar arasindaki
genetik farkliligin 6l¢iisiidiir. 0 ila 1 arasinda bir deger alir. Belirlenen deger 1°e ne
kadar yakin ise alt populasyonlar miisterek atadan oldukga uzaktir denilebilir.

Eger Fsr degerti;

0 —0.05: kiictik bir genetik farklilagma,;
0.05 — 0.15: orta diizeyde farklilagma,;
0.15 — 0.25: biiyiik bir genetik farklilagsma
> (0.25: ¢ok biiyiik bir genetik farklilagmanin mevcut oldugu sdylenebilir.

Fst degeri kiiciik oldugu zaman populasyonlarin arasindaki varyasyonun

kiiciik oldugu sOylenebilir. Yani iki populasyon birbirine genetik olarak benziyor

demektir (54).

3.3.2.8. SIFT (Sorting Intolerant From Tolerant)

Meydana gelen amino asit degisimlerinin fenotipe etkisini degerlendirmek
amaciyla SIFT (56) analizi yapilmistir.

SIFT amino asit subtitiisyonlarinin protein fonksiyonunu etkileyip
etkilemedigini ve bdylece fenotipi degistirip degistirmedigini sekans homolojisini
kullanarak tahmin eder. Onemli amino asitlerin protein ailesi iginde iyi korunmus
oldugunu varsayarak, burada meydana gelecek degisikliklerin zararli olacagini

ongormektedir (56).

3.4. Arastirmanin Onemi ve Amaci
Tiirkiye’deki koyun varlig1 icinde Akkaraman ve Ivesi wklar1 dnemli bir yere
sahiptir. Bunlardan Akkaraman ki toplam koyun varlig1 i¢inde % 45.8’lik payiyla

birinci sirada yer alir ve bu wrkin ikiz dogum orani % 20-30’dur. Ivesi ise dzellikle
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Gilineydogu Anadolu Boélgesi’nde yetistiriciligi yapilan siit¢ii 0zelliklere sahip bir
koyun wkidrr. Tiirkiye’deki toplam koyun varliginin % 6.4’{inii olusturur, ikiz
dogum orani % 10-20°dir. Tiirkiye'de yetistirilen koyun irklarmndan biri olan Sakiz
ise, siitcli bir wktir ve diger yerli wrklarla karsilastirildiginda dol verimi oldukga
yiiksektir. Genelde bir batinda ikiz ya da {i¢iiz dogururlar. Bir dogumda 4, 5, 6 ve 7
kuzu doguran koyunlara da rastlanmaktadir (1). Sakiz irkinin bu ¢oklu dogurma
ozelligi bu wkin da diger tiirlerde veya irklarda bildirilmis olan ¢oklu doguma
neden olan genleri ya da bu genler ile iliskili olabilecek baska genleri tasima
olasiligini giliclendirmektedir (57).

Yukaridaki literatiir bildirislerden de anlasilacagi tizere, PRLR geni ile ¢coklu
dogum o6zelligi ve diger bazi lireme 6zellikleri arasindaki iliskilerin arastirildig:
calismalar ¢cogunlukla ¢iftlik hayvanlarindan domuzlarda gerceklestirilmis olup,
koyun ve sig1r tiirlerinde yapilan ¢alismalar ¢ok sinirl sayida kalmustir. Ozellikle,
Tirkiye’deki koyun irklar1 icin PRLR geninin polimorfizmlerinin veya bu gen ile
cesitli verim Ozelliklerinin iliskilerinin incelendigi ¢alismalara yapilan literatiir
taramalarinda ulasilamamistir. Bu nedenle, koyunlarda ¢oklu dogumu etkileyen
major bir gen ya da bu gibi genlerle yakin baglantili bir gen olabilecegi ifade
edilen PRLR geni bakimindan Tirkiye’deki mevcut potansiyelin ortaya
konulmasmin hayvan yetistiriciligi ve 1slah1 icin yararli olabilecegi
diisiiniilmektedir. Bunun i¢in, dncelikle koyun 1rklarinda ve sonrasinda diger ¢iftlik
hayvanlarinda PRLR geni ve diger aday genlerin polimorfizmlerinin ve cesitli
verim Ozellikleriyle iliskilerinin ¢alisilmasmin 6nemli oldugu gerceginden
hareketle, bu siirece PRLR geninin baz1 Tiirkiye yerli koyun irklarinda
polimorfizmlerinin  incelenmesinin  olumlu  katki  saglayabilecegi  umut

edilmektedir.
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Ayrica, degisik hayvan tiirleri icin dol verimi iizerine etkili oldugu birgok
arastirmada ifade edilmis olan PRLR geninin polimorfizminin Tirkiye’deki Sakiz,
Akkaraman ve Ivesi irklarinda molekiiler diizeyde incelenmesi ve sonrasmnda bu
polimorfizmlerin tespit edilebilmesi halinde 6zellikle ¢oklu dogum, diger bazi dol
verimi Ozellikleri ve siit verim Ozellikleri ile aralarindaki iliskileri de inceleyen
calismalarin yapilabilmesi s6z konusu olabilecektir. Bu sayede bu iwrklar ic¢in
yapilacak yetistiricilikte molekiiler destekli 1slah programlarinin uygulanabilmesi
olas1 hale gelebilecektir.

Koyun yetistiriciliginde degisik irklarda uygulanan farkli yetistirme
programlarinda dolverimi i¢in major genlerden yararlanma imkanlar1 bu gibi
projelerden elde edilen bulgular sayesinde belki de daha da artacaktir. Ozellikle bu
alanda arastrmalardan elde edilecek sonuglarin etkili ve olumlu sekilde sahaya
aktarilmast s6z konusu olabilirse, damizlik isletmeleri veya koyun yetistiricileri
degisik wrklarda dolverimi yoniinden major genleri tasiyan, DNA testine tabi
tutulmus hayvanlar arasindan kendi yetistirme kosullarma en uygun ve istedikleri
oranda etkiyi saglayacak olanlar1 se¢ebilme sansimi yakalayabileceklerdir. Bunun
yani1 sira bu genleri tastyan hayvanlarin yetistiricilikte kullanilmas: ile igletmede sifat
doneminde flasing uygulamasina gerek kalmadan yavru oraninda bir artis
olacagindan yem giderlerinin diisiiriilmesi a¢isindan da bir fayda saglanacaktur.

Ayrica, hastalik ve karakterlerin genetik diizeyde incelenmesi insanlar ve
hayvanlar i¢in alternatif teshis, tedavi ve korunma yontemlerinin gelistirilmesine ve
hayvansal {irtinlerinin daha verimli ve ekonomik iretilmesine olanak saglar. Bu
arastirmadan elde edilecek verilerin, karsilastirmali genom g¢alismalar1 yardimiyla
ekonomik degeri olan diger tiirlerin dol verimi ¢alismalarinda da kullanilabilecegi

ayrica, bu arastirma sayesinde olusturulacak alt yap1 ve bilgi teknolojisinin 6zellikle
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tip alaninda insanlarin fertilite sorunlarinin ¢dziilmesine yonelik alternatif tedavi
yontemleri olusturulmasina da katki saglayabilecegi diistiniilmektedir.

Bu ¢alisma, yukarida ifade edilmeye c¢alisilan bazisi kisa vadeli bazis1 da uzun
vadeli beklentiler seklinde degerlendirilebilecek hedeflere ulagmaya yonelik bir
baslangi¢c olarak, Tirkiye’de toplam koyun varligi i¢indeki Onemleri ve verim
ozellikleri yoniinden dne ¢ikmis olmalar1 nedeniyle Sakiz, Akkaraman ve Ivesi ki

koyunlarda PRLR geninin polimorfizmlerinin incelenmesi amaciyla yapilmastir.
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4. GEREC ve YONTEM

4.1. Gerec

Arastrmada, farkli isletmelerdeki Sakiz, Akkaraman ve Ivesi ki
koyunlardan alinan, her bir wktan 50°ser adet olmak {izere toplam 150 adet kan
numunesi kullanilmistir (Tablo 2). Her bir koyundan 2 ml kan alimmistir. Toplanan
bu kan oOrnekleri, DNA izolasyonlar1 gerceklestirilinceye kadar — 20 °C’ de
muhafaza edilmistir.

Calisma kapsaminda toplanan kanlarin alindigr koyun wklar1 ve koyunlarin

yetistirildikleri iller (Sekil 17) ile toplanan kan drnelerinin sayilar1 (Tablo 2) asagida

verilmistir.
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Sekil 17. Kanlarin alindig1 koyun 1rklar1 ve koyunlarin yetistirildikleri iller
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Tablo 2. Sakiz, Akkaraman ve Ivesi ki koyunlara ait kan &rneklerinin alindig: iller ve
ornek sayilari

Koyun Kan Ornegi Kan Orneklerinin
Irklan Sayisi Alindig iller
Sakiz 30 Canakkale (Ayvacik)
10 Canakkale (Bayramig)
10 [zmir (Odemis)
Akkaraman 20 Kirsehir
13 Kayseri
17 Konya
Ivesi 10 Gaziantep ve Kilis
10 Elazig
10 Sanlurfa (Merkez)
20 Sanlrfa (Ceylanpinar Tar. Islt.)
4.2. Yontem

4.2.1. DNA Ornekleri ve DNA izolasyonu

Tim kan Orneklerinin DNA izolasyonu “fenol-kloroform ekstraksiyon”
yontemi 1ile gergeklestirilmistir (62). DNA izolasyonunda uygulanan islemler
sirasiyla asagidaki sekilde gergeklestirilmistir:

e 1 ml kan 0.05 ml Etilendiamin tetraasetikasit (EDTA) (0.5 M; pH 8.0)
iceren falkon tiipe koyularak, 2X lysis buffer (10X lysis solusyonu: 770 mM
NH4Cl, 46 mM KHCO3, 10 mM EDTA) ile 5 mI’ye tamamlanmustir.

e 10 dk boyunca tiipler alt st edilerek iyice karistirilmis ve 30 dk buzun
icinde bekletilmistir.

e Tipler 10 dk santriftij edilmistir (3000 rpm, + 4 °C).

e Supernatant fazi1 atilmig ve pelete 0.3 ml salt/EDTA (75 mM NacCl, 25 mM

EDTA) eklenerek vortekslenmistir.
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e 0.03 ml % 10 Sodium Dodecyl Sulfate (SDS) solusyonu ve 15 pl
proteinase-K (10 mg/ml) eklenmis ve o6rnekler 55 °C’ de 3 saat etiivde bekletilmistir.

e Bekleme siiresi bittiginde 0.3 ml fenol (pH 8.0) eklenmistir. Tiipler 20 sn
oldukea sert bir sekilde ¢alkalanmis, sonra yumusak bir sekilde 5 dk boyunca ters
yiiz edilmistir.

e Daha sonra tiipler 10 dk santrifiij edilmistir (3000 rpm, + 4 °C).

e Supernatant fazi temiz ve uygun sekilde etiketlenmis yeni eppendorf tiipe
transfer edilmis, tizerine 0.3 ml fenol:kloroform:izoamil alkol (25:24:1) ilave
edilmistir. Tipler 20 sn oldukca sert bir sekilde ¢alkalanmis, sonra yumusak bir
sekilde 5 dk boyunca ters yiiz edilmistir.

e Sonra tiipler 10 dk santrifiij edilmistir (3000 rpm, + 4 °C).

e Supernatant fazi steril ve uygun sekilde etiketlenmis eppendorf tiipe
aktarilmistir.

e Uzerine iki kat1 kadar — 20 °C’ de sogutulmus %95 etanol eklenmistir.
Tiipler sert bir sekilde sallanmis ve yogunlasarak ¢oken DNA ucu kesik pipet ucuyla
almarak etanol igeren eppendorf tiipe aktarilmistir. Karisim, bir gece — 20 °C’ de
bekletilmistir.

e Eppendorf tiipler 10000 rpm’de, 10 dk santrifiij edilip, santrifiij sonrasi
alkol dikkatli sekilde dokiilmiis ve kalan alkol 10’luk pipet ucu kullanilarak
dikkatlice alinmstir.

e Bu islemlerin ardindan tiipler laminal flowda kurumaya birakilmis, alkol
tamamen uctuktan sonra 50 pl 10mM Tris HCI (pH 8.0) eklenerek sulandirma
yapilmistir.

e Elde edilen DNA’larin safligmin kontrol edilmesi igin Ankara Universitesi

Biyoteknoloji  Enstitlisii =~ Merkez  Laboratuvari’nda  bulunan  NanoDrop
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sperktrofotometre cihazi kullanilmistir. Elde edilen A260-A280 degerleri 1.8 — 2.0
arasinda bulunmustur.

DNA izolasyon isleminin basarili olup olmadigini kontrol etmek i¢in 2 pl stok
DNA, 3 ul 6X loading buffer (bromophenol blue boyasi) ve 3 ul dH,O karistirilarak
jel kuyucuklarmna yiiklenmistir. Ornekler % 1° lik agaroz jelde 100 V’ da 20 dk
elektroforez islemine tabi tutulmustur. Elektroforez sonunda DNA izolasyonunun
basarili olup olmadig: ise ultraviyole 151k altinda yapilan goriintiilleme sisteminde
orneklerin  yiiklendigi  kuyucuklarda parildama goriliip goriilememesiyle
degerlendirilmistir. Sayet parildama tespit edilmis ise islemin basarili oldugu
sonucuna varilmistir. Daha sonra bu stok DNA’lardan PCR i¢in 1/10 oraninda
sulandirma yapilmistir. Yapilan sulandirmalarin da PCR i¢in uygun olup olmadigini
degerlendirmek amaciyla yine ornekler % 1’ lik agaroz jelde yiiriitiilmiis,
kuyucuklarda ultraviyole goriintiileme sisteminde parildama goriildiigiinde yapilan

islem basarili olarak degerlendirilmistir.

4.2.2. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR)
Bu calismada elde edilen DNA orneklerinin PCR ile amplifikasyonu i¢in 50
ul’lik karigim hazirlanmistir. Polimeraz zincir reaksiyonu i¢in saglanan reaksiyon

kosullar1 Tablo 3’de sunulmustur.
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Tablo 3. Kandan izole edilen DNA 6rneklerine uygulanan PCR i¢in reaksiyon kosullari

Basamaklar Sicakhk Siire Dongii
°O) Sayisi

IIk Denatiirasyon 94 5 dk 1

Denatiirasyon 94 30 sn

Baglanma 60 30 sn 30

Uzama 72 1 dk

Son uzama 72 10 dk 1

Primerler, ilgili firmaya 100 nmol olarak siparis verilmis, uygun sekilde
sulandirilmalar1 yapildiktan sonra, Forward ve Reverse primerlerlerin her biri 10
pmol/ul konsantrasyonunda kullanilmistir. Calismada 4 primer cifti kullanilmis
ve kolaylik saglamasi acisindan primer 1, primer 2, primer 3 ve primer A miks
seklinde hazirlanmistir. Bolgenin PCR ile ¢ogaltilmasinda kullanilan bilesenler her
bir primer ¢ifti icin Tablo 4 ve 5°de ve PRLR genine ait kullanilan primerlerin baz
dizilimleri ise Tablo 6’da verilmistir. Hazirlanan PCR stok karisgimi 0.2 ml’lik

tiiplere belirtilen miktarda konulmustur.

Tablo 4. Primer 1, primer 2 ve primer 3 i¢in kullanilan PCR bilegenleri

PCR bilesimine Stok
koyula(nul;niktar Konsantrasyon
10X Buffer 5.0 10X PCR Bufter
MgCl, 5.0 25 mM
200 mM her bir dNTP 2.0 10 mM
Primer (Forward ve Reverse) 1.0 10 pmol/pl
Taq DNA Polimeraz 0.2 50U/l
DNA (50 ng) 1.0-2.0
dH,O 34.8-35.8
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Tablo 5. Primer A i¢in kullanilan PCR bilesenleri

rkpieinine s

(pnb Konsantrasyon
10X Buffer 5.0 10X PCR Bufter
MgCl, 6.0 25 mM
dNTP 2.0 10 mM
Primer (Forward ve Reverse) 1.0 10 pmol/pl
Taq DNA Polimeraz 0.2 50U/l
DNA 1.0-2.0
dH,O 34.8-35.8

Tablo 6. PCR analizi i¢in kullanilan koyun PRLR geni primerleri

Primerler Biiyiikliigii

baz cifti (bp)

Forward primer (5°—3’)

Reverse primer (5°—3°)

Primer 1 215
Primer 2 176
Primer 3 267

Primer A 391

CATCTGCTGGAGGTAAGTC

TGTCAGTAAGCGTCAGAGGC

ACACATGGAGCAAGGCGTG

CATCTGCTGGAGGTAAGTGC

TTCATTGCCCTCTGACGCTT

GGCTGGTGGAAGGTCACTCTT

GGGAAAGGCCATGTGGAAG

GGCTGGTGGAAGGTCACTCTT

4.2.3. Agaroz Jel Elektroforezi ve Bantlarin Gozlenmesi

Arastirmada elektroforez ¢ozeltisi olarak tris boric acid EDTA (TBE)
kullanilmistir. Agaroz jel ise % 0.05 ethidium bromide icerecek sekilde, % 2
yogunlukta hazirlanmistir. Agaroz jel tekneye hava kabarcigi olmayacak sekilde
dokiildiikten sonra jel taragi yerlestirilmis ve jelin katilagsmasi beklenmistir. Daha

sonra jel, elektroforez tankina yerlestirilmis ve jelin {istiinii tamamen Ortecek kadar

1X TBE eklenmistir.

61



Polimeraz zincir reaksiyonu sonucunda elde edilen iiriinler kuyucuklara
yliklenmeden o©nce parafilm kesilmistir. Bu parafilm {izerine kuyucuklara
yiiklenecek ornek sayisi kadar ylikleme ¢ozeltisi (loading buffer), her 6rnek i¢in 3’er
ul olacak sekilde otomatik pipetle koyulmustur. Iki pl yiikleme ¢ozeltisinin
iizerine Orneklere ait PCR iiriinlerinden 5 pl eklenerek agaroz jelin kuyucuklarina
yliklenmigtir. Elektroforez 15 dk 120 V elektrik akimi uygulanarak
gergeklestirilmisgtir.

Elektroforez islemi sonucunda jel teknesi i¢indeki jel, tanktan alinarak

ultraviyole 151k altinda incelenmistir.

4.2.4. Tek Zincir Konformasyon Polimorfizmi (SSCP) Analizi

Arastirmada SSCP analizi i¢in her bir PCR iirliniinden 2 pl almmis ve 2 pl
formamide buffer (% 98 formamide, % 0.025 bromphenol blue, % 0.025 xylen
cyanol, 10 mM EDTA pH 8.0) ile karistirilmigtir. Daha sonra 94 °C’de 10 dk
denatiirasyon saglanmistir. Denatiirasyondan hemen sonra 6rnekler buz iistiine
almmistir. Sonuglar, PAGE ile goriintiilenmistir. Poliakrilamid jel % 12 oraninda
hazirlanmistir. Jel kompozisyonu; 3 ml akrilamid soliisyonu (akrilamid/bisakrilamid
39:1), 1 ml 10X TBE, 6 ml deionize su, 75 pl Amonyum Persiilfat, 10 pl
Tetramethylethylenediamine (TEMED) seklindedir.

Poliakrilamid jelin polimerizasyonundan sonra Ornekler kuyucuklara
yliklenmis ve jel 100 V’da 16-17 saat yiirlitiilmiistiir. Bantlar giimiis boyama
metodu ile goriniir hale getirilmistir. Giimiis boyama yonteminde kullanilan

cozeltiler Tablo 7°de verilmistir.
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Tablo 7. Uygulanan giimiis boyama yonteminde kullanilan ¢ozeltiler

Kullanilan cozeltiler

% 10 asetik asit solusyonu % 10 ethanol solusyonu

100 ml Asetik Asit 10 ml Asetik Asit

100 ml Ethanol 200 ml Ethanol

1800 ml dH,O 1800 ml dH,O

10X AgNOj; solusyonu Gelistirici (developer) solusyonu
8.3 g AgNO; 9 g NaOH

500 ml dH,O 300 ml dH,O

420 pl Formaldehit

Glimiis boyama prosediirii ise asagidaki sekilde gerceklestirilmistir (9):

Ik olarak jel 10 dk % 10 asetik asit soliisyonunda bekletilmis, bu asamadan
sonra, % 10’ luk ethanol soliisyonu ile 5 dk yikanmistir. Daha sonra ethanol
soliisyonu uzaklastirilmis ve jel 1X giimiis nitrat soliisyonunda 25 dk bekletilmistir.
Yirmibes dakika sonunda jel 90 sn deiyonize suda yikanmis ve bantlar goriiniinceye
kadar gelistirici soliisyonda (0.75 M NaOH ve % 37 formaldehid) tutulmustur.
Sonrasinda, jel goriintiileme sisteminde beyaz 151k altinda fotograflanmustir.

Bu arastirmanin planlanip, yazimi asamasindaki mevcut kosullar nedeniyle
(proje biitgesinin ve siiresinin smirli olmasi, drneklerin DNA dizi analizi i¢in birim
maliyetinin o tarihlerde oldukca yiliksek olmasi gibi)  PRLR genine ait
polimorfizmlerin yerli koyun irklarimizdan Sakiz, Akkaraman ve Ivesi wrklarinda iic
farkli primer cifti kullanilarak incelenmesi amaciyla DNA izolasyonu, takibinde
PCR islemleri ve sonrasinda SSCP ydnteminden yararlanmak ongoriilmiistiir. Bu
kapsamda, yukarida agiklandigi sekilde kan Orneklerinin DNA izolasyonlar1

yapilmis ve bu DNA’lar kullanilarak PRLR genine ait intron 1 ve ekzon 10
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bolgesine spesifik ii¢ ¢ift primerin PCR i¢in optimizasyonu basarili sekilde
gergeklestirilmistir. Optimizasyon sonrasi bu primerlerin (primer 1, primer 2 ve
primer 3) Sakiz, Akkaraman ve Ivesi ki koyunlar i¢in her bir iktan 50’ser adet
olmak {izere toplam 150 adet 6rneginin PCR uygulamasi1 tamamlanarak bir sonraki
metot olan yukarida agiklandigi sekilde SSCP i¢in deneme caligmalar1 yapilmstir.
Ancak, yapilan denemeler sonucu her yiirlitme sonunda farkli motifler elde
edilmistir. Elde edilen motiflerin kontrol 6rnekleriyle dogrulanmasi ise tam olarak
saglanamamistir. Ciinkii bu calismada ele aliman PRLR geni ile ilgili benzer
uygulamalar, diinyada daha 6nce Cin’deki yerli koyun rkinda (Kisa Kuyruklu Han
koyunu) yapilmig ve bu arastrma sonuclar1 doktora tezi i¢cin referans olarak
kullanilmistir. Dolayisiyla, SSCP metoduyla elde edilen genotipleri belirlerken,
kontrol grubu olarak Kisa Kuyruklu Han koyun wkina ait DNA Ornegine ihtiyag
duyulmustur. Kontrol grubu olmadan yapilacak genotiplendirmeler ise hatali ve
tartigmali sonuglar verebilecegi endisesi tagimaktadir. Bu olumsuz durumun 6niine
gecebilmek icin her jel yliklemede, referans alinan makalede genotiplendirilmesi
yapilmis kontrol orneklerinin de yiliklenmesi diisiiniilmiistiir ancak makalenin
arastrmacilarindan Kisa Kuyruklu Han koyun ikina ait DNA Orneginin temin
edilmesi konusunda olumlu bir cevap almamamistir. Ayrica, ilgili kontrol 6rnekleri
kullanilarak SSCP metodu ile genotipler belirlenebilse dahi, genotiplendirme
yapildiktan sonra bu genotipleri olusturan mutasyonlarin ve polimorfizme neden
olan olas1 baz degisimlerinin ortaya konulabilmesi i¢in genom bankalarindaki
referans dizi ile elde edilen dizilerin, DNA dizi analizi metodu kullanilarak ortaya
konulmasi zorunlu hale gelmistir

Bu durum, 6rneklere ait SSCP sonuclarinin tartismaya acik olacagi endisesini

ortaya c¢ikarmustir. Ortaya ¢ikan bu durum ile ilgili olarak, ayni zamanda Firat
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Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi (FUBAP) tarafindan 1502 nolu
doktora tezi projesi olarak ta desteklenmis olan bu calismaya ek 6denek igin,
FUBAP’a basvurulmus, ancak biitce yetersizligi nedeniyle talebimiz uygun
goriilmemistir. Bu siirecte projede gelinen son noktada, arastirma sonuglarmin
saglikli, glivenilir ve tartismaya ac¢ik olmamast amaciyla Orneklerin
polimorfizmlerinin incelenmesinin DNA dizi analizi metodu ile yapilmasinin uygun
olacagi kanaatine varilmistir. Biitlin olumsuz kosullara ragmen, mevcut olan biitiin
imkanlar zorlanmis, Orneklerin DNA dizi analizi metodu ile degerlendirilmesi

yoluna gidilmistir.

4.2.5. PCR Uriiniiniin Piirifikasyonu

Hazir kit kullanilarak (Gene Clean Turbo for PCR MP, Cat# 1103600) yapilan
bu protokol, PCR f{iriiniinii primerler, niikleotidler ve tuzdan uzaklastirabilmek
amaciyla uygulanmistir. Hazir kitin icinde ii¢ farkl tampon/buffer bulunmaktadir.

Ilgili protokol asagidaki sekilde uygulanmistir:

e | voliim PCR iiriinii, 5 voliim buffer solusyonu ile karistirilmistir.

e Bu karisim spin column tiiplerinin i¢ine konulmustur. Spin column tiipleri
de 2 ml’lik toplama tiiplerine (collection tube) yerlestirilerek 14 000 rpm’de 5 sn
santrifiij edilmistir.

e Santriflij sonrasi toplama tiipleri bosaltilmis ve spin column tiipleri tekrar
iclerine yerlestirilmistir. Iclerine 300 pl PCR yikama buffer eklenerek tekrar 14 000
rpm’de 5 sn santrifiij edilmis ve toplama tiipleri santrifiij isleminden sonra
bosaltilmistir.

e 14 000 rpm’de 4 sn santriflij uygulanmistir.
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e Spin column tiipleri 1.5 ml hacimdeki eppendorf tiiplerinin igine
yerlestirildikten sonra 17 pul elution buffer tiiplerin tam ortasina gelecek sekilde
eklenmistir.

e Tiipler 5 dk oda 1sisinda inkiibe edildikten sonra 14 000 rpm’de 30 sn
santrifiij edilen piiriifiye PCR iirlinii zincir sonlanma reaksiyonu i¢in hazir hale

getirilmistir.

4.2.6. Zincir Sonlanma Reaksiyonu

Zincir sonlanma reaksiyonu, piirifiye PCR iirlinliniin, ANTP ve ddNTP iceren
hazir kitler (Beckman Coulter DTCS Quick Start) ile incelenecek DNA bdlgesinin
floresanl niikleotidlerle isaretlenmesi ve otomatik kapiller jel elektroforez cihazinda
goriintiilenmesi esasina dayanir (6). Bu reaksiyon i¢in hazirlanan bilesenler asagida

sunulmustur (Tablo 8).

Tablo 8. Zincir sonlanma reaksiyonu i¢in kullanilan bilesenler

Maddeler Miktar (ul)
Premix 4
Betain 2
Primer (1.6 pmol) 1
Piirifiye PCR iiriinii 1
dH,O 2
Toplam hacim 10
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Yukarida Tablo 8’de verildigi sekilde hazirlanmis olan reaksiyon Tablo 9’da
gosterildigi kosullarda amplifiye edilmistir. Amplifiye edilen {iriinler bu islemden

hemen sonra etanol presipitasyonu islemine tabi tutulmustur.

Tablo 9. Kullanilan primer A ve primer 3 i¢in sekans PCR kosullari

Sicakhk ° C Siire
96 3 dk
96 20 sn.
58 20 sn.
60 4 dk.
10 ~

4.2.7. Etanol Presipitasyonu

Arastirmada etanol  presipitasyon islemleri asagidaki sirayla
gerceklestirilmistir:

e 1.5 ml lik eppendorf tiiplerine 1 pul 125 mM EDTA (pH 8.0) koyulup,
bunun iizerine 10 pl PCR iiriinii koyulmus ve daha sonra da iizerine 1 pl Sodyum
asetat eklenmistir.

e Tiipler kapatilip vortekslendikten sonra buz iizerinde duran tiiplerin i¢ine 35
ul % 100 etanol eklenmis ve tekrar vortekslenmistir.

e Sonra 15 dk oda 1s1sinda inkiibe edilmistir.

e 15 dk sonunda 6rnekler 14 000 rpm’de 20 dk + 4 °C’de santriflij edilmistir.
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e Santrifiij sonunda siipernatant yavasca dokiilmiis ve iizerine % 70’lik
etanolden 130 pl koyulmustur.

e Tiipler bir kez alt list edildikten sonra 14 000 rpm’de 10 dk + 4 °C’de
santrifiij edilmistir.

e Son iki agama tekrarlanmistir.

e Tipler 14 000 rpm’de 45 sn, + 4 °C’de santrifiij edildikten sonra kalan
etanolii ucurmak i¢in 10 dk kapaklar1 agik birakilmistir.

e Ftanolden tamamen uzaklastirilmis orneklerin iizerine 20 pl formamide
eklenmis ve vortekslenmistir.

e Uriinler kapiller elektroforez cihazina yiiklenmek iizere eppendorf tiipiiniin
cidar1 1yice sivanacak sekilde pipete edilmistir.

e Her bir 6rnekten 20 pl olacak sekilde 96’lik platelere yiiklenms ve bu
orneklerin lizerine mineral yag damlatilmastir.

e Ornekler otomatik kapiller elektroforez cihazma (Beckman Coulter CEQ

8000) konularak DNA dizi analizi islemi gergeklestirilmistir.

4.2.8. DNA Dizi Analizi

Bu c¢alismada, PRLR geni icin intron 1 ve ekzon 10 bolgesine ait 3 farkli
primer tasarlanmistir. Dolayisiyla 150 bireye ait kan numunesinin 3 farkli primer
kullanilarak yiikseltgenmesi planlanmistir ki bu da 450 reaksiyonu kapsamaktadir.
Ancak, aciklandig1 gibi SSCP analizi sonucu elde edilen verilerin giivenilir
olmayacag1 ger¢cegi nedeniyle Orneklerin analizi DNA dizi analizi metodu ile
yapilmistir. Bunun i¢in de miimkiin oldugunca ¢ok 6rnegin DNA dizi analizinin

yapilabilmesinin yararl olacagi anlagilmistir. Bu noktadan hareketle arastirmadaki
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ornekler i¢cin uygulanan DNA dizi analizinde olusacak masraflar1 azaltmak amaciyla
1. intron bolgesinde primer 1 ve primer 2 i¢in yeni tasarlanmis olan primerin
(Forward: CATCTGCTGGAGGTAAGTGC, Reverse:
AAGAGTGACCTTCCACCAGCC) 391 bp tek bir bolge halinde yiikseltgenmesi
saglanmis, bu yeni primere Primer A denilmistir (Tablo 5). Primer 3 icin (276 bp)
ayn1 kosullar siirdiiriilmiistiir. Bu uygulama sayesinde DNA dizi analizi i¢in toplam
reaksiyon sayist 300°e (primer 1 ve 2 icin 150 Ornek, primer 3 i¢in 150 Ornek)
indirilmis ve maliyetin de bu sayede azaltilmasi1 amaglanmistir. Bunlardan ancak 100
ornek primer A ve 100 6rnek de primer 3 i¢in olmak {izere toplam 200 Ornek
sekanslanabilmistir. Buna gore primer A icin 29 adet Sakiz, 34 adet Akkaraman, 36
adet Ivesi wrkina ait 6rnekler olmak iizere toplam 99 6rnek basarili bir sekide
sekanslanirken, primer 3 i¢in sekanslanan 100 adet 6rnekten ancak 61 in de basarili
sonug almabilmistir. Primer 3 i¢in sekanslanan ornek sayisi ise ik dagilimina gore;
18 adet Akkaraman, 28 adet Sakiz, 15 adet Ivesi seklinde gerceklesmistir.
Aragtirmada Sakiz, Akkaraman ve Ivesi irki koyunlara ait kan ornekleri
kullanilarak koyun PRLR geninde polimorfizmlerin incelenmesi amaciyla
olusturulan primer A (intron 1) ile primer 3 (ekzon 10) kullanilmistir. Uygulanan
optimizasyon ¢alismalar1 sirasinda her iki primer i¢in de Reverse primerlerden daha
1yl okuma saglanmis ve dizi reaksiyonu Reverse primerler ile gerceklestirilmistir.
Piirifiye PCR iirtintiniin ANTP ve ddNTP iceren hazir Beckman Coulter DTCS
Quick Star kiti ile incelenecek DNA bolgesinin floresanli niikleotidlerle
isaretlenmesi amaciyla uygulanan zincir sonlanma reaksiyonunda kullanilan premix
miktar1 protokolde Onerilen miktar yerine 4 pl'ye disiiriilmiis ve dizileme

yapilabilmistir. Bu sayede en yiiksek maliyeti olusturan DTCS Quick Star kitin
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kullanim miktarmm yartya indirilmesi ile dizileme maliyeti biiyiik miktarda
azaltilmustir.

DNA baz dizileme reaksiyonu sonucu elde edilen elektroferogramlarda zayif
sinyaller ya da karmasik sinyaller alindigi durumlarda, zincir sonlanma
reaksiyonunda kullanilan PCR {iriinii miktar1 artirilarak sonuca gidilmistir. Ayni
sekilde GC’den zengin gen bdlgesi i¢in denatiirasyon 1s1s1 96-98 °C de tutulmustur.
Manipulasyon hatalarindan kaynaklanan sorunlar ise reaksiyonlarmn tekrar tekrar
yapilmasi ile giderilmeye ¢alisilmistir.

Kapiller elektroforezin ¢alismasi siiresince her bir sekans reaksiyonuna ait baz
dizisine ait veriler otomatik olarak bilgisayarda depolanmis ve bir sonraki
uygulamalar i¢in hazir hale getirilmistir.

DNA dizi analizinde kullanilan her bir ddNTP farkli floresan boya ile
boyanma 6zelligine sahiptir. Bunlardan, ddCTP mavi, ddTTP kirmizi, ddATP yesil
ve ddGTP siyah renktedir, bu sayede elektroferogramda elde edilen pikler farkli
renkleri ile birbirinden ayrilmaktadir. Sonuglar bu renk dizilimine goére tespit

edilmistir.

4.2.9. DNA Dizi Analizi Sonuclarinin Degerlendirilmesi

Haplotipik (tek bir kromozomda yer alan ve birbirine yakin lokuslarda bulunan
alel kompleksleri bir haplotip olarak adlandirilir) ya da genotipik lokuslar
kullanarak elde edilen molekiiler verilerin irdelenmesi, en uygun metotlar1 segerek
evrimsel iliski agact ya da network analizleri yapmak i¢in ¢esitli yazilimlar
kullanilmaktadir. Bu analiz yazilimlarinin kullanilabilmesi i¢in elde edilen veriler ile

programlara uygun bir girdi dosyasi hazirlanmasi ihtiyaci s6z konusu olmaktadir.
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Arastirmada Orneklerin DNA dizi analizleri sonunda elde edilen biitiin
sekanslar, her bir bireyin ayn1 lokusuna ait Reverse primerler ile elde edilen dizilerin
kromatogramlarinin incelenmesi ve her bir birey i¢in ilgili bdlgenin en ortak
dizilerinin olusturulmas1 amaciyla Bioedit programi kullanilarak referans diziyle
hizalanmistir. Bu islemler primer A ve primer 3 igin ayr1 ayr1 uygulanmistir.
Hizalanan dizilerin bastan ayni hizadaki baz ile baslayip sondan ayni hizadaki baz
ile bitmesi gerektiginden, fazlasi olan diziler baslangi¢ ve sondan kesilmistir. Bu
sekilde ayni uzunluga getirilen diziler fasta formatinda kaydedilerek istenilen
istatistik programlar1 ile analize hazir hale getirilmistir. Yukarida belirtildigi sekilde
kapiller elektroforez cihazinda uygulanan DNA dizi analizi islemi sonrasi elde
edilen sonuglar, http:www.ncbi.nlm.nih.gov veri tabaninda degerlendirilerek, analiz
edilen koyun PRLR gen bdlgesi normal gen dizisi ile kiyaslanmis ve mutasyon
analizleri yapilmistir.

Ayrica, Sakiz, Akkaraman ve Ivesi wrklarinda PRLR geninin farkli aleller
tastylp tagimadigmi incelemek icin genin fonksiyonel boliimlerinin dizilenmesi
sonucu elde edilen sekanslar vasitasiyla, ik i¢ci ve irklar arasi varyasyonun
belirlenmesine yonelik DnaSP 5 (61) bilgisayar programinda analiz edilmis, her bir
wrka ait haplotip yapisi ortaya cikarilmistir. Arastirma kapsaminda incelenen
orneklerin sekans analizleri, Ankara Universitesi Biyoteknoloji Enstitiisii Merkez

Laboratuvari’nda gerceklestirilmistir.
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4.3. istatistiksel Analizler

4.3.1. Komsu Birlestirme Agaci1 Metodu
Bu metot, genetik wuzakliklarin gorsel olarak belirtilmesi amaciyla
uygulanmistir.
Sekans verilerinin komsu birlestirme agac1 Kimura-two parameter (Kimura-
2P) modeline dayanarak, MEGA 4 (70) yazilimi kullanilarak olusturulmustur.
4.3.2. Uyumsuzluk (Mismatch) Dagilinm
Uyumsuzluk dagilim grafiginin olusturulmasinda DnaSP 5 (61) yazilimi
kullanilmastir.
4.3.3. Notralite Testleri
Notralite testleri ile ilgili biitiin hesaplamalar DnaSP 5 programi (61) ile
yapilmistir.
4.3.4. Niikleotid Farkhihg:
Sekans verilerine ait niikleotid farkliliginin hesaplanmasinda DnaSP 5 (61)
yazilimi kullanilmistir.
4.3.5. Molekiiler Varyans Analizi ve F Istatistikleri
Molekiiler varyans analizleri ve F istatistikleri Arlequin ver. 3.0 (26)
programi kullanilarak yapilmistir.
4.3.6. SIFT (Sorting Intolerant From Tolerant)

SIFT analizleri Pauline ve Henikoff (56)'un bildirdigi sekilde uygulanmistir.
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5. BULGULAR

5.1. DNA izolasyonu ve PCR

Arastirmanin daha 6nceki gere¢ ve yontem kisminda da belirtildigi gibi toplam
150 adet kan 6rneginin "fenol kloroform DNA izolasyon" protokoliine gore DNA
izolasyonu yapilmistir. DNA izolasyonunun basarili olup olmadigini degerlendirmek
iizere izolasyondan sonra 6rnekler, %1°lik agaroz jelde 30 dk elektroforez islemine
tabi tutulmus ve bu silire sonunda ethidium bromid’e baglanan DNA’larin floresan
parildama vermesi ile izolasyonun basaris1 dogrulanmistir (Sekil 18,19). Daha sonra
bu stok DNA’lardan PCR i¢in 1/10 oraninda sulandirma yapilmistir. Bu amagla 5 pl
stok DNA iizerine 50 pl dH,O eklenmistir. Ayn1 sekilde yapilan sulandirmalarin
PCR i¢in uygun olup olmadigimin degerlendirilebilmesi i¢in 6rnekler % 1’ lik agaroz
jelde vyiiriitiilmiis, ultraviyole goriintilleme sisteminde kuyucuklarda parildama
goriildiiglinde islemin basarili oldugu sonucuna varilmaistir.

Orneklere ait kanlardan elde edilen DNA’lar ile yapilan PCR’1n basaris1 ise
PCR sonunda elde edilen amplikonlarin % 2’ lik agaroz jel elektroforezinde primer 1
cifti i¢in 215 bp, primer 2 ¢ifti i¢in 176 bp, primer 3 ¢ifti i¢in 267 bp ve primer A
cifti i¢cin 1se 391 bp’ lik tek bantlarin gézlenmesi ile dogrulanmistir. Elde edilen

bantlar Sekil 20-23’de gosterilmistir.
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Sekil 18. Elde edilen stok DNA’larm % 1°lik agaroz jel goriintiisii (M: 1Kb DNA ladder, iC:
Ivesi-Ceylanpmar 1-12 numaral1 rnekler)

MIEh SC1 SC2 SC3 S5C4 SC SC6 SCT7 SC8 SC9 SC11 SC12 SCL13 SC14 SCL1S SCle SCL7 SC18 SC19 SC20
w — o = DT — o o

MIEh S5C21 5C22 5C23 5C24 5C25 5C26 5C27 5C28 5C29 SCIDBOS AK2 AKS AKl4 AKLS AKyl AEnd4 Bos Bos

= BRSO 3 0 B 65 3 =die S e S

MIEbh A202 A277 AJ84 A202 BOS BOS A287 A208 A203 A279

——— o= 2 -3
=

Sekil 19. PCR i¢in diliie edilen DNA’larin % 1°lik agaroz jel goriintiisii (M: 1Kb DNA ladder,
SC:  Sakiz-Canakkale 1-30; AK:  Akkaraman-Kirsehir; AKy:  Akkaraman-Kayseri;
A202,A277,A284,A292,A287,A298,A293,A279: Akkaraman-Konya 6rnekleri)
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Sekil 20. PCR sonunda elde edilen primer 1’e ait 215 bp’lik bolgenin % 2’lik agaroz jel
elektroforez goriintiisii (M: 100 bp’lik DNA Marker, SC: Sakiz-Canakkale)

Sekil 21. PCR sonunda elde edilen primer 2’ ye ait 176 bp’lik bdlgenin % 2’lik agaroz jel
elektroforez goriintlisii (M: 100 bp lik DNA Marker, SC: Canakkale’den alinan Sakiz irkina ait
ornekler)
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Sekil 22. PCR sonunda elde edilen primer 3’ ¢ ait 267 bp’ lik bolgenin % 2’ lik agaroz jel
elektroforez goriintlisii (M: 100 bp’lik DNA Marker, SC: Sakiz-Canakkale, A: Akkaraman, (--):
negatif kontrol)

M $Cl1 5C12 5Cl6 §C1T SC18
prmr A

391}. D ——
e

Sekil 23. PCR sonunda elde edilen primer A’ ya ait 391 bp’lik bdlgenin % 2’ lik agaroz jel
elektroforez goriintiisii (M: 100 bp’ lik DNA Marker, SC: Sakiz-Canakkale, (--) : negatif kontrol)
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5.2. Tek Zincir Konformasyon Polimorfizmi (SSCP) Analizi

Poliakrilamid Jel elektroforezi (PAGE) sonucu elde edilen, ancak

genotiplendirilmede kullanilamayan jel 6rnegi Sekil 24°de gosterilmistir.

Sekil 24. Primer 3 i¢in Sakiz irkina ait 6rneklerin SSCP sonucu elde edilen jel fotografi

5.3. DNA Dizi Analizi

PRLR geninde primer A ve primer 3’de, her bir 6rnek i¢in sekans maliyetinin
yiiksek olmas1 ve gerekli biitgenin saglanamamasi nedeniyle tek okuma yapilmistir.
Uygulanan optimizasyon c¢alismalar1 sirasinda her iki primer i¢in de Reverse
primerlerden daha iyi okuma saglanmis ve dizileme reaksiyonu Reverse primerler ile
tamamlanmistir.

Kapiller elektroforezin ¢alisma siiresince her bir sekans reaksiyonuna ait
DNA baz dizisi verileri (Sekil 25) otomatik olarak bilgisayarda depolanmis ve bir

sonraki uygulamalara hazir hale getirilmistir.
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Sekil 25. Uygulanan DNA dizi analizi ¢alismalarina ait elektroferogram 6rnegi

Otomatik kapiller jel elektroforezi DNA baz dizilemesinde biiyiik kolayliklar
ve avantajlar saglamasina karsin, yontemin hassas olmasindan dolay1 bazi zorluklar1
da icinde barindirmaktadir. PCR piirifikasyonunda, etanol presipitasyonunda, PCR
drlinliniin  dizileme dongii reaksiyonunda (sekans PCR) ve kullanmilan DNA
miktarinda optimizasyon yapilmas: gerekmektedir. Bunlara ragmen sonug
almamayan Ornekler iizerinde tekrar tekrar calisilmis ancak zaman, kimyasal madde
ve 1s giicii smirlart nedeniyle dizi okunmasi tamamlanamayan Orneklerin

incelenmesi daha sonraki bir siirece ertelenmek zorunda kalinmastir.
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Arastirmada primer A bolgesi i¢in tiim koyun irklarinda 6 farkli haplotip
belirlenmistir (Tablo 10). Bu haplotipleri olusturan varyasyonlar Tablo 11’de

verilmistir.

Tablo 10. Sakiz, Akkaraman ve Ivesi irklarinda primer A icin elde edilen haplotip sayilari
ve buna yol agan mutasyon noktalar1 (haplotip 1: referans diziyi ifade etmektedir)

Abszolute Position
1|Hap 1 clalg|c|c|c|c|a
Z|Hap 2 .
3|Hap 3 t t
4|/Hap 4 S A |
h|Hap h t _ja . .t .
G|Hap 6 .| tg tit g

Primer A i¢in en fazla gézlenen haplotip H2, en az goriilen ise H5 olmustur.
Akkaraman wrkinda haplotip 1, 2, 3 ve 4; Ivesi irkinda haplotip 1, 2, 3, 4, 5; sakiz
irkinda ise haplotip 1, 3, 4, 6 gozlenmistir. Bu haplotiplerden haplotip 6 sadece
Sakiz rkinda belirlenmistir (Tablo 12). Haplotip 1 referans dizininde (AF042358)
icinde oldugu ve herhangi bir mutasyon icermeyen dizidir. Buna gore Akkaraman
rkinda 2, Ivesi irkinda 1 ve Sakiz rkinda 2 birey (toplam 5 hayvan) bu haplotipe

dahildir. Irklarin haplotip dagilim grafigi Sekil 26°da gdsterilmistir.
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Tablo 11. PRLR primer A icin gozlenen haplotipler. H: haplotipi ifade etmektedir (HI:
referans dizi)

Nikleotid
pozisyonu Nt Nt Nt Nt Nt Nt Nt Nt
(Nt)
4 5 2 2 2 2 2 3
9 8 0 3 4 7 8 0
1 4 2 2 1 0
H1 C A G C C C C A
H2 C A G C C T C A
H3 T A G C C T C A
H4 C A A C C T C A
H5 T A A C C T C A
H6 C C G T G T T G

Irklar bazinda haplotipleri tasiyan hayvan sayilar1 ve nispi frekanslar1 Tablo

12°de gosterilmistir.
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Tablo 12. Primer A icin Sakiz, Akkaraman ve ivesi rklarinda gozlenen haplotip dagilimi ve

nispi haplotip frekanslari (H: haplotipi ifade etmektedir)

Akkaraman ivesi Sakiz T oplam
Haplotipler Irki Frekans Irki Frekans Irki Frekans

(n: 34) (n: 36) (n: 29) (n: 99)
H1 2 0.0588 1 0.027 2 0.0690 5
H2 21 0.6180 10 0.270 - - 31
H3 4 0.1180 8 0.216 1 0.0345 13
H4 7 0.2060 17 0.459 5 0.1720 29
H5 - - 1 0.027 - - 1
Ho6 - - - - 21 0.7240 21

Akkaraman Koyun
Irki

Ivesi Koyu n)lrkl

Sekil 26. Primer A i¢in Sakiz, Akkaraman ve Ivesi rrklarinda gozlenen haplotip dagilimlari
(H: Haplotip)
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Arastirmada, primer 3 bolgesinde koyun wrklarinin tamaminda referans dizi
hari¢ 7 farkli haplotip belirlenmistir (Tablo 13). Varyasyon noktalar1 ve amino asit

degisimleri Tablo 14’de gosterilmistir.

Tablo 13. Sakiz, Akkaraman ve Ivesi irklarma ait primer 3 igin elde edilen haplotipler (HI1:
referans diziyi ifade etmektedir)

Abszolute Poszition
1|Hap 1 alala|alg|g|alal|c|(g|t|g
Z2|Hap 2 .. gqlg a
J|Hap 3 t . gaqg . ;
4|Hap 4 t gla ttaca
H(Hap & t gl a bt ac
G(Hap b t|. . gla tttac
f|Hap ¢ tt . ga ttac
g|Hap B tt . ga ttaca

Primer 3’e ait 8 haplotipten H1 referans diziyi (AF041257) icermektedir. Diger
haplotiplerin koyun rrklarina gére dagilimi ise; Akkaraman ve Ivesi rkinda haplotip
2 ve 3; Sakiz irkinda ise haplotip 2, 3, 4, 5, 6, 7 ve 8 seklinde gozlenmistir. En fazla

gozlenen haplotip H3, en az gézlenen ise H6 olmustur (Tablo 15).
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Tablo 14. PRLR primer 3 i¢cin gozlenen haplotipler ve amino asit degisiklikleri (Sadece

varyasyon gosteren amino asit degisimleri tabloda gosterilmistir. H: Haplotipi ifade etmektedir.)

Niikleotid
Irklar pozisyonu Nt Nt Nt Nt Nt Nt Nt Nt Nt Nt Nt Nt
(Nt)
2 1 8 1 1 1 1 1 1 2 2 2
4 1 3 6 6 6 7 8 0 0 0
8 0 6 7 6 6 6 7 8
AA Q D E E H S G
degisikligi 1 1 1 1 1 2 2
4 6 6 6 7 0 0
L 0 6 7 6 6 8
N K \") L N R
Referans H1 A A A A G G A A C G T G
Akkaraman ve ivesi H2 T A G G G A A A C G T G
Akkaraman ve ivesi H3 T A G G G G A A C G T G
Sakiz H4 T A A G A G A T T A C A
Sakiz H5 T A A G A G A T T A C G
Sakiz H6 T A A G A G T T T A C G
Sakiz H7 T T A G A G A T T A C G
Sakiz H8 T T A G A G A T T A C A

Irklar bazinda haplotipleri tasiyan hayvan sayilar1 ve nispi frekanslar1 Tablo

15’de, rklarmn haplotip dagilim grafikleri ise Sekil 27 de gosterilmistir.
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Tablo 15. Primer 3 igin Sakiz Akkaraman ve Ivesi irklarinda gézlenen haplotip dagilimi ve
nispi haplotip frekanslar1 (H: haplotipi ifade etmektedir)

Akkaraman ivesi Sakiz Toplam
Haplotipler Irki Frekans Irki Frekans Irki Frekans

(n:18) (n: 15) (n: 28) (n: 61)
H2 9 0.5 7 0.467 1 0.0357 17
H3 9 0.5 8 0.533 2 0.0714 19
H4 - - - - 2 0.0714 2
H5 - - - - 12 0.4290 12
Hé - - - - 1 0.0357
H7 - - - - 8 0.2860 8
H38 - - - - 2 0.0714

Akkaraman Koyun Irki

Sakiz Koyun Irki

HE H: W3
1% 7w i
4 r

Sekil 27. Primer 3 icin Sakiz, Akkaraman ve Ivesi wrklarmn haplotip dagilimlar1 (H:

Ivesi Koyun Irki

Haplotip)
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5.4. Komsu Birlestirme Agaci ve Network Analizi

Hem primer A bolgesi hem de primer 3 i¢in haplotipler arasindaki
iligkinin ortaya ¢ikarilmasinda Kimura 2P modelini esas alan komsu birlestirme
agac1 metodu kullanilmistir. Primer A ve primer 3 icin filogenetik agaglar ¢izilirken
"bootstrap" (bagla-coz) testi yapilmistir (Sekil 26,27) yani aga¢ ¢izim islemi
bilgisayar programinda bootstrap degeri 1000 kere tekrar edilmistir. Sekanslar
arasinda karsilastirma yapmak ve bolgenin daha ayrintili incelemesini saglamak
amaciyla elde edilen veriler yaban koyunu PRLR genine ait baz dizileri ile de
kiyaslanmak istenmistir ancak bdyle bir calisma yapilmadigindan, istenilen baz
dizisine ulasilamamis ve sekanslar bu farklilagsmay1 tespit etmek amaciyla
karsilagtirilamamistir. Primer 3 icin Rusya, Finlandiya ve Polonya koyun irklarima
ait sekanslar (NCBI erisim numarast: FJ901296, FJ901297, FJ901298, FJ901299,
FJ901300 ve FJ901301) karsilastrma yapmak icin kullanilmistir. Sakiz irki ile
Akkaraman ve Ivesi wrkinn birbirinden farklilastigi gdzlenmistir (Sekil 28,29).
Primer 3 icin ¢izilen filogenetik agaca dahil edilen Rusya, Finlandiya ve Polonya
yerli koyun 1rklarinm Akkaraman ve Ivesi irkiyla aym grup icinde yer aldigi, Sakiz

rrkindan ise farklilastig1 gézlenmistir.
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Sekil 28. Akkaraman, Ivesi ve Sakiz wklarinin referans sekansla birlikte primer A icin

cizilen bootstrap konsensus komsu birlestirme agaci [Primer A igin harflerin temsil ettikleri
populasyonlar ‘A’ Akkaraman (6rn Al.1) , ‘B’ Ivesi (6rn B2.1) ve ‘C’ Sakiz (érn. C3.1) seklinde
ifade edilmistir.]
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Sekil 29. Akkaraman, Ivesi ve Sakiz irklarinin referans sekansla birlikte primer 3 i¢in ¢izilen
bootstrap konsensus komsu birlestirme agaci [1, 2, 3, 4, 5 ve 6; Rusya, Finlandya ve Polonya
yerli wrklarinda bulunan haplotipleri ifade etmektedir. (Primer 3 i¢in harflerin temsil ettikleri
populasyonlar ‘A’ Akkaraman (6rn A1.2) , ‘B’ Ivesi (6rn B2.2) ve ‘C’ Sakiz (érn. C3.2) seklinde
ifade edilmistir. ]
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Sakiz, Akkaraman ve Ivesi mkini iceren koyun populasyonlar: evrimsel
bicimlerin gorsel hale getirilmesi ve verilerin derinlemesine incelenmesi amaciyla
network bilgisayar yazilimi ile analiz edilmistir ve verilerin daha derinlemesine
inceleme imkan1 saglamistir (Sekil 30,31). Elde edilen sonuca gore, primer A icin en
yaygin gézlenen haplotip H2’dir. Haplotipler arasindaki iligkiye gore de haplotip 1
haplotip 2 ile tek baz degisimiyle; haplotip 3 ve haplotip 4 ile 2 baz degisimiyle;
haplotip 5 ile 3 baz degisimi; haplotip 6 ile de 6 baz degisimi ile ayrilmaktadir (Sekil
30). Primer 3 i¢in en yaygin gozlenen haplotip H3 diir; bu bélgede ise haplotip 1,
haplotip 2 ile 4; haplotip 3 ile 3; haplotip 5 ile 7; haplotip 4, haplotip 6 ve haplotip 7

ile 8; haplotip 8 ile de 9 baz degisimiyle ayrim gostermistir (Sekil 31).
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Sekil 30. Primer A bdlgesinin haplotip yapilarimin network analiz sonuglarmna ait grafik
(Haplotipler; H 1, H 2, H 3, H 4, H 5, H 6 ve mutasyon noktalari; 49,58, 201, 234, 242, 272, 281
ve 300 olarak ifade edilmistir. H_1 referans dizi )
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B salaz
akkaraman

Bl ivesi

M cferans dizi

I rusya,polonya ve
finlandiya koyun

208 irklannda gbzlenen
) ’ haplotipler

Sekil 31. Primer 3 haplotip yapilarmin Network analiz sonuglarina ait grafik (Haplotipler;
HI1,H2,H3,H4, HS5 H®6,H7 HS8, HO9, H 10, H 11 mutasyon noktalar1; 13, 68, 80, 137,
159, 165, 175, 185, 205, 206, 207 olarak ifade edilmistir. H 1 referans diziyi ifade etmektedir. H 9,
H 10, H 11 ve H 1 haplotipleri Rusya, Polonya ve Finlandiya koyun irklarinda gozlenen

haplotiplerdir.)
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5.5. Uyumsuzluk (Mismatch) Dagilim

Uyumsuzluk dagilimlarinda ve elde edilen radiation agaclarda (Sekil 32,33)
hem primer A i¢in hem de primer 3 i¢in iki temel grubun oldugu belirlenmistir.
Hangi wklarin hangi haplotipleri tasidigi ve elde edilen gruplar Tablo 16°da
gosterilmistir. Buna gore her iki bolge i¢in her iki temel grubun da ayri ayri
uyumsuzluk dagilimlar1 analiz edilmistir.

Bu arastirmada primer A ve 3 i¢in elde edilen uyumsuzluk dagilimlar sirasiyla
Sekil 34 ve 35’deki grafiklerde sunulmustur. Bu grafiklerde gozlenen uyumsuzluk
dagilimlar1 beklenen dagilimlar ile karsilastirilmigtir. Ust (I) grafiklerde beklenen
egri varsayilan sabit populasyon biiylikliigiine gore ¢izilmistir; buna karsin alttaki
grafiklerde ise (II) beklenen egriler populasyon biiyiimesi varsayimi altinda
cizilmistir.

Arastirmada hem primer A hem de primer 3 i¢in elde edilen uyumsuzluk

dagilimlar1 her iki grup i¢in de populasyon biliyiimesine isaret etmektedir.
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Tablo 16. Primer A ve primer 3 i¢in haplotip ve grup dagilimlar: ile haplotipleri gosteren
ornekler

PRIMER 3
Haplotip n Ornek Adi
H1 1 Referans dizi
H2 17 Al,A2,A3,A4,A5,A6,A8,A14,A15,B1,B5,B
6,B7,B10.B11,B14,C27
Grup A
H3 19 A7,A9,A10,A11,A12,A13,A16,A17,A18,B
2,B3,B4,B8,B9,B12,B13,B15,C25,C26
H4 2 Cl, C3
Grup B HS5 12 C2,C4,C5,C6,C7,C8,C12,C13,C20,C21,
C23,C28
Hé6 1 C9
H7 8 C10,C11,C14,C15,C16,C17,C22,C24
HS8 2 C18.,C19
PRIMER A
Grup B Hé6 21  C1-20,C29
H1 5 A2,A32,B26,C23,C27
H2 Al1,A3,A4,A5,A6,A7,A9,A12,A13,A15,
A19,A21,A23,A24,A25,A26,A27,A28,
31 A29,A30,A33,B5,B6,B8,B14,B24,B25,
B30, B33,B36,B37
Grup A
H3 13 AS8,A14,A18,A34,B2,B7,B15,B17,B20,
B22,B23,B28,C28
H4 29  A10,A11,A16,A17,A20,A22,A31,B1,B3,
B4,B9,B11,B12,B13,B16,B18,B19,B21,
B27,B29,B31,B32,B34,B35,C21,C22,C24,
C25,C26
H5 1 B10

A: Akkaraman 1k, B:Ivesi irki, C: Sakiz irkina ait drnekleri ifade etmektedir
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Grup A

Grup B

0.on2

Sekil 32. Primer A igin elde edilen komsu birlestirme agaci (radiation stili) ve goézlenen
gruplar (H1; haplotip 1; H2, haplotip 2; H3 haplotip 3; H4 haplotip 4; H5 haplotip 5; H6 Haplotip
6’y1 ifade etmektedir.)
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H3

GRUP A

7H5

GRUFP B

Sekil 33. Primer 3 i¢in elde edilen komsu birlestirme agaci (radiation stili) ve gdzlenen
gruplar (H1 haplotip 1; H2 haplotip 2; H3 haplotip 3; H4, haplotip 4; H5 haplotip 5; H6 haplotip 6;
H7 haplotip 7; H8 haplotip 8’1 ifade etmektedir. 1, 2, 3, 4, 5, 6 ise Rusya, Finlandya ve Polonya yerli
wrklarinda bulunan haplotipleri ifade etmektedir)
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5.6. Notralite Testleri

Populasyonlarin ge¢misi hakkinda daha ayrintili bilgi sahibi olmak ig¢in
yapilan nétralite test sonuglar1 Tablo 17°de gdsterilmistir.

Her iki primer i¢cin haplotip farkliligi (Haplotype diversity; Hd) yiiksek
niikleotid farkliligr (Nucleotide diversity, m) diisiiktiir. Primer A i¢in grup A da
notralite test sonuglar1 (Tajima’s D, Fu and Li’s D and F, Fu’s Fs) pozitiftir. Primer
3 i¢in grup A ve grup B ve primer A icin grup B’de nétralite test sonuglart negatif

bulunmustur (Tablo 17).

Tablo 17. Primer A ve primer 3 i¢in grup A ve grup B’ye uygulanan nétralite test sonuglar
ve farklilik degerleri

Primer A Primer A Primer 3 Primer 3

Grup B Grup A Grup B Grup A
Haplotip Sayis1 1 5 5 3
Niikleotid Farkhihg: (7 ) 0.00063 0.00219 0.00348 0.00515
Haplotip Farkhihg1 (Hd) 0.186 0.584 0.610 0.695
Theta (O,,) 0.55590 0.60570 0.79450 1.19773
Tajima’s D -1.51414 0.18769 -0.04533  -0.09643
Fu & Li’s F* -2.21420 0.75032 -0.18302 -0.60514
Fu & Li’s D* -2.08204 0.84631 -0.20284 -0.70220
Fu’s Fs -1.920 0.171 - 1.486 - 0.955
Raggedness (rg) 0.4322 0.1894 0.1099 0.1195
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5.7. Molekiiler Varyans Analizi (AMOVA) ve F Istatistikleri

Genetik varyasyonun irklar arasinda ve irklar icerisinde nasil dagildigini
gormek i¢in iki grup olusturularak molekiiler varyans analizi (AMOVA) yapilmistir.

Arastirma sonuglar1 incelendiginde, primer A i¢in toplam genetik varyasyonun
% 65.40’1 gruplar arasinda, % 33.14°i populasyonlar iginde, % 1.47’sinin grup
icindeki populasyonlar arasinda oldugu gozlenmistir. Irklar arasi farkliligin istatistiki
olarak onemli olup olmadig1 Fsr degerleriyle hesaplanmistir. Buna gore elde edilen
sonu¢ Sakiz wkinin, Akkaraman ve Ivesi wrkindan énemli derecede farklilastigmi
(P<0.001) (Tablo 18); Akkaraman ve Ivesi wrklar1 arasinda ise orta diizeyde genetik
farklilasmanin oldugunu gostermektedir.

Primer 3 i¢in toplam genetik varyasyonun % 19.20’si populasyonlar i¢inde, %
-0.57’s1 gruplar i¢i populasyonlar arasinda, % 81.37’nin gruplar arasinda oldugu
gozlenmistir. Irklar arasi farkliligin istatistiki olarak 6nemli olup olmadigi Fsr
degerleriyle hesaplanmistir. Elde edilen sonuglara gore Sakiz irkinin, Akkaraman ve
Ivesi rkindan 6nemli derecede farkhilastigini (P<0.001), Akkaraman ve Ivesi wklar

arasinda ise onemli bir genetik farklilasmanin olmadigi tespit edilmistir (Tablo 19).
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Tablo 18. Primer A i¢in, irklarm ikili karsilastirilmast sonucunda hesaplanan Fgr degerleri
ve onemlilik diizeyleri

Sakiz ivesi Akkaraman
Sakiz 0.00000 - -
ivesi 0.62790""" 0.0000 -
Akkaraman 0.63278"" 0.09512 0.0000

EEET
(P<0.001)

Tablo 19. Primer 3 i¢in wrklarmn ikili karsilastirilmasi sonucunda hesaplanan Fgr degerleri ve
onemlilik diizeyleri

Sakiz ivesi Akkaraman
Sakiz 0.00000 - -
ivesi 0.77152"" 0.00000 -
Akkaraman 0.78055""" -0.02923 0.0000

EEET
(P<0.001)
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5.8. SIFT (Sorting Intolerant Fom Tolerant)

Elde edilen bulgular Tablo 20 'de gosterilmistir. Buna gore Q336L ve E387V
amino asit yer degisimleri protein fonksiyonunu etkiledigi varsayilmaktadir. Bu

substitlisyonlar ise sadece Sakiz rkina ait 6rneklerde gézlenmektedir.

Tablo 20. PRLR geni primer 3'e ait amino asit substitlisyonlar1 i¢in fenotip etkilenme
tahminleri.

SIFT

Prediction Score MSC
Q336L Affect protein function 0.01 3.45
D385N Tolerated 1.00 3.45
E387K Tolerated 0.15 3.45
E387V Affect protein function 0.03 3.45
H390L Tolerated 1.00 3.45
S400N Tolerated 0.54 3.45
G401R Tolerated 0.34 3.47
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6. TARTISMA ve SONUC

Bu arastrmada Sakiz, Akkaraman ve Ivesi ki koyunlarda PRLR geninin
polimorfizmleri incelenmistir. Bu amagla koyunlardan alinan kan oOrneklerine
sirastyla  DNA izolasyonu, PCR, SSCP ve DNA dizi analizi yOntemleri
uygulanmistir. DNA dizi analizi sonrasi elde edilen sekans verileri komsu
birlestirme agaci (NJ), network analizi, uyumsuzluk dagilimi, nétralite testleri,

AMOVA ve F istatistikleri yapilarak degerlendirilmistir.

6.1. DNA izolasyonu ve PCR
Kan Orneklerinin "Fenol-Kloroform Ekstraksiyon" yOntemiyle DNA
izolasyonu ve hemen arkasindan uygulanan polimeraz zincir reaksiyonlar1 ilgili

protokollere gore basarili sekilde gerceklestirilmistir.

6.2. Tek Zincir Konformasyon Polimorfizmi

Uygulanan SSCP  metodunda elde edilen sonuglar  Grneklerin
genotiplendirilmesinde kullanilamamistir. Ciinkii yapilan denemeler sonucu her
yiiriitme sonunda farkli motifler elde edilmistir. Elde edilen motiflerin kontrol
ornekleriyle dogrulanmasi yapilamamistir. Kontrol oOrnekleri ile dogrulanarak
genotiplendirme yapilabilse dahi SSCP’nin tartigmaya agik ve giivensiz bir metot
oldugu bilinmektedir. Bu yontemle genotiplendirmeler yapildiktan sonra, bu
genotipleri olusturan mutasyonlarin ve polimorfizme neden olan olast baz

degisimlerinin DNA dizi analizi metodu kullanilarak belirlenmesi gerekmektedir.
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6.3. DNA Dizi Analizi

Arastirmada, primer A i¢in tiim wrklar bakimmdan 6 farkli haplotip tespit
edilmistir. Bu haplotipler; Haplotip 2; C272T, Haplotip 3; C49T, C272T, Haplotip 4;
G201A, C272T, Haplotip 5, C49T, G201A, C272T, Haplotip 6; A58C, C234T,
C242G, C272T, C281T, A300G seklinde gergeklesmistir. Her bir irk i¢in yapilan
degerlendirmede ise, Akkaraman 1rki i¢in en fazla haplotip 2 (% 62) gozlenirken,
haplotip 5 ve 6 hic tespit edilmemistir. Ivesi k1 i¢in en fazla haplotip 4 (% 46)
belirlenmis, haplotip 6 hi¢ gozlenmemistir. Sakiz ki i¢in ise en fazla gézlenen
haplotip 6 (% 72) olmustur. Irklar arasinda yapilan karsilagtirmalarda ise ozellikle,
haplotip 6’nin  Akkaraman ve Ivesi wklarinda ortak olarak hi¢ bir &rnekte
saptanmamis olmasima ragmen, Sakiz irkinda ise en ¢ok belirlenen haplotip olmasi
dikkat cekici ve 6nemli bir varyasyon olarak degerlendirilmistir. Ayrica bu durumu
destekler nitelikte, haplotip 2’nin Akkaraman ve Ivesi wklarinda gozlenip Sakiz
irkinda hi¢ tespit edilmemis olmast da Onemli bir bulgu olarak
degerlendirilmektedir.

Aragtirmada Sakiz, Akkaraman ve Ivesi wklarma ait primer 3 bdlgesinde
referans dizi hari¢ 7 farkli haplotip tespit edilmistir. Elde edilen haplotiplerdeki
varyasyonlar; Haplotip 2; A2T, A81G, A138G, G166A, Haplotip 3: A2T, AS81G,
A138G, Haplotip 4; A2T, A138G, G160A, Al176T, C186T, G206A, T207C,
G208A, Haplotip 5; A2T, A138G, GI60A, A176T, C186T, G206A, T207C,
Haplotip 6;: A2T, A138G, G160A, Al67T, A176T, C186T, G206A, T207C,
Haplotip 7; A2T, A14T, A138G, G160A, A176T, C186T, G206A, T207C, Haplotip
8; A2T, A14T, A138G, G160A, A176T, C186T, G206A, T207C, G208A, olarak
belirlenmistir. Irk i¢ci yapilan degerlendirmede, Sakiz ki icin en fazla bulunan

haplotipler haplotip 5 (% 43) ve haplotip 7 (% 29) olmustur. Akkaraman ve Ivesi
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irki i¢in sadece haplotip 2 (sirasiyla % 50, % 47) ve 3 (swrastyla % 50, % 53) tespit
edilmistir. Irklar arasinda yapilan karsilastirmalarda dzellikle, Akkaraman ve Ivesi
rklarida haplotip 2 ve haplotip 3’iin benzer sayilarda tespit edilmis olmas1 ve diger
haplotiplerin hi¢ gdzlenmemis olmas1 ortak bir sonu¢ olarak degerlendirilmektedir.
Bunun yaninda, Sakiz irkinda en ¢ok haplotip 5 ve haplotip 7’nin belirlenmesi ve bu
haplotiplerin Akkaraman ve Ivesi irkinda hi¢ gdzlenmemis olmas: dikkat cekici ve
kaydadeger bir bulgu olarak degerlendirilmektedir. Gozlenen varyasyonlar; A14T
Gin --> Leu, G160A Asp -->Asn, G166A Glu-->Lys, Al167T Glu-->Val, A176T
His--> Leu, G206A Ser --> Asn, G208A Gly-->Arg amino asit degismine yol
acarken; A2T, A81G, A138G, C186T, T207C ise herhangi bir amino asit degisimi
olmamustir.

Her iki primer bolgesi i¢in de yukarida ifade edilmis olan bulgular,
arastirmada kullanilmis olan rklar bakimindan PRLR geninin dikkate deger diizeyde
polimorfizmlere sahip olabilecegini gostermistir. Bu arastirma bulgularina benzer
sekilde, koyunlarda PRLR geninde wklar aras1 ve wk ici diizeyde polimorfizmlerin
bulundugu farkli koyun ve ke¢i iklarinda yapilmis bazi arastirmalarda da
bildirilmistir. Bu arastrmalarda; PRLR geninde, Mu ve ark. (50) Kisa Kuyruklu
Han, Dorset, Suffolk ve Dorset koyunlar1 ile Kisa Kuyruklu Han koglarmin F;
melezlerinde SSCP metodu ile SNP saptamuglar, ii¢ primer kullandiklar1 ¢alismada
her bir primer i¢in {i¢ genotip (AA, AB, BB) belirlemislerdir. Primer 1 i¢in, AA
genotipi dort koyun wkinda da saptanirken, AB genotipi Kisa Kuyruklu Han
Koyunu, Dorset ve Suffolk koyun wklarinda, BB genotipi ise sadece Dorset koyun
irkinda kaydedilmistir. Primer 2 i¢in, hem AA hem de AB genotipi dort wrkta da
belirlenmis, buna karsin BB genotipi Suffolk wkinda goriilmiistiir. Primer 3 i¢in, 3

genotip de (AA, AB ve BB) dort koyun populasyonunda tespit edilmistir.
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Aragtirmada {i¢ primer ¢ifti bakimindan, dort koyun k1 i¢cin de A alelinin frekans1 B
alelinin frekansindan 6nemli diizeyde yiiksek bulunmustur.

Diger bir caligmada Chu ve ark. (19) Kisa Kuyruklu Han koyunlarinda PRLR
geni ekzon 10 ve intron 1 iginde li¢ primer ¢iftini PCR amplifikasyonu i¢in dizayn
etmigler, bu gen bdlgesinde PCR-SSCP vasitasiyla SNP saptamiglardir. PRLR
geninin yavru sayistyla iliskilerinin arastirilmasi sonunda {i¢ primer ¢iftinin {i¢
genotipi (AA, AB ve BB) belirledigi saptanmistir. Ug primer ¢ifti igin sirastyla “A”
alelinin frekans1 0.96, 0.79, 0.68 ve “B” alelinin frekans1 0.04, 0.21, 0.32
bulunmustur. Sirasiyla AA genotipinin frekans1 0.93, 0.62, 0.51, AB genotipinin
frekans1 0.06, 0.34, 0.34 ve BB genotipinin frekans1 0.01, 0.04, 0.15°dir. BB ya da
AB genotipine sahip Kisa Kuyruklu Han koyunlar1t AA genotipine sahip olanlardan
daha fazla kuzulama oranina sahip olmuslardir. Intron 1 bolgesi icin gelistirilen 176
bp’lik primer 2 kullanilarak SSCP analizleri ile tespit edilen mutasyonun kesin
lokalizasyonunun saptamak i¢in uyguladiklari DNA dizi analizlerinde BB
genotipinin AA genotipinden iki baz degisimi (T84C ve T174G) sonucu ayrildigini
ortaya koymuslardir. PRLR geninin Kisa Kuyruklu Han koyunlar1 i¢in ya coklu
dogumu etkileyen major bir gen ya da bu gibi genlerle yakin baglantili bir gen
oldugu bildirilmistir. Bu arastirmacilar primer 2 i¢cin AA ve BB genotipleri
arasinda farkliliga yol acan varyasyonu T84C baz degisimi olarak bildirilmistir.
Yapilan bu ¢alismada ise Chu ve ark. (19) belirttigi noktanin bir baz ilerisinde,
calistlan biitiin wklarda (Sakiz, Akkaraman, Ivesi) C272T baz degisimi
saptanmistir.

Zhang ve ark.’nin (78) dol verimi yiliksek (Jining Grey kegisi) ve diisiik
(Liaoning Kasmir kecisi, Boer ke¢isi ve Ankara keg¢isi) keci irklarinda PRLR geninin

olas1 etkisini bir aday gen olarak PCR-SSCP metoduyla arastwrmislardir. PRLR
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geninin ekzon 10 ve 3° UTR (untranslated region) bolgesine spesifik bes primer
dizayn etmislerdir. Bu calismada PRLR genine ait ekzon 10 ve 3" UTR bdlgesinin
niikleotid sekansi ilk kez birlestirilerek yaymlanmistir. Elde edilen bu sekans 1.118
bp uzunlugunda olup, koyun (% 98.33), sigir (% 93.92) ve insan (% 74.52) PRLR
geni ile homoloji gdstermistir. Yalnizca primer 1, primer 2 ve primer 4 primerleri ile
amplifiye edilen bolgeler polimorfizm gostermistir. Primer 1 i¢cin hem Jining Grey
hem de Liaoning Kagmir kegisinde iki genotip (AA ve AB), Ankara kegisi i¢in iki
genotip (AA ve AC) ve Boer kegisi i¢in sadece bir genotip (AA) saptanmistir. AB ve
AA genotiplerinin DNA baz dizilimlerinin elde edilmesi sonucu iki mutasyonun
(186G-->A ve 220T-->C) bu iki genotip ayrimindan sorumlu oldugu gézlenmistir.
Bunlardan ilki (186G-->A) Asp-->Asn amino asit degisikligine yol acarken ikincisi
(220T-->C) Leu-->Pro amino asit degisikligine neden olmustur. AA genotipinin AC
genotipinden farklilasmasima neden olan sadece bir mutasyon noktasi (140A-->G)
bulunmus ancak bu da herhangi bir aa degisikligine yol agmamistir. Primer 2 bolgesi
icin Jining Grey, Liaoning Kasmir ve Boer kecilerinde iki genotip (DD ve DE)
belirlenirken Ankara kegisinde yalnizca bir genotip (DD) saptanmistir. DD ve DE
genotiplerinin sekans dizilimlerinin karsilastirilmasi sonucu iki mutasyonun (52G--
>A ve 122G-->A) varlig1 ortaya konulmustur. Bunlardan ilki herhangi bir amino asit
degisimine yol agmazken ikincisi Arg-->Gly degisimine neden olmustur. Primer 4
bolgesi icin ise Jining Grey kecilerinde iki genotip (FF ve FG), Liaoning Kagmir
kecilerinde iki genotip (FF ve GG), Boer kegisinde bir genotip (FF) ve Ankara
kecisinde ii¢ genotip (FF, FG ve GQ) belirlenmistir. DD ve DE genotiplerinin sekans
dizilimlerinin karsilastirilmasi sonucu bir mutasyonun (143A-->G) varligi ortaya
konulmustur. Bu mutasyonun Met-->Val amino asit degismine yol agtig1

belirlenmistir.
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Iso Touru ve ark. (37) yaptiklar1 calismada Rusya, Finlandiya ve Polonya’ya
ait 6 farkli koyun irkinda (Romanov, Wrzosowka, Dagestan, Andi, Finnsheep,
Alandsheep) PRLR geni ekzon 10 bolgesini sekanslamiglar ve bu irklara ait 6 farkli
haplotip belirlemislerdir. Yapilan bu calismada bu haplotipler network analizinde
ve elde edilen filogenetik agacta Akkaraman ve Ivesi wklar1 ile ayn1 grup i¢inde
bulunmustur. Akkaraman ve Ivesi rrklarinda bulunan haplotip 2°den A2T farklihig:
ile ayrilmiglardir. A2T varyasyonu Akkaraman ve Ivesi wklarinda gdzlenirken,
Rusya, Finlandiya ve Polonya yerli irklarinda bulunmamisdir. Buna karsin A81G,
A138G ve G166A varyasyonlari ortak olarak tespit edilmistir. Arastirmacilarmn (37),
Rusya, Finlandiya ve Polonya koyun wklarinda bulduklar1 E387K amino asit
degisimi, bu arastirmadaki Akkaraman ve Ivesi wklarinda gozlenirken, Sakiz
irkinda belirlenmemistir. Sakiz irki PRLR ekzon 10 bolgesi igin Akkaraman ve
Ivesi wkindan farklilasmasinin yani sira Polonya, Rusya ve Finlandiya koyun
rklariyla da farklilik gostermistir.

Yine PRLR geninin polimorfizmleri ve bazi Ozellikler ile iligkilerinin
arastirildigir calismalarda, PCR, SSCP ve SNP metodu gibi farkli metotlardan
yararlanilarak, sigirlarda (14) ve domuzlarda (25, 36, 43, 58, 71, 73, 74, 77) bu
arastirmada elde edilmis olan varyasyonlar1 destekleyici sonuglar bildirilmistir.

Bu arastirmada DNA dizi analizi sonucu elde edilen sekanslar sirasiyla komsu
birlestirme agaci, network analizi, uyumsuzluk dagilimi, notralite testleri, AMOV A

ve F istatistikleri uygulanarak analiz edilmistir.
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6.4. Komsu Birlestirme Agaci ve Network Analizi

Bu metotlar genetik uzakliklarin gorsel olarak belirtilmesi amaciyla
uygulanmaistir.

Elde edilen sonucglar ve gbzlenen haplotip farkliliklar1 nedeniyle sekanslar
filogenetik olarak incelenmistir.

Her iki primer i¢in de elde edilen komsu birlestirme agaglarinda Sakiz irkina
ait sekanslarin Akkaraman ve Ivesi wkindan farklilastign gozlenirken, bootstrap
degerleri diisiik bulunmustur (Sekil 26,27). Bu da elde edilen bu agacin topolojik
olarak gilivenilirligini azaltmaktadir.

Verilerin derinlemesine incelemesine olanak tanimak ve populasyonlarin
evrimsel bicimlerinin gorsel hale getirilmesi amaciyla network analizi
uygulanmaistir.

Yapilan network analizi primer 3 i¢in Iso-Touru ve ark. (37) tarafindan
belirtilen Rusya, Finlandiya ve Polonya yerli koyun irklari ile birlikte uygulanmstir.
Buna gore, haplotip 1 (NCBI erisim numarasi: FJ901299), haplotip 9 (NCBI erisim
numarasi: FJ901296, FJ901297, FJ901300), haplotip 10 (NCBI erisim numarasi:
FJ901298) ve haplotip 11(NCBI erisim numarasi:FJ901301) Iso-Touru ve ark. (37)
tarafindan belirtilen Rusya, Finlandiya ve Polonya yerli koyun wklarinda bulunan
haplotiplerdir. Bu haplotipler Akkaraman ve Ivesi rklarinda bulunan haplotip 2’den
A2T farklihg: ile ayrilmislardir. A2T varyasyonu Akkaraman ve Ivesi wklarinda
gozlenirken, Rusya, Finlandiya ve Polonya yerli irklarinda belirlenememistir. Buna
karsm, A81G, A138G ve G166A varyasyonlar1 ortak olarak tespit edilmistir.
Haplotip 1 yapilan analizde higbir varyasyonu igermeyen referans diziyi ifade
etmektedir. Akkaraman, Ivesi ve Sakiz wklarinda gozlenen haplotiplerden hig biri

referans diziye dahil olmamisken, FJ901299 bu haplotipe dahil bulunmustur. Sakiz
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rk1 igin elde edilen haplotipler hem Akkaraman ve Ivesi wklarmdan hem de
yukarida belirtilen Rusya, Finlandiya ve Polonya yerli wklarindan ayri1 olarak
bulunmustur. Arastirmada elde edilen network analiz sonuglar1 genel olarak

degerlendirildiginde filogenetik bulgularla uyum icerisinde gozlenmistir.

6.5. Uyumsuzluk Dagihim Analizi

Uyumsuzluk dagilimi, populasyon ge¢cmisi hakkinda bilgi sahibi olmak i¢in
uygulanmistir. Arastrmada elde edilen uyumsuzluk dagiliminda gozlenen ve
beklenen dagilimlar birbiri ile uyumlu oldugundan dolay: primer A ve 3 i¢cin bu
dagilimlar her iki grup i¢in de populasyon biiylimesini ifade etmektedir.

Primer 3 i¢in grup B’ye ait grafiklerde gozlenen egrinin beklenenden sapma
gosterdigi izlenmektedir (Sekil 33). Bu durum primer 3 grup B’nin kendi i¢cinde 2
grup daha olusturdugunu goéstermektedir. Elde edilen primer 3 radiation agagta
(Sekil 31) bu bulguyu destekler niteliktedir. Ornek sayismin artirilmasi miimkiin

olabilseydi bu durumun daha net gozlenebilecegi diistiniilmektedir.

6.6. Notralite Testleri

Populasyon ge¢misindeki seleksiyon etkisini test etmek amaciyla Tajima’s D,
Fu and Li’s D* ve F* testleri ve Fu’s Fs testleri yapilmistir. Notralite testlerinden
Tajima’s D degeri, segragating alanlarin sayis1 ile ikili farklarin ortalama sayisi
arasindaki farki karsilagtirmaktadir. Notralite altinda, Tajima’s D degerinin sifir (0)
oldugu varsayilir, pozitif seleksiyon altinda ise Tajima’s D degeri negatiftir ve bu
nadir polimorfizmlerin fazla oldugunu ifade eder. Ayrica negatif Tajima D degeri
populasyon genislemesinden de kaynaklaniyor olabilir. Eger, orta frekansda genetik

varyantlarda dengeli se¢ilim saglanmigsa, Tajima’s D degeri pozitifdir.
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Fu ve Li’s D* ve F* testleri de yukarida aciklanan beklentiler i¢inde
hesaplanmistir.

Mevcut haplotip sekanslar1 kullanilarak haplotip farkliligi (Hd), niikleotid
farkliligi  (w) ve Watterson’s theta (O,) degerleri hesaplanmistir. Pi, sekanslar
arasindaki farkli niikleotidlerin ortalama sayisini temel alirken, theta ise sekansdaki
segragating alanlarin (hizalanmis tiim sekans setleri i¢cinde farkli niikleotid alanlarin
sayis1) toplam sayisini esas almaktadir.

Bu arastirmada, primer A grup B ve primer 3 grup A ve B i¢in haplotip
farklilig1 yiiksek, niikleotid farkliligi diisiik bulunmustur. Bu durum, populasyon
biliylimesinin varligini géstermektedir. Zaten bu tespit ilgili notralite test sonuglariyla
da dogrulanmustir.

Notralite test sonuglarina gore Primer A bolgesi Grup B ve Primer 3 bolgesi
Grup A ve Grup B i¢in negatif deger alan Tajiima’s D degeri yeni mutasyonlarin
yiiksek oranda goézlendigini ve secici siipiirme ya da populasyon genislemesini;
Negatif deger alan Fu and Li’s D*, Fu and Li’s F'* degerleri yliksek miktarda ender
haplotip gozlendigini ve populasyon genislemesi ya da arka plan se¢ilimi, negatif
deger alan Fu’s Fs degeri ise yiiksek miktarda yeni ortaya c¢ikan haplotiplerin
oldugunu ve populasyon genislemesini ya da beraberinde gotiirmeyi ifade
etmektedir.

Elde edilen nétralite degerleri ile uyumsuzluk dagilim grafiklerinin birlikte
degerlendirilmesi sonucu Primer A bdlgesi grup B ve Primer 3 bolgesi grup A ve
grup B i¢in populasyon genislemesinin olabilece§i ve koyun PRLR geni i¢in negatif
deger alan ndtralite testi sonucglarina dayanarak pozitif seleksiyonun s6z konusu
olabilecegi sonucuna varilmistir. Bununla birlikte elde edilen negatif notralite test

sonuglarina gore populasyon genislemesi degil de segici siipiirme, arka plan se¢ilimi
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ve beraberinde gotiirme olgularmi s6z konusu olup olmadigini incelemek ig¢in
incelenen lokusa yakin olan baglantili lokuslarin ve bolgenin daha genis ayrintili
incelemesinin yapilmasi gerekmektir.

Primer A bolgesi grup A da haplotip farklilig1 yiiksek niikleotid farklilig:
disiiktiir, bu durum populasyon biiylimesini diisiindiirmektedir. Ancak noétralite test
degerleri (Tajima’s D, Fu and Li’s D and F, Fu’s Fs) pozitiftir. Iso-Touru ve ark.
(37)’nin benzer sekilde pozitif degerde bulduklar1 nétralite test sonuglari, ¢iftlik
hayvanlar1 gibi insan eliyle seleksiyona tabi tutulan populasyonlarin, notralite testleri
icin gerekli olan sabit populasyon biiyiikliigii ve rastgele ciftlesme beklentilerini
karsilamadiklari, bu nedenle pozitif Tajima’s D degerinin tiirlerin ya da wrklarin
gercek dengeli seciliminden ziyade bu populasyonlarin demografik ge¢misinden
dolayr meydana gelmis olabilecegi seklinde degerlendirilmektedir. Ayni tespitler
yapilan bu calisma icin gecerlili§ini korumaktadir. Bu sebepledir ki dogru
yorumlarin  yapilabilmesi icin populasyonlarin demografik ge¢mislerinin

arastirilmasi ve buna yonelik ¢caligmalarin yapilmasi yerinde olacaktir.

6.7. Molekiiler Varyans Analizi (AMOVA) ve F Istatistikleri

Molekiiler varyasyonu incelemek amaciyla AMOVA analizi uygulanmistir. Bu
analiz igin 1. Grup; Sakiz ki ve 2. Grup Akkaraman ve Ivesi rk1 olacak sekilde
gruplar olusturulmustur. Akkaraman ve Ivesi wkinin bir grup olarak birlikte ele
almmasmin nedeni daha 6nce belirtildigi sekilde, incelenen gen bolgesi bakimindan
gdstermis olduklar1 benzerliktir. Ayrica bu gruplar icinde Sakiz, Akkaraman ve Ivesi
irklarinin her biri ayr1 ayr1 bir populasyonu olusturmaktadir.

Molekiiler varyans analizi sonuclar1 degerlendirildiginde primer A igin en

fazla genetik varyasyon % 65.40’la iki grup arasinda, en diisiik genetik varyasyon
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ise % 1.47 ile grup icindeki populasyonlar arasinda (Akkaraman ve Ivesi)
belirlenmistir. Primer 3 i¢in de benzer sekilde bulunan bu varyasyonlarda da en fazla
genetik varyasyon % 81.37 ile gruplar arasinda gozlenirken, grup i¢i populasyonlar
aras1 genetik varyasyon yiizde sifir (% -0.57) olarak bulunmustur. Bu durum
Akkaraman ve Ivesi ki1 arasinda genetik cesitliligin olmadigina isaret etmektedir.
Irklar aras1 farkliligin istatistiki olarak énemli olup olmadigmi degerlendirmek
icin yapilan Fgr istatistigi ile elde edilen sonuglar daha 6nce yapilan test sonuglarini
destekler nitelikte bulunmustur. Buna gore primer A ic¢in Sakiz ki ile Akkaraman
ve Ivesi wrklar1 arasinda ¢ok biiyiik genetik farklilasmanimn (P<0.001), Akkaraman ve
Ivesi wrklar1 arasinda ise orta diizeyde bir genetik farklilasmanm oldugu tespit
edilmistir. Primer 3 icin ise Sakiz, Akkaraman ve Ivesi irklar1 arasinda elde edilen
Fsr degerleri primer A ile karsilastirildiginda nispeten daha yiisek bulunmustur
(P<0.001). Ayrica primer 3 igin Akkaraman ve Ivesi wklar1 arasinda genetik

farklilasmanin olmadig1 gozlenmistir.

6.8. SIFT (Sorting Intolerant From Tolerant)

SIFT sonuglarina gore gozlenen iki amino asit substitiisyonu fenotipte
degisime yol agmaktadir. Bu substitiisyonlarin Sakiz irkinda gozlenmesi de bu irkin
incelenen diger iki wktan farklilastigini destekler niteliktedir. Ayrica Sakiz wkinin

PRLR genti i¢in ¢oklu dogum 6zelligini arastirmaya deger kilmaktadir.

Sonu¢ olarak bu arastirmada, Oncelikle koyunlarda PRLR genindeki
polimorfizmin incelenmesi i¢in uygulanmis olan yontemlerin metodolojik olarak
uygun ve yeterli olabilece§i anlagilmaktadir. Bu anlamda metodolojik bir ¢alisma

nitelegi de tasiyan bu arastrmanin  basarili  sekilde neticelendirildigi
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disiiniilmektedir. Diger taraftan, koyunlarda PRLR geni icin daha Once yapilmis
calismalarda, dnce PCR-SSCP veya SNP ile polimorfizmler belirlenmis, sonrasinda
yalnizca polimorfizm belirlenen 6rneklerde DNA dizi analizleri yapilmis olmasina
ragmen, bu caligmada farkli olarak polimorfizmler, dogrudan DNA dizi analizi ile
ortaya konulmaya c¢alisilmistir. Bu agidan bu arastrmada elde edilen verilerin
koyunlarda yapilmis diger calisma sonuglarina gore daha agiklayici nitelikte oldugu
diistiniilmektedir. Bu arastirmada, DNA dizi analizi gibi oldukca gilivenilir, saglikli
bir yontemle Sakiz, Akkaraman ve Ivesi rrklarinda PRLR geninin hem primer A hem
de primer 3 i¢in wk i¢i ve wklar arasi polimorfik oldugu ortaya konulmustur.
Ozellikle, Sakiz wkmm hem primer A hem de primer 3 icin birgok haplotip
bakimindan Akkaraman ve Ivesi wkindan dikkate deger diizeyde farkli bir
varyasyona sahip oldugu goézlenmistir. Arastrma kapsaminda yapilan bir dizi
istatistiksel analizler (Network, AMOVA, F istatistikleri) sonucunda da bu durumu
destekleyici bulgular elde edilmistir.

Bu ¢alismanin sonuclar1 dikkate alinarak 6zellikle PRLR genin ¢oklu dogum,
diger baz1 dol verimi ve siit verim Ozellikleriyle iliskilerinin ortaya konulmasmin
yararli olacagi umut edilmektedir. Ayrica bu verim 6zellikleriyle iliskili olabilecek
baska gen/genler veya aday gen/genlerin de dahil edildigi daha kapsamli

arastirmalarin yiiriitilmesinin gerekli oldugu kanaatine varilmistur.
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