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OZET

Cakmak, N. (2016). Kocaeli, Sakarya ve Balikesir Illerinde Holstayn Irki Sigirlarda
BLAD, FXID ve CVM Hastaliklar1 Genlerinin Genotip ve Allel Frekanslarinin Tespit
Edilmesi. Istanbul Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisti, Biyokimya ABD. Doktora

Tezi. Istanbul.

Kalitsal hastaliklar; anne ve babadan yavruya aktarilan genetik materyalde olusan
deformasyonlar: iceren ve ayrica hayvan sagligini, verimini olumsuz etkileyerek veya
embriyonik Oliime sebep olarak fertiliteyi azaltan hastaliklar olarak tanimlanabilir. Bu
tiir hastaliklar, mutasyonlar sonucu genetik kodlar1 degistirerek bozuk protein sentezi ya
da protein sentezinin durmasina neden olmaktadir. Ciftlik hayvanlarinda ciddi anlamda
verim ve ekonomik kayiplara neden olan kalitsal hastaliklarin molekiiler diizeyde
isleyislerini  bilmek, hastaliklart siiriden uzaklastirmada biiyilk Onem tasir.
Arastirmamizda, genetik calismalar ile ilgili yeterli bilgiler bulunmamasi sebebiyle
Holstayn wrki sigirlarin genetik hastaliklarindan Sigir Lokosit Baglanma Yetmezligi
(BLAD), Faktor XI Eksikligi (FXID) ve Kompleks Vertebral Malformasyon (CVM)
hastaliklarinin, bu hastaliklara sebep olan genlerin allel frekanslarinin tespit edilmesi
amaglanmistir. 300 adet Holstayn sigir irkindan kan alinarak standart amonyum asetat
coktiirme yontemiyle DNA ornekleri izole edilmistir. BLAD’ ne, FXID’ne ve CVM’a
sebep olan mutant allelleri belirlemek icin hedef bolgeler polimeraz zincir reaksiyonu
(PZR) ile cogaltilmistir. BLAD i¢in dizin (sekans) analizi islemine tabi tutulan
orneklerin niikleotid kromotogramlarina gore toplamda 300 adet sigirdan 4 tanesi
heterozigot birey, 296 tanesinin homozigot birey oldugu tespit edilmistir. FXID
hastalig1 i¢in PZR islemi yeterli olup, CVM hastalig1 i¢in ise PZR ile ¢cogaltilan 6rnekler
restriksiyon parcacik uzunlugu polimorfizmi (RFLP) islemine tabi tutulmustur. FXID
ve CVM hastaliklarinin elde edilen sonuglarina gore 300 adet bireyin hepsi homozigot

normal olarak bulunmustur.

Anahtar Kelimeler : BLAD, FXID, CVM, Dizin analizi, PZR-RFLP

Bu calisma, Istanbul Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi tarafindan
desteklenmistir. Proje No: 38954
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ABSTRACT

Cakmak, N. (2016). Detection of Allele Frequency and Genotype of BLAD, FXID and
CVM disease gene in Holstein Cattle in Kocaeli, Sakarya and Balikesir Provinces.
Istanbul University, Institute of Health Science, Department of Biochemistry, PhD,
Thesis. Istanbul, Turkey.

Hereditary diseases contain from mother and father offspring with deformations
occurring in the genetic materials. Animal health and productivity can negatively affect
fertility or to cause embryonic death. For this reason such diseases of mutations cause
the stop protein synthesis or protein synthesis by replacing defective genetic codes.
Knowladge of hereditary diseases cause livestock productivity and economically
decreasing in serious is great importance in the removal from the herd. In our research,
three major genetic diseases were investigated all over the world widely held Holstein
cattle’s. The aim of the study is to develop a scientific base for selection by determining
genotype and allele distributions of Bovine Leukocyte Adhesion Deficiency (BLAD),
Factor XI Deficiency (FXID) and Complex Vertebral Malformation (CVM)
polymorphism. Blood samples were taken from 300 Holstein cattle breeds. DNA
samples were isolated by using the standard ammonium acetate salt-out method. Target
regions were amplified by using polymerase chain reaction. Sequence analysis of the
samples subjected to the process according to the nucleotide chromatograms for BLAD
4 were heterozygous individuals from bovine total of 300 and 296 of them were found
to be homozygous. PCR process for FXID desease is sufficient and for the while CVM
disease is samples amplified by particles restriction length polymorphism (RFLP) were
subjected to the process. Based on the results obtained FXID and CVM 300 subjects

were homozygous normal.

Key Words: BLAD, FXID, CVM, Sequence analysis, PZR-RFLP

This study was supported by the Science research Projects Department of Istanbul
University. Project No: 38954.



1. GIRIS VE AMAC

Dilinyada siit endiistrisi i¢in yararlanilan ineklerin yaklasik %70’inin suni
tohumlama yontemi ile tohumlandigi belirtilmektedir (Citek ve ark., 2006). Suni
tohumlama yonteminin, stt endistrisinde sik¢a kullanilan Holstayn irkinin, siit verimini
bir laktasyonda 900 litre arttirdig1 tespit edilmistir (Mukhopadhyaya ve ark., 2006).
Suni tohumlama yonteminin hayvan basina verimi arttirirken, ayni zamanda
yetistiriciligi yapilan 1rklarda 1k i¢i genetik benzerligin de artmasina neden oldugu
ifade edilmektedir (Thomsen ve ark., 2006). Irk iginde artan genetik benzerligin
bireylerin yasama giiclinii ve dol verimini disiiren kalitsal hastaliklarin hizla
populasyon icinde yayilmasina sebep oldugu belirtilmektedir (Akyiz ve ark., 2008;
Mukhopadhyaya ve ark., 2006). Bu kalitsal hastaliklarin ¢ok kisa siirede iilkeler hatta
kitalar asarak tiim diinyaya yayilma egilimi gosterdigi bildirilmistir (Mukhopadhyaya ve
ark., 2006).

Siit sigir1 yetistiriciliginde birkag segkin boganin yaygimn kullanimi mutant ve
resesif iki allelin, yavrularin genotiplerinde bir araya gelme sansini arttirdigi ifade
edilmektedir (Mukhopadhyaya ve ark., 2006). Bu sebepten dolayi, kalitsal hastaliklara
sebep olan mutant allellerin popiilasyondan temizlenebilmesi ancak tasiyici bireylerin
belirlenerek surtiden uzaklastirilmasiyla saglanabilecegi vurgulanmaktadir. Ekonomik
acidan bir siirlinlin tim bireylerinin kalitsal hastaliklar yoniinden taranmasi zordur.
Ancak suni tohumlama ve embriyo nakli amaciyla kullanilan damizlik adaylarinin, irka
Ozgii kalitsal hastaliklar1 tasiyip tasimadiklarimin kesin olarak belirlenmesi kalitsal
hastaliklarin kontrol altina alinmasina yardimci olabilecegi belirtilmektedir (Ackermann
ve ark., 1993).

Veteriner hekimlikte, kalitsal bir hastaliga neden olan genin molekiiler diizeyde
belirlenmesinin, kalitsal hastalik yoniinden ari siiriilere sahip olmak i¢in 6nemli oldugu
ve hastaligin siiriiden uzaklastirilmasinin bu asamada biiyiik 6nem tasidigi belirtilmistir
(Citek ve ark., 2006). Sigirlarda goriilen kalitsal hastaliklarin ¢cogu otozomal resesif
kaliim sekli goOstermektedir. Bu nedenle otozomal resesif kaliim sekli gosteren
genlerin belirlenemeden popilasyona yayilma ihtimalinin oldugu belirtilmistir (Aky(lz
ve Ertugrul, 2008).



Tastyicilarin  fenotipik olarak belirlenmesi pek miimkiin degildir. Bireyde
dominant kalittm yoluyla etkisini gosteren veya X kromozomuna bagli kalitim yolu
izleyen genlerin sigir yetistiriciliginde daha 6nemli oldugu ifade edilmektedir (Meydan
ve ark., 2010). Son elli yilda yaygin yetistiriciligi yapilan sigir irklarinda 300 civarinda
kalitsal hastaligin tespit edildigi belirtilmektedir (Agerholm ve ark., 2001).

Tiirkiye’de kullanilan damizlik ve damizlik aday: kiiltiir irki sigirlarin kalitsal
bozukluklar yoniinden genetik yapilarimin incelenmesi gerekmektedir. Yerli gen
kaynaklarinin yetersizliginden dolayi, irka 6zgii oldugu diistiniilen bir¢ok kalitsal

hastaligin genetik yapilar1 tam aydinlatilmamistir.

Arastirmamizda, tim diinyada yetistiriciligi yaygin olarak yapilan Holstayn irki
sigirlarin  genetik hastaliklarindan 3 Onemli hastalik incelenmistir. Calismamizda
Kocaeli, Sakarya ve Balikesir illerindeki Holstayn irki sigirlarda Sigir Lokosit
Baglanma Yetmezligi (BLAD), Faktor XI Eksikligi (FXID) ve Kompleks Vertebral
Malformasyon (CVM) hastaliklarinin genetik ¢aligmalar1 daha 6nce yapilmadigindan bu

hastaliklara sebep olan genlerin allel frekanslarinin tespit edilmesi amaglanmuistir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR)

Polimeraz zincir reaksiyonu (PZR) ilk kez 1983 yilinda Dr. Kary Banks Mullis
tarafindan gelistirilmis olup bu yontem kendisine 1993 yilinda nobel o&diiliinii
kazandirmigtir (Mullis, 1983). Boylece canlilarda genom c¢alismalari hiz kazanmistir.
Metod elde edilmek istenen DNA kisimlarinin ¢ok miktarda gogaltilmasi esasina
dayanmaktadir (Arnheim ve Erlich, 1992).

Polimeraz zincir reaksiyonu DNA’nin iki zincirinin yiiksek 1siyla birbirlerinden
ayrilmasini (denatiirasyon), oligonukleotidlerin ve primerlerin baglanmasin1 daha sonra
zincirin uzama isleminin gerg¢eklesmesini (polimerizasyon) kapsayan bir dongunin ¢ok
sayida tekrari ile olusur (Klug ve Cummings, 2003; Temizkan ve Arda, 2004).
Reaksiyon denatiirasyon asamasi ile baslamaktadir. Bu baslangi¢ denatiirasyonundaki
1s1 92-95°C arasinda olup siiresi genellikle 2 ila 5 dakika arasindadir. Her dongiide
denatiirasyon asamasi uygulanir. Bu basamakta da 1s1 baslangi¢ denatiirasyonundaki
gibi  92-95°C arasinda olmasina ragmen siiresi en fazla 1 dakikadir. Her dongiide
denatiirasyon basamagmin ardindan primer ve oligonukleotidlerin baglanma asamasi
gelmektedir. Bu asamada baglanma 1sisinin tespit edilmesi olduk¢a 6nemlidir. Bunun

belirlenmesinde en yaygin olarak kullanilan formiil asagida verilmistir (Temizkan ve

Arda, 2004).
(Adenin+Timin sayis1)x 2°C + (Guanin+Sitozin sayis1)x 4°C

Cogunlukla bu formiille hesaplanan baglanma 1sisindan 3-5 °C daha diisiik
baglanma 1silar1 kullanilir. Baglanma 1sisinin agir1 derecede diisiik olmasi istenmeyen
baglanmalar1 arttirabildigi gibi hedef bdlge disindaki bdlgelerin de gogalmasina neden
olabilmektedir. Dogru baglanma 1sis1  spesifik drlnlerin  elde edilmesini
kolaylasgtirmaktadir. Primerler istenilen bodlgeye baglandiktan sonra primerlerin
uzatilmasi asamasi baglamaktadir. Deoksiribonikleotid trifosfatlarin (ANTPS) baglanma
reaksiyonu icin tag DNA polimeraz enzimi kullanilmaktadir. Polimerizasyon agamasi

icin ideal derece 72°C’dir. Genellikle her bir déngii icerisindeki 2 dakika, uzatma icin



yeterli olmaktadir. Reaksiyonun gerceklesmesini garanti altina almak amaciyla son
dongliden sonra ayrica 10 dakikalik bir uzatma uygulanir. Toplam dongii sayisi
genellikle 25-35 arasindadir. DOngll sayisinin arttirilmasi, istenen iriin miktarini
degistirmez fakat istenmeyen {irlin miktarinda bir artisa neden olabilmektedir. Bu
nedenle genellikle dongii sayist 40 dongiiniin {izerine g¢ikarilmamaktadir. Tum bu
islemler 1s1 dongiisii (thermal cycler) cihazinda gergeklestirilmektedir. Is1 dongiisii
cihazinda istenilen bir genomik DNA bélgesinin ¢cogaltilmasinda kullanilabilecek 6rnek
bir PZR reaksiyonu asagida verilmistir (Erlich 1989; Klug ve Cummings, 2003;
Temizkan ve Arda, 2004).

94°C 5 dakika baslangi¢ denatiirasyonu

94°C 1 dakika denattirasyon
56°C 1dakika  baglanma 35 siklus

72°C 1 dakika uzama

72°C 10 dakika  son uzama

Bir PZR’nun gergeklestirilebilmesi icin ortamda bu reaksiyonun temel
bilesenlerinin olmas1 gerekmektedir. Bunlardan ilki kalip DNA’dir. Bu DNA memeliler
icin genellikle genomik DNA’dir. Fakat bunun disinda memeliler i¢in mitokondrial
DNA olabilecegi gibi bakteriler igin plazmid veya faj DNA da olabilmektedir. ikinci
PZR bileseni DNA polimerazlardir. DNA polimeraz enzimleri, kalip iplige
tamamlayic1 bir DNA ipligi meydana getirmek {izere, orjinal kalip iplikteki baz bilgisini
kullanarak 4 gesit deoksiriboniikleotid trifosfattan uzun polinikleotid zincirin sentezini
katalize etmektedir. Bir bagka PZR bileseni primerlerdir. Istenilen DNA bdlgesinin
cogaltilmasinda kalip DNA’ya baglanabilecek primerlere gerek vardir. Bu primerler 20-
30 nukleotidten olusmaktadir ve ticari olarak sentez edilirler. Bir diger PZR bileseni
deoksiribonukleotid trifosfatlar (dAATP, dGTP, dTTP ve dCTP)’dir. Bunlar ya tek tek ya
da bir karisim halinde ticari olarak satilmaktadir. Son PZR bilesenleri ise tamponlar ve

MgCl,’dir (Temizkan ve Arda, 2004; White 1993).



PZR’de kullanilan bu tamponlar DNA polimeraz enziminin aktivitesini
saglamak icin gereklidirler. Mg*? iyonlar1 ise deoksiriboniikleozid trifosfatlar ile
¢Oziinebilir kompleksler olusturarak polimeraz aktivitesini arttirirlar. Tiim bu bilesenler
kullanilarak bir PZR karisimi1 hazirlanir ve 1s1 dongiisii cihazina yerlestirilerek hedef
DNA bolgesinden ¢ok sayida kopya elde edilmesi saglanir (Temizkan ve Arda, 2004;
White 1993).

2.2. Restriksiyon Parcacik Uzunlugu Polimorfizmi (RFLP)

Restriksiyon pargacik uzunlugu polimorfizmi (restriction fragment length
polymorphism-RFLP), DNA’nin restriksiyon endoniikleaz adi verilen enzimlerle
kesilmesi islemidir. Bakterilerden elde edilen restriksiyon enzimleri, cift iplikli
DNA’daki 6zel bolgeleri tantyarak kesim yapan ve DNA’daki iki iplik¢igi de sindirerek
bir bolgenin ya da bir bolgedeki DNA pargasinin ¢ikartilmasinda gorev yapan
enzimlerdir (Botstein ve ark., 1980).

DNA’nin bu enzimlerden bir veya birkagi ile kesilmesinden sonra ortaya ¢ikan
parcaciklar agaroz jel elektroforezine tabi tutularak etidyum bromiir ile UV 151k altinda
goriiniir hale getirilmektedir. Ortaya ¢ikan DNA pargaciklarinin sayisi ve boyutlariin
kiyaslanmasiyla elde edilen ¢esitlilige Restriksiyon Parcacik Uzunlugu Polimorfizmi
denir. DNA’daki bir bolgenin kesim sonuglarinin bireyler arasinda farklilik gostermesi,
o enzime spesifik baz diziliminde bir degisiklik oldugunu ortaya koymaktadir. Bu
degisiklik kesim bolgesinin ortadan kalkmasi ya da bagka bir diziye doniismesi ile
ortaya ¢ikabilmektedir. Bir bolgedeki DNA diziliminde gorilen insersiyon (eklenme) ve
delesyonlar (eksilme) da farkliliklara yol acgabilmektedir. Genetik c¢alismalarda
RFLP’ler ilk olarak 1974 yilinda adenoviriislerdeki mutasyonlari tespit etmek amaciyla

kullanilmistir (Botstein ve ark., 1980).
2.3. Kilcal Elektroforezin Calisma Prensibi

Elektroforez yiikli molekiillerin bir elektrik ortamda elektrik yukleri ve molekil
agirliklarina bagl olarak farkli hizlarda go¢ etmelerine dayanan bir yontemdir. Bu
yontemde analizi yapilacak ornekler bir destek ortaminda uygulanmaktadir. Bu destek

ortamina bagl olarak analizi yapilacak molekiiller degismektedir (Temizkan ve Arda,

2004).



Omegin destek ortami selilloz olan elektroforezlerde amino asit ve
karbonhidratlar gibi diisiik molekiil agirlikli molekiller analiz edilebilirken agaroz ya da
poliakrilamid jeller ile daha yliksek molekiil agirlikli niikleik asitler ve proteinler analiz
edilebilmektedir. Modern elektroforetik tekniklerde jel kullanimi tercih edilmektedir
(Temizkan ve Arda, 2004).

Kilcal elektroforez; yiiksek ayristirma giicii ile  yiliksek performans sivi
kromotogrofisi (HPLC)’nin otomasyon ozelliginin karisimindan olusmus bir tekniktir.
Bu yontem ile ¢ok sayida 6rnegin yiiksek bir hassasiyette analizi yapilabilmektedir. Bu
teknikte giris ve ¢ikis tampon tanklarinin igerisinde yine tamponla doldurulmus kilcal
tiipler, giic kaynag1 ve stirekli calisan bir algilayici bulunmaktadir. Analizi yapilacak
ornekler oncelikle kilcal tiiplere uygulanir. Gii¢ kaynagina baglanmis olan platin
elektrotlar ile kilcal tiiplerin de bulunduklari tanklara yiiksek voltaj verilir. Daha sonra
molekiiller elektrik akiminin etkisiyle hareket ederler ve tlipiin diger ucundan ¢ikan
molekiiller ultraviyole dalga boyunda galisan bir algilayici ile saptanir. Bu yontem DNA
dizin analizinin temelini olusturmaktadir. Dizin analizi cihazlarinin tamami temel olarak
bu yontemle c¢alisir. Dizin analizinde kilcal borular poliakrilamid ya da SDS-
poliakrilamid ile doludur. Algilayicidan bilgisayara giden sonuclar her bir niikleotid i¢in
ayr1 bir renkte olan pikler ile ifade edilir ve buna niikleotid kromotogrami adi verilir
(Temizkan ve Arda, 2004).

130 140 150 160 170 180 190 200
TTGCGTTCAATGTGACCTTCCGGAGGGCCAAGGGCTACCCCATCGACCTGTACTACCTGATGGACCTCTCCTACTCCAS

orneginin niikleotid kromotogram



2.4. Kalitsal Bozukluklarin Belirlenmesinde Kullanilan Yéntemler

Verimli erkek damizliklarda suni tohumlama yontemiyle ¢ok sayida yavru elde
edilebilmektedir. Bu sebeple damizlik adaylarinin verimini negatif yonde etkileyecek
kalitsal bozukluklarin belirlenmesi gerekmektedir (Muraleedharan ve ark., 1999).
Kalitsal defektlere neden olan genler genellikle cekinik otozomal kalitim sekli
gostermektedirler. Fenotipik olarak bir bozukluk gostermezler. Populasyonda
varliklarii siirdiirmeye devam ederler. Dolayisiyla bu zararli genleri yavrularina da
aktarabilirler. Hastalik yapict bu genleri tasiyan heterozigot bireyler siiriiden
uzaklastirilmalidir  (Alpan ve ark., 1990). Kalitsal bozukluklarin belirlenmesinde

kullanilan yontemler 4 ana baslik altinda incelenebilir (Akyiiz ve Ertugrul, 2006b).

1. Pedigri analizi; yontem bir hayvanin kalitsal bozukluga neden olan resesif
alleli tasiyip tasimadigmin belirlenmesine yardimer olabilmektedir. Bu analiz, pedigri
bilgileri bulunan ve kullanilabilir durumdaki stiriilerde uygulanabilmektedir. Hasta
buzagilarin geriye dogru bes jenerasyon akrabalari incelenir (Kaneko ve ark., 1997;
Kehrli ve ark., 1992). Hastalig1 tasidigi tespit edilmis bogalarla akrabaliklari olan boga
ve ineklerin de tasiyici olma ihtimali yiiksektir (Akyliz ve Ertugrul, 2006b). Fakat,
yakin akraba birlestirmeleri yapildiginda ayrica birlestirilen ailelerin ¢ok oldugu
durumlarda bu bilgileri yorumlamak olduk¢a zor olmaktadir (Akyiiz ve Ertugrul,
2006b).

2. Test birlestirmeleri: Ozellikle siit sigircihiginda kullanilmakta ve 3 farkli

sekilde yapilmaktadir.
I- Cekinik homozigot bireylerle birlestirme
I1- Heterozigot disilerle birlestirme
I11- Olas1 ebeveyni yavrulariyla birlestirme

Test birlestirmeleri yonteminin dezavantajlar1 vardir. Uzun zaman gerektirir. Bir
boganin yaklasik 2 yasinda ilk kez damizlikta kullanildigi diistintildigiinde ve ayrica
sigirlarda gebeligin 282+10 giin siirdiigii varsayilirsa yontemin ne kadar uzun bir zaman

alacagi daha iyi anlagilmaktadir.

Ikincisi masraflidir, test asamasinda boganin bakimi, beslenmesi ile alman

spermalarin saklanmasi gerekmektedir (Nicholas, 1996).



Deneme sonunda boganin heterozigot oldugu tespit edilirse yapilan masraflar
bosa gitmis sayilabilir. Test birlestirmeleri sonunda damizlik boganin homozigot oldugu
asla ispat edilememektedir, diisiik seviyede de olsa tespit edilememis tasiyici olma

olasiligr daima mimkiindiir (Nicholas, 1996).

3. Biyokimyasal tani; biyokimyasal olarak bir kalitsal hasarin belirlenebilmesi
icin, hasarin bir protein eksikligine neden olmast ve bu eksikligin de, kan ve diger
dokulardan uygun bir labaratuvar testi ile belirlenebilmesi gerekmektedir. Bu yontemle
sadece saglikli ve hasta bireyler belirlenebilir. Tasiyicilarin belirlenmesi i¢in bagka
yontemler kullanilmalidir (Akyliz ve Ertugrul, 2006b; Nicholas, 1996). Sigir 16kosit
baglanma yetmezligi (BLAD) tanis1 biyokimyasal olarak CD18 glikoproteini
bulunduran I6kositleri sayan ve bunlart yogunluk olarak gosteren ‘Flow Sitometri’
cihazi ile yapilabilir (Tammen ve ark., 1996). Faktor XI eksikligi (FXID) hastaliginin
tanisinda, bireylerdeki FXID etkinligini izlemek i¢in aktive parsiyel tromboplastin
zamanii (APTT) ol¢iimi kullanilabilmektedir (Ghanem ve ark., 2005). Ancak bu
yontem, homozigot bireylerin belirlenmesi i¢in olumlu sonu¢ vermesine karsin
heterozigot bireylerin belirlenmesinde olumlu sonu¢ vermemektedir (Ghanem ve ark.,
2005). Bu nedenle FXID tasiyicilarinin kesin olarak tespiti i¢in en etkili yontem uygun
primerlerin kullanilmasiyla yapilan PZR yontemidir (Marron ve ark., 2004). Kompleks
vertebral malformasyon (CVM) hastaliginin belirlenmesi igin herhangi bir biyokimyasal

test bulunmamaktadir.

4. Molekiiler tani; kalitsal bozuklugun genetik temelinin aydinlatilmasindan
sonra gelistirilen ve DNA kullanilarak yapilan testler; hasta, normal ve tasiyicilar
hakkinda bilgi sahibi olmamizi saglamaktadirlar. Molekiiler tani teknikleri, kalitsal
hastaliktan sorumlu genin kendisinin veya yerinin belirlenmesi esasina dayali testlerdir
(Wood ve Langlois, 1991). Genomik DNA, RNA, mitokondriyal DNA ve protein
kullanilarak yapilan molekiiler tanida iki genel tani teknigi vardir. Birincisi genetik
bozuklugun dogrudan tanisi, ikincisi ise bozuk genin igine veya sonuna eklenen DNA
isaret genlerinin kullanilmasiyla yapilan dolayli testlerdir (Dawson, 1990). Kalitsal
bozukluk ¢ogu durumda onceden tanimlanmis bir hastalik olabilir. Bununla birlikte
molekdler yontemler, temeli heniiz agiklanmamis olan bozukluklarin da aydinlanmasina

yardimci1 olabilmektedir (Akyiiz ve Ertugrul, 2006b).



Molekiiler tan1 yontemleri daha dogru, daha ucuz ve daha hizli sonu¢ vermeleri
nedeniyle en yaygin kullanilan testlerdir. Molekiiler tani ile sadece canli bireyler degil

sperma da incelenebilir (Akyiiz ve Ertugrul, 2006b).

I- Bozukluga neden olan genlerin dogrudan tanimlanmasi: bu testler ¢ok giiclii

ve yiiksek duyarliliga sahiptir (Wood ve Langlois, 1991).

A- Restriksiyon enzim analizleri: Restriksiyon enzimleri, genomik DNA’y1
kendileri icin 0zel olan bdlgelerden keserek farkli biiytliklilkte DNA parcaciklari
olusturmaktadirlar. Tiir i¢indeki bireylerin DNA’lar1 aymi restriksiyon enzimler ile
kesildiginde ayni biyiikliikkte pargaciklart olusturmaktadirlar. (Wood ve Langlois,
1991). Enzimin tanidig1 bdlge mutasyon ile degisirse, enzim DNA’y1 bu bdlgeden
kesemez ve beklenenden farkli biiyiikliikte parcaciklar elde edilir (Akyliz, 2004;
Boehm, 1989; Dawson, 1990; Wood ve Langlois, 1991). Elde edilen bu pargaciklar, bir
membrana transfer edilerek yapilan southern blot teknigi veya parcaciklar
blyukliklerine gore ayirim i¢in RFLP yontemi homozigot +/+, heterozigot +/- ve
homozigot -/- bireylerin belirlenmesinde kullanilmaktadir. BLAD (Akytiz, 2004;
Boehm, 1989; Tammen ve ark., 1996), Uridin Monofosfat Sentetaz noksanlig
(DUMPS) (Schwenger ve ark., 1993), Sitrilin birikimi (Healy ve ark., 1995), kedi ve
kopeklerde Seroid Lipofuskinozis (Jolly ve ark., 1997), kdpeklerde gorilen displazi
(Wang ve ark., 1999), hemofili A (Clark ve ark., 1997), doberman kopeklerinde gortlen
Von Willebrand Hastaligi (Holmes ve ark., 1996), bakir zehirlenmesi sonucu
Bedlington Terier kopek irkinda kalitsal olarak karaciger hiicrelerinde azalma ile
sonuclanan kalitsal bozukluk (Rotfuizen ve ark., 1999), RFLP ile belirlenebilmektedir.

B- Allel spesifik oligonukleotidler (ASO): Eger degisen baz ve mutasyon
bolgesini gevreleyen niikleotid sirasi biliniyorsa kalitsal bozukluk ASO hibridizasyon
problar1 kullanilarak saptanabilmektedir (Arda, 1995). Restriksiyon enzimlerinin tanima
bolgelerini degistirmeyen baz degisimleri, 1 ila 4 baz ¢ifti uzunlugundaki kopmalar
veya eklemeler, 6zel ASO ile belirlenebilir (Wood ve Langlois, 1991). Bu yontem ilk
olarak insanlardaki Alfa Talesemi’nin tanisinda kullanilmigtir (Shin ve ark., 1997).
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At yetistiriciliginde, Arap taylarinda siddetli kombine immun yetmezlik hastaliginin
(severe combined immunodeficiency, SCID) tanisinda PZR ile elde edilen Grtnler
SCID’li ve normal hayvanlar i¢in hazirlanan problarla hibridize edilerek yapilmaktadir

(Shin ve ark., 1997).

I1- Bozukluga neden olan genin dolayli tanisi: kalitsal bozukluklarin biiyiik
cogunlugunda bu hastalia sebep olan gen bilinmedigi i¢in dolayli tani teknikleri

kullanilmaktadir (Wood ve Langlois, 1991).

Iliski analizi: 1liski analizi ilk olarak orak hiicreli anemi tanisinda kullanilmugtir
(Boehm, 1989). Kromozom boyunca dagilmis kisa baz ¢ifti tekrar bdlgeleri,
mikrosatellit veya isaret genler olarak adlandirilir. Niikleotid siras1 degismis bir genin
yaninda bulunan igaret geni, bozuk genle birlikte nesiller boyunca ayni kalittim yolunu
izlemektedir Bu nedenle isaret genin belirlenmesi, bozuk genin tespitiyle ayni anlama
gelir (Arda, 1995; Dawson, 1990). Iliski analizi, hastalik geninin isaret genine yakin
oldugu ve krossingover’de hastalik geni ile isaret geninin ayrilmayacagl esasina
dayanmaktadir. DNA isaretleyicilerinin kullanimi iki asamada yapilir; 6nce isaretleyici
gen belirlenir, sonra incelenen ailenin en az iki jenerasyon boyunca tum bireylerinden
DNA alinarak, kalitsal hastaliga neden olan lokusa sahip bireyler belirlenmektedir
(Nicholas, 1996).

2.5. Sigir Yetistiriciligini Tehdit Eden Kalitsal Hastaliklar

Genetik, kalittim ve degisimle ilgilenen bilim dali olarak ifade edilmektedir. Bir
nesilden digerine aktarilan, protein sentezi i¢in kodlanmis bilgilere sahip kalitsal
birimler gen olarak tanimlanmaktadir (Basaran, 1996). Kalitsal hastaliklar ise anne ve
babadan yavruya aktarilan genetik metaryelde olusan deformasyonlar1 icermektedir. Bu
hastaliklar hayvanin sagligin1 ve verimini olumsuz etkileyebilmektedir (Citek ve ark.,
2006). Genetik hastaliklar, aktarilan genlerde kendiliginden ya da cevresel etkiler
nedeniyle olusabilmektedir. Bu etkiler genetik kodlar1 degistirerek bozuk protein sentezi

ya da protein sentezinin durmasina neden olabilmektedir (Basaran, 1996).
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Kalitsal hastaliklar, ¢iftlik hayvanlarinda ciddi anlamda verim ve ekonomik
kayiplara neden olabilir. Bu nedenle kalitsal hastaliklarin molekiiler diizeyde
isleyislerini bilmek, hastaliklar1 siiriiden uzaklastirmada biiyilk onem tasimaktadir
(Citek ve ark., 2006). Yetistirme programlar1 hazirlanirken damizlik adaylarinin o irkta
en sik goriilen kalitsal hastaliklar yoniinden genetik yapilarimin  belirlenmesi
gerekmektedir. Genetik yapilarin belirlenmemesi durumunda kalitsal hastaliga sebep
olan mutant allel siirlide varligimi stirdiirerek hasta yavrularin dogmasina neden
olabilmektedir (Akyiiz ve Ertugrul, 2006a). Asagida tespit edilmis 20 genetik hastaligin

isimleri yer almaktadir.

1-Sigir Lokosit Baglanma Yetmezligi (Bovine Leukocyte Adhesion Deficiency,
BLAD)

2- Uridin Monofosfat Sentetaz Eksikligi (Deficiency of Uridine Monophosphate
Synthase, DUMPS)

3- Kompleks Vertebral Malformasyon (Complex Vertebral Malformation,
CVM)

4- Sitrulin Birikimi (Citrullinaemia)

5- Faktor X1 Eksikligi (FXID)

6- Glikojen Depo Hastalig1 (Miyofosforilaz Eksikligi, Tip V)

7- Kalitsal Cinko Eksikligi Hastaligi (Hereditary Zinc Deficiency, HZD, A46)
8- Sigir Claudin-16 (CL-16) Eksikligi Sendromu

9- Batten Hastaligi (Sinirsel Keroid Lipofusinoz, NCLs)

10- Alfa Mannosidozis

11- Akgaagac Surubu Idrar Hastaligi (Maple Syrup Urine Disease, MSUD)
12- Kassel Hipertrofi (Muscular Hypertrophy)

13- Sferositozis

14- Sediak-Higasi (Chediak-Higashi) Sendromu

15- Spinal Muscular Atrofi (SMA)

16- Dogustan Tibia Yoklugu (Tibial Hemimelia)
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17- Myoclonus
18- Sindaktili (Syndactyly)
19- Konjenital Eritropoetik Porfiriya (Congenital Erythropoietic Porphyria)

20- Kalitsal Guatr

2.5.1. Sigir Lokosit Baglanma Yetmezligi (BLAD)

Sigir 16kosit baglanma yetmezligi (bovine leukocyte adhesion deficiency,
BLAD); Holstayn sigir irkinda tespit edilmistir. Hasta buzagilarin dogumundan itibaren
ortaya ¢ikan ve buzagida en geg bir yil igerisinde tekrarlayan mukozal enfeksiyonlar
nedeniyle 6lmesine neden olmaktadir. BLAD, otozomal resesif kalitim sekli gdsteren
kalitsal bir hastaliktir (Ackermann ve ark., 1993; Batt ve ark., 1994; Sipes ve ark., 1999;

Tammen ve ark., 1996).

B2 integrin molekiilinde olusan bir bozukluk, lokositlerin damar disina
¢ikamayarak lezyonlu dokuya ulasmalarini engel olmaktadir (Ackermann ve ark., 1999;
Fesus ve ark., 1999; Kaneko ve ark., 1997; Kehrli ve ark., 1992b; Kishimoto ve ark.,
1989; Saglam ve ark., 1997; Schuster ve ark., 1992).

Sigir 16kosit baglanma yetmezligi hastali§i, endotel-l16kosit baglanmasini
saglayan CD11/CD18 kompleksinin alt iinitesi olan B2 integrin (CD18) glikoproteinini
kodlayan genin 383 numarali pozisyonundaki guanin niikleotidinin adenin niikleotidi ile
yer degistirmesine neden olan bir nokta mutasyonu sonucu olugmaktadir. Bu degisiklik
CD18 genindeki 128. amino asidi aspartik asitten glisine donligmesine neden olmaktadir
(Craznik ve ark., 2007; Kehrli ve ark., 1992b; Millar ve ark., 2000; Nagahata ve ark.,
1994).

Hastalik ilk kez Amerika’da 1990 yilinda bulunmus ve sigir graniilopati
sendromu olarak adlandirilmistir (Kehrli ve ark., 1992a). Hasta buzagilarda sindirim
kanali ve agiz mukozalarinda genis ve yaygin {ilserler, dis etlerinde iltihap, erken dis
kaybi, siddetli ve iyilesmeyen ishal tablosu ile solunum sistemlerinde bronsit ve
pnomoni gorilmektedir (Ackermann ve ark., 1993; Akyiiz ve Ertugrul, 2006a; Craznik
ve ark., 2007; Gilbert ve ark., 1993; Mueller ve ark., 1995).
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Semptomlarin iyilestirilmesi i¢in uygulanan tedavi sonrasinda Klinik belirtiler
ortadan kalkmakta ancak tedavi bitiminde tekrar ortaya ¢ikmaktadir (Fesus ve ark.,
1999; Janosa ve ark., 1999; Kehrli ve ark., 1992b; Sipes ve ark., 1999). Hasta buzagilar
antibiyotik tedavisine yanit vermezler (Ackermann ve ark., 1999; Healy, 1992).
Araliklarla yapilan kan sayiminda devamli 16kosit artisi goriilir (Akylz ve Ertugrul,
2006a; Healy, 1992). Lokositlerin ¢ogunlugu nétrofillerdir (Akyiiz ve Ertugrul, 2006a).

Saglikli bir buzagida normalde 1 mm® kanda 8000 adet lokosit varken, hasta
buzagilarda bu say1 100.000’1 agsmaktadir. Hasta buzagilarda biiylime geriligi ve asir1
zayiflik gortlir (Akyiiz ve Ertugrul, 2006a; Kehrli ve ark., 1992b; Olchowy ve ark.,
1994; Saglam ve ark., 1997). Buzagilarin viicut agirliklart yasitlarinin ancak %350-
60’na ulasabilmektedir (Akyiiz ve Ertugrul, 2006a).

Hasta hayvanlarda dogumdan sonraki ilk bir yil igerisinde tekrarlayan mukozal
enfeksiyonlar sonucu Olim gorulmektedir (Ackermann ve ark., 1993; Akyiz ve
Ertugrul, 2006a).

Sit sigirciliginda diinyada buzagilarin yaklasik %7.7’si ¢esitli nedenlerden
dolay1 dlmektedir. Ishal nedeniyle dlen buzagilarin %36’sinda belirli bir mikrobik ajan
belirlenememistir. Buna ragmen, 6liim sebebi nadiren BLAD olarak bildirilmektedir.
Oysa dunya Holstayn popiilasyonunun yaklasik %5.8’i BLAD tasiyicisidir (Janosa ve
ark., 1999). Bu nedenle, BLAD sut endstrisini tehdit eden en 6nemli Kkalitsal
hastaliklardan biridir (Kehrli ve ark., 1992b).

Diinyada BLAD tasiyicilarinin ABD orjinli Osborndale Ivanhoe, Penstate
Ivanhoe Star ve Carlin M Ivanhoe Bell isimli yiiksek siit verimine sahip bogalar ile hem
anne hem de baba tarafindan akraba olduklart belirlenmistir (Agerholm ve ark., 2001;
Berglund ve ark., 2004; Citek ve ark., 2006; Hirano ve ark., 2006; Steffen, 2001).
Yiiksek siit verimine sahip olmalari ve bu Ozelliklerini yavrularina yiiksek oranda
gecirebilmeleri nedeniyle bu bogalarin hem kendileri hem de birgok ogul ve torunlar
Holstayn yetistiriciliginde yaygin olarak kullanilmistir. Bu durum, BLAD’in 0Once
ABD’ye, buradan da diinyaya yayilmasina neden olmustur (Akyiiz ve Ertugrul, 2006a).
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2.5.2. Faktor XI Eksikligi (FXID)

Kanin pihtilasmasinda gorevli proteinlerden biri olan faktdr XI, serin proteaz
olarak da adlandirilmaktadir (Ghanem ve ark., 2005). Hastaligin faktor XI geninin 12
numarali ekzonuna 76 baz eklenmesine neden olan bir mutasyon sonucu meydana
geldigi tespit edilmistir (Brush ve ark., 1987; Mukhopadhyaya ve ark., 2006). Insan,
kopek ve sigirlarda tespit edilmis kalitsal hastaliklardan biri oldugu belirtilmistir (Brush
ve ark., 1987; Laponten ve ark., 2000).

Sigirlarda bu kalitsal hastalik ilk kez 1969 yilinda ABD Holstaynlarinda tespit
edilmistir (Marron ve ark., 2004). Daha sonra Kanada ve Ingiltere’de de bu kalitsal
hastaligin varligi bildirilmistir (Marron ve ark., 2004). Tirkiye’de yetistirilen
Holstayn’larda FXID’e neden olan mutant allelin varligr ilk kez 2009 yilinda
bildirilmistir (Meydan ve ark., 2009). Faktér XI yetmezligi hayvanlarda gogunlukla
asemptomatik seyretmektedir (Citek ve ark., 2006). Gerek homozigot gerekse
heterozigot bireylerde hastaligin kesin tanisina olanak verecek Kklinik belirtiler
bulunamamistir. FXID’den etkilenen hayvanlarin g¢ogunlukla belirgin semptomlar

gostermeden de yasayabildikleri bildirilmistir (Citek ve ark., 2006).

Enjeksiyon sonrasi kanama siiresinin uzamasi, kanli siit alimi ve anemi gibi
birkag belirti gorulebilmektedir (Citek ve ark., 2006; Gentry ve Black, 1980; Marron ve
ark., 2004). Bu semptomlara ilaveten normal buzagilara gore daha diisiik dogum agirligi
ve yasama orani gostermektedirler (Marron ve ark., 2004). Normal buzagilara gore
enfeksiyoz hastaliklara yakalanma olasiliklarinin daha yiksek oldugu belirtilmistir
(Marron ve ark., 2004).

FXID, heterozigot bireylerde pihtilagma aktivitesini azaltmis, homozigotlarda
ise tamamen ortadan kalkmasina neden olmustur (Meydan ve ark., 2009). Ayrica
kastrasyonda ve boynuz kesimi yapilan hayvanlarda uzun siiren kanamalar, yeni dogum
yapmis ineklerde siklikla pembe renkli kolostrum, yeni dogan buzagilarda gobek
kordonunda ve ¢evresinde kanamalar goriildiigii bildirilmistir (Marron ve ark., 2004;
Meydan ve ark., 2009). FXID, tastyicit ve homozigot hayvanlarin ovilasyon déneminde
kan oOstradiol oraninda diismeye ve folikiiler gelisimin tamamlanmamasina neden

olmaktadir (Ghanem ve ark., 2005).
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Ureme performansinin etkilenmesi sebebi ile isletmelerde buzagilama araligmin
uzamasina neden oldugu bildirilmistir (Ghanem ve ark., 2005). Bu durum sit
endustrisinde ekonomik kayba neden olmaktadir (Gentry ve Black, 1980; Marron ve
ark., 2004).

Homozigot hasta hayvanlar, ylksek mortalite gosterseler bile herhangi bir klinik
belirti gostermeden siirt igerisinde yillarca yasayabilmektedirler (Marron ve ark., 2004).
Bu nedenle homozigot ve heterozigot bireylerin belirlenerek damizliktan ¢ikarilmasi
gerekmektedir. Hastaligin tanisinda, bireylerdeki FXID etkinligini izlemek igin aktive
parsiyel tromboplastin zamanini (APTT) 6l¢timii kullanilabilmektedir (Ghanem ve ark.,
2005). Yontem, homozigot bireylerin belirlenmesi igin olumlu sonu¢ vermesine karsin
heterozigot bireylerin belirlenmesinde olumlu sonu¢ vermemektedir (Ghanem ve ark.,
2005). Bu nedenle FXID tasiyicilarinin kesin olarak tespiti i¢in en etkili yontem uygun
primerlerin kullanilmasiyla yapilan PZR yontemi oldugu belirtilmistir (Marron ve ark.,
2004).

2.5.3. Kompleks Vertebral Malformasyon (CVM)

Holstayn sigirlarinda tiridin difosfat-N-asetilglukozamin transporteri kodlayan
SLC35A3 geninde meydana gelen bir mutasyon sonucu olustugu belirtilmektedir.
Hastalik SLC35A3 geninin 559. pozisyonunda bulunan guanin nikleotidinin timin ile
yer degistirmesine neden olan nokta mutasyonu sonucu olusur (Agerholm ve ark., 2001;
Steffen, 2001). Bu mutasyon, SLC35A3 proteininin 180. pozisyonunda bulunan valin
amino asidinin fenilalanine doniismesine sebep olmaktadir (Rezaee ve ark., 2008;
Schiitz ve ark., 2008).

Kompleks vertebral malformasyon (CVM), Holstayn sigirlarinda goriilen
otozomal c¢ekinik kalitim sekli gdsteren, oldiiriicii bir hastaliktir (Agerholm ve ark.,
2004; Nagahata ve ark., 2009). Hastaligin, fotal gelisme bozukluguna sebep olan
omurilik anomalisi ile seyreden, fotal 6lim ve yavru atimi ile sonuglandigi
belirtilmektedir (Agerholm ve ark., 2001). Mutant allel yéninden homozigot olan
fottislarin yaklasik % 80’1 gebeligin 260. glininden 6nce atilmaktadir (Agerholm ve
ark., 2004).
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Bu donemden oOnce atilmayan ve normal gebelik siiresini tamamlayan yavrular
cogunlukla 6lii dogmaktadir. Atilmayan yavrularda boyun ve gogiis bolgesi omurlarinda
kisalma, simetrik eklem egrilikleri, omurilik egriligi, vertebralarda sekil bozuklugu,
kafatasindan kuyruk sokumuna uzanan omurga dizisinin boyun ve sirt omurlarinda
birden fazla omurun anatomik olarak eksikligi ve omurlarda yapigma ile karakterizedir
(Agerholm ve ark., 2001; Agerholm ve ark., 2004; Chu ve ark., 2008; Duncan ve ark.,
2001; Nagahata ve ark., 2002; Revell, 2001; Thomsen ve ark., 2006). Bu Klinik
belirtilerden en 6nemlisi ve embriyo igin 6liimciil olan1 omurga kisaligidir (Agerholm
ve ark., 2001). Homozigot yapidaki fotuslarin %50’sinde kalp anomalisi de
gorulmektedir (Schitz ve ark., 2008).

Hasta buzagilarin pedigrileri incelendiginde bu yavrularin ABD orjinli Penstate
Ivanhoe Star ve Carlin M Ivanhoe Bell isimli bogalarla akraba olduklar1 belirlenmistir.
Hastaligin varlig1 ilk olarak Danimarka’da bildirilmis, daha sonralari ise bir¢ok iilkede
bu kalitsal hastaligin varligi tespit edilmistir (Agerholm ve ark., 2001; Berglund ve ark.,
2004; Citek ve ark., 2006; Hirano ve ark., 2006; Steffen, 2001).

2.6. Holstayn Sigir Irki

Holstayn sigir wrkinin  anavatani Hollanda'min  Frizyan bolgesi olarak
bilinmektedir. Avrupanin g¢esitli bolgelerinde 6zel olarak yetistirilen hayvanlar,
Tiirkiye'de daha ¢ok Marmara, Ege ve Akdeniz bolgelerinde iilkemiz sartlarina uygun
olarak yetistirilmektedir. Sut verimleri yiiksek oldugundan en ¢ok tercih edilen siit
sigirlaridirlar. Siyah ve beyaz renkleri birarada barmndirirlar. Iri yapili olup memeleri
biiyiik ve yumusaktir. Bir laktasyonda 6500-9600 It arasinda stt vermektedirler (Akyiiz
ve Ertugrul, 2006a).

Holstayn, dinya sigir wklarimin belirleyicisi konumundadir. Bir ¢ok 1rkla
melezlemesi yapilmistir. Az verimli yerli irklarimizin, Holstayn irki hayvanlar ile
melezlenmesinin yerli hayvanlara gore daha ¢ok verim sagladigi gorilmistiir. Bakimi
ve beslenme kosullar1 diizgiin ise ¢ok verimli ve karli bir hayvancilik yapilabilmektedir.
Holstayn sigir ki hayvanlar, hastaliklara karsi ¢ok duyarli olup, bakimma ve
korunmasina titizlikle dikkat edilmesi gereken bir sigir irkidir. Damizlik siit sigirciligi
yapmaya elverisgli olup her tirli iklime uyum saglamaktadirlar (Akyiiz ve Ertugrul,
2006a).
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Holstayn sigir 1rkinin, diinyada sigircilik projelerinde hep o6n planda oldugu
gorulmektedir (Akyiiz ve Ertugrul, 2006a).

Alger Meeknia

Sekil 2.6.2: Holstayn irki boga (https://www.bilgidiyari.tk)
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. GEREC

3.1.1. Hayvan Ornekleri

Arastirmada Kocaeli, Sakarya ve Balikesir illerindeki ilge ve kdylerde yer alan
yetistiricilerden temin edilen 300 adet Holstayn ki sigirlara ait kan ornekleri

kullanilmustir.

Kocaeli; Kandira Merkez- Elit Tarim ve Hayvancilik Siit tiretim Merkezi (54),
Aygaz Sahibi (21, 17 sigir damizlik, 4 tanesi inek), Asim Aga Ciftligi (25), 17 damizlik
sigir 83 inek toplamda 100, 2 Mart 2014 yilinda kan alindi.

Sakarya; Karapiicek Koyi- Yiksel Mahallesi- Ali Riza Yildiz (20), Ismet
Yildiz (19), ibrahim Kulag (18), Yildirrm Ozcan (17), Tacit Sahin (12), Hasan Burnaz
(9), Aydin Ozcan (5), toplamda 100 inek, 8 Subat 2014 yilinda kan alind.

Balikesir; Caypinar KOy(- Okyanus Ciftligi- 100 inek- 2. Laktasyonda, 18 Ocak
2014 yilinda kan alind1.

Calisma, Istanbul Universitesi Veteriner Fakiiltesi Biyokimya Anabilim Dali

DNA labaratuvarinda, Nisan, Mayis ve Haziran 2014 doneminde gercgeklestirilmistir.

3.1.2. Kullanilan Cihazlar

Calismada kullanilan cihazlarin listesi asagida verilmistir.

Dijital otomatik pipet 10-100pl (Thermo Finnipipette)

Etlv (Dedeoglu)

Gli¢ Kaynagi (Consort E833)

Hassas terazi (Chyo MK-500C)

Kuru blok 1sitici (Techne Dri-Block DB-2D)

Mini santrifiij cihazi (Eppendorf minispin plus)



Otoklav

Otomatik pipet 100-1000pl
Otomatik pipet 10-100ul
Otomatik pipet 0.1-2.5ul
Otomatik pipet 0.5-10pl
Sogutmali santrifiij
Thermal cycler

UV goriintiileme cihaz
Vorteks

Yatay sualti elektroforez cihazi

(Nive OT 012)

(Biohit)

(Biohit)

(Biohit)

(Biohit)

(Sigma 3-16 K)

(Techne TC-312)

(Kodak EI Logic 200 Imaging System)
(Heidolph D-91126 Schwabach)

(Thermo EC320)

3.1.3. Kullanilan Kimyasal Maddeler

Calismada kullanilan kimyasal maddelerin listesi asagida verilmistir.

Agaroz
Amonyum asetat
dNTP seti 4x25ul
EcoT22 1
EDTA

Etidyum Bromur
KHCO3

MgCl,

NH4CI

NaCl

Primerler
Proteinaz K

PZR reaksiyon tamponu

(Sigma A9539)
(Biomatik A4136)
(Fermantas 00016618)
(Invitrogen 15240501)
(Sigma E5134)
(Sigma 083K8937)
(Fluka 60339)
(Fermantas 00016395)
(Biomatik A2143)
(Sigma S3014)
(Integrated DNA Technologies)
(Roche 03115801001)

(Fermantas 00016394)
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Sodyum Dodesil Sulfat (SDS) (Multicell 800-100-EG)
Tagq DNA polimeraz (Fermantas 00016337)
TEB tampon ¢ozeltisi (Amresco 2758L.42)
Yukleme tamponu (6X) (Takara A129)

%99’luk absolut Etanol (Riedel-de Haén 32221)
100 b¢ DNA Markor (Fermantas 00020166)
50 b¢ DNA Markor (Fermantas 00151359)

3.1.4. Genomik DNA Elde Edilmesinde Kullanilan Cozelti ve Tamponlar

DNA izolasyonu islemi i¢in kullanilan ¢dzelti ve tamponlar ile bunlarin

hazirlanmas1 asagida gosterilmistir.
3.1.4.1. Lizis Tamponu

16.58 g NH4Cl, 2.0024 g KHCOs3 ve 0.074 g EDTA balon jojeye konulup, steril
distile suda c¢oziindiiriilerek 2 litreye tamamlanmistir. Otoklavda 121°C°de 60 dakika

siireyle sterilize edildikten sonra +4°C’de saklanmistir.
3.1.4.2. Nukleaz Tamponu

4.65 g EDTA ve 292 g NaCl balon jojeye konulup, steril distile suda
coziindiiriilerek 500 ml’ye tamamlanmistir. Otoklavda 121°C’de 60 dakika siireyle

sterilize edildikten sonra +4°C’de saklanmustir.
3.1.4.3. Sodyum Dodesil Sulfat (SDS) Cozeltisi (%010)

10 g sodyum dodesil siilfat steril distile suda ¢oziindiiriilerek 100 ml’ye

tamamlanmis ve oda 1sisinda saklanmaistir.
3.1.4.4. Amonyum Asetat Cozeltisi (4.5 M)

34.6 g amonyum asetat steril distile suda ¢oOziindiiriilerek 100 ml’ye

tamamlanmis ve +4°C’de saklanmustir.
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3.1.5. Polimeraz Zincir Reaksiyonunda Kullanilan Cozeltiler

Polimeraz zincir reaksiyonunda hastaliklara sebep olan mutant alleli tespit etmek
icin bolgelerin ¢alisilmasi i¢in kullanilan ¢6zelti ve maddeler ile bunlarin hazirlanmasi

asagida gosterilmistir.

3.1.5.1. Primer Soltsyonunun Hazirlanmasi

Liyofilize halde bulunan primerler ©Oncelikle 100 pl distile suda
¢coziindiiriilmiistiir. Hazirlanan stok ¢dzeltiden 1 pl alinarak, distile su ile primerlerin
sahip oldugu nmol degerine tamamlanmis ve 10 pmol/ml konsantrasyon saglanmistir.

Kullanilmadan 6nce mikrosantrifiij ile karigtirilmistr.

3.1.5.2. dNTP Soliisyonunun Hazirlanmasi

dATP, dTTP, dGTP ve dCTP diniikleotidlerinin her birinden 10 pl alinmis, 40ul
steril distile suda ¢ozlindiiriilmiistiir. 100 uM yogunlukta hazirlanan dNTP karisimi

mikrosantrifiij ile karistirilmis ve -20°C°de saklanmustir.

3.2. YONTEM
3.2.1. Kan Alma islemi

Holstayn ki sigirlardan kan oOrnekleri steril igne ve kan alma aparati ile
kuyruktan 10 ml’lik etilen diamin tetra asetik asit (EDTA) iceren steril tliplere alinmus,

tiipler DNA izolasyonu asamasinda kullanilincaya kadar -20°C°de muhafaza edilmistir.

3.2.2. DNA izolasyonu

Genomik DNA elde edilmesinde, standart amonyum asetat ile ¢oktiirme yontemi

kullanilmistir (Miller ve ark., 1985). Yontemin ayrintilar1 asagida verilmistir.
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Z///// it

Sekil 3.2.2.1: Alinan kanlarin karistirilmasi

1- EDTA’l tiipten 2 cc kan 50 ml’lik plastik santrifiij tiipiine bosaltilmistir.

Sekil 3.2.2.2: Kanlarin santrif{ij tipiine alinmasi

2- Uzerine 15 m1’e kadar Lyzis Buffer eklenmis ve vortekslenmistir.
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Sekil 3.2.2.3: Lyzis buffer eklenmesi ve vorteksleme

3- 15 dakika buzdolabinda bekletilmistir (+4°C).

Sekil 3.2.2.4: Buzdolabinda bekletme
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Sekil 3.2.2.5: Santriftigasyon

4- 6600 d/d’da 11 dakika gevrilmistir (+4°C).

5- Ust s1v1 pellete zarar vermeden dokiilmiistiir.

Sekil 3.2.2.6: Ust stvinin dokiilmesi

6- Pellet lizerine 10 ml’e kadar Lyzis Buffer eklenmis ve vortekslenmistir.
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Sekil 3.2.2.7: Lysis buffer ekleme ve vorteksleme

7- 6600 d/d’da 11 dakika cevrilmistir (+4°C) (santrifiijden ¢ikarildiginda

¢eperde kan sivanmasi kalmamigsa yikanma islemi basarili demektir)

Sekil 3.2.2.8: Pelletin iist stvidan ayrilmamis hali
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8- Ust s1v1 pellete zarar vermeden dokiilmiistiir.

Sekil 3.2.2.9: Pellete zarar vermeden iist sivinin ayrilmasi

9- Pellet Gzerine 3 ml niikleaz buffer, 400ul steril su, 50ul sodyum dodesil
stilfat, 30ul Proteinaz K eklenmistir.

Sekil 3.2.2.10: Pellet Uzerine eklenen ¢ozeltiler
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10- 37°C’de 1 gece inkiibe edilmistir.

Sekil 3.2.2.11: Inkiibasyon

11- inkiibasyondan sonra tiipe 1.8 ml amonyum asetat eklenip vortekslenmistir.

e
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Sekil 3.2.2.12: Amonyum asetat eklenmesi ve vorteksleme

12- 10600 d/d’da 25 dakika ¢evrilmistir (+4°C).
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13- Ust siv1 pellet karistirilmadan baska bir 50 ml’lik plastik santrifiij tiipiine

alimustir.

Sekil 3.2.2.13: Tiipiin icerigini baska bir falkona bosaltma

14- Yeni tiipteki sivi %99’luk soguk mutlak etanol ile 10-15 ml’e kadar

tamamlanmaistir.

Sekil 3.2.2.14: Mutlak etanol ile muamele
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15- Tup hafifce alt {ist edilerek calkalanmis ve DNA ipliginin olustugu

gorilmiistdr.

Sekil 3.2.2.15: DNA iplik¢igi
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16- Steril ug ile aliman DNA iplik¢igi, 400 pl steril su konmus mikro santrifiij

tiipiine alinarak, ¢6zlinmesi i¢in oda 1sisinda birkag giin bekletilmistir.

Elde edilen genomik DNA ornekleri etiketlenerek calismada kullanilincaya

kadar -86°C’de muhafaza edilmistir.

DNA izolasyon isleminin sonunda 300 adet Holstayn irki sigira ait kan

orneklerinin tamamindan genomik DNA izole edilebilmistir.

3.2.3. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR)

Sigir 16kosit baglanma yetmezligi (BLAD)’ne sebep olan mutant alleli

belirlemek i¢in yapilan PZR isleminde asagidaki primerler kullanilmistir (Meydan ve
ark., 2010).

F: SGAATAGGCATCCTGCATCATATCCACCAZ’
R: 5’CTTGGGGTTTCAGGGGAAGATGGAGTAG3’

BLAD geni 357 bg’lik hedef bolgenin ¢ogaltilmasinda kullanilacak PZR sartlar::
94°C’de 5 dakika, 94°C’de 1 dakika, 61°C’de 1 dakika, 72°C’de 1 dakika, 35 siklus ve
72°C’de 10 dakikadir. Hedef bolgenin cogaltilmasi icin kullanilan 25 pl PZR

karisimindaki soliisyonlar ve miktarlar1 Tablo 3.2.3.1°de verilmistir.

Faktor XI eksikligi (FXID) ne sebep olan mutant alleli belirlemek i¢in yapilan
PZR isleminde asagidaki primerler kullanilmigtir (Yasar ve Akyliz, 2012).

F: >CCCACTGGCTAGGAATCGTT3’
R: 5’CAAGGCAATGTCATATCCAC3’

FXID geni 320 b¢’lik hedef bdlgenin ¢ogaltilmasinda kullanilacak PZR sartlart:
94°C’de 5 dakika, 94°C’de 1 dakika, 54°C’de 1 dakika, 72°C’de 1 dakika, 35 siklus ve
72°C’de 10 dakikadir. Hedef bolgenin cogaltilmasi icin kullanilan 25 pl PZR

karisimindaki soliisyonlar ve miktarlar1 Tablo 3.2.3.1°de verilmistir.

Kompleks vertebral malformasyon (CVM)’a neden olan mutant alleli belirlemek

i¢in yapilan PZR isleminde asagidaki primerler kullanilmistir (Kulakli ve Akyiiz, 2011).
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F: SCACAATTTGTAGGTCTCACTGCA3’
R: 5CGATGAAAAAGGAACCAAAAGGGS’

CVM geni 233 bg’lik hedef bolgenin ¢ogaltilmasinda kullanilacak PZR sartlari:
96°C’de 5 dakika, 95°C’de 30 saniye, 56°C’de 1 dakika, 72°C’de 30 saniye, 30 siklus ve
72°C’de 10 dakikadir. Hedef bolgenin ¢ogaltilmasi igin kullanilan 25 pl PZR

karisimindaki soltisyonlar ve miktarlari Tablo 3.2.3.1°de verilmistir.

Tablo 3.2.3.1: Hedef boélgenin gogaltilmasi icin kullanilan PZR karisimindaki

solisyonlar ve miktarlar:

Solusyonlar Konsantrasyon Miktar (1X)
Steril distile su 14.9
MgCl, 25 mM 2 ul
dNTP 100 uM 0.4 ul
Primer-1 10 pmol/ul 1l
Primer-2 10 pmol/ul 1l
Tagq DNA polimeraz 1U 0.2 ul
DNA 50-100 ng 3ul
PZR tamponu 10X Tagq Buffer with (NH4)2SO4 2.5 ul

3.2.4. Agaroz Jelin Hazirlanmasi ve PZR Uriinlerinin Yiiriitiilmesi

Elde edilen PZR iiriinlerinin yatay sualti elektroforezinde yurutilmesi igin oncelikle %
2 agaroz jel hazirlanmistir. Bu amacla bir behere 30 ml 0.5 X TEB tampon ¢ozeltisi ve
0.6 g agaroz konularak manyetik 1sitict yardimiyla berraklasincaya kadar
¢coziindiiriilmiistiir. Berraklasan jele 1sitma asamasinda, yiiriitiilen DNA pargaciklarinin
gorliniir hale gelebilmesi icin 1.5 upl etidyum bromiir eklenerek karistirilmistir.
Hazirlanan jel, 55-60 °C’ye kadar sogumasi beklendikten sonra hava kabarcif

olusmamasima Ozen gosterilerek taraklarin yerlestirildigi jel tankina dokiilmiistiir.
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Polimerlesmesi i¢in 15 dakika beklenmistir. Polimerlesmeden sonra taraklar ¢ikarilarak
caligilacak firtinlerin yiiklenmesi i¢in kuyucuklar hazirlanmistir. Jel tanki, yatay sualti
elektroforezine kuyucuklar negatif (-) ytiklii katoda gelecek sekilde 0.5 X TEB tampon
coOzeltisi i¢cine konulmustur. PZR uygulamasi sonrasi elde edilen her bir ¢ogaltma
tiriintinden 5 pl alinarak 2 pl yiikleme tamponuyla parafilm tizerinde karistirilmis ve
hazirlanan jeldeki ikinci kuyucuktan baslanarak kuyucuklara yiiklenmistir. Ik kuyucuga
PZR urinlerinin bayukluklerini belirlemek icin 50 ya da 100 baz cifti (bg) markor
yiiklenmistir. Jele yiiklenen PZR iiriinleri 110 voltta 30 dakika yiiriitiilm{istiir.

Elektroforez islemi sonrasi jel, UV 1s1k altinda goriintiilenerek DNA’nin ¢ogalip
cogalmadigi incelenmistir. Cogalan 6rnekler, BLAD hastaligi i¢in dizin analizi islemine
tabi tutulmustur. FXID hastalig1 icin PZR islemi yeterli olup, CVM hastalig1 i¢in ise
PZR-RFLP yontemi kullanilmistir.

3.2.5. Restriksiyon Enziminin Kesim Bolgesi

Restriksiyon enzimleri kendilerine 6zgii DNA dizilerini taniyarak, o bolgeye

baglanip sindirim gergeklestiren enzimlerdir.

Bu calismada kullanilan Eco T22 I (Avalll) restriksiyon enziminin kesim

bolgesi asagida verilmistir.
Eco T22 | (Ava IlI): 5’-ATGCA/T-3’
3’-TIACGTA-5’
3.2.6. PZR Urinlerinin Kesimi

Kompleks vertebral malformasyona neden olan mutant alleli belirlemek icin
yapilan PZR isleminin ardindan, istenilen bolge ¢ogaltilmistir. PZR Griinlinden 10 pl,
steril distile sudan 18 pl, 2 pl buffer ve 1 ul Eco T22 | (Ava Ill) restriksiyon enzimi
ilavesiyle hazirlanan karisim kuru blok 1siticida 37°C’de bir saat bekletilmistir. Bekleme
sonrast kesimin gerceklesip gerceklesmedigini gormek icin yine agaroz jelin
hazirlanmas1 ve PZR {iriinlerinin yliriitiilmesi islemlerinde gerceklestirilen adimlar tek

tek uygulanmistir (Kulakli ve Akytiz, 2011).
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3.2.7. Dizin Analizi

Calismamizda dizin analizi islemi Refgen-Gen Arastirmalar1 ve Biyoteknoloji
Ltd. Sti. (Golbasi-Ankara) labaratuvar tarafindan gergeklestirilmistir. PZR {irlinlerinin
saflagtirilip forward primer vasitasiyla dizinleme islemi kilcal elektroforez (ABI 3130

XL Genetic Analyzer, USA) cihazinda yapilmstir.

3.2.8. istatistiksel Analiz

Dizin analizi sonuglar1 6ncelikle Clustal W karsilastirma programi bazli ¢alisan

MEGA 4 (Tamura ve ark., 2007) (http://www.megasoftware.net/m_con_select.htim)
bilgisayar programi kullanilarak degerlendirilmistir. Dizin analizi gergeklestirilen her
bir &rnegin polimorfizmine bakmak icin genotip ve allel dagilimi ile ki-kare (3 ) testi
sonucu Hardy-Weinberg esitligine uyum PopGene32 bilgisayar programi kullanilarak
analiz edilmistir (Yeh ve ark., 2000).

3.2.9. Etik Kurul Onay Bilgileri
Etik kurul adi: Istanbul Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu
Etik kurul kararinin tarihi: 30.09.2013

Etik kurul kararinin sayisi: 103


http://www.megasoftware.net/m_con_select.htlm
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4. BULGULAR

4.1. Sigir Lokosit Baglanma Yetmezligi (BLAD)

Kocaeli, Sakarya ve Balikesir illerindeki Holstayn irki sigirlarda Sigir Lokosit
Baglanma Yetmezligi (BLAD) hastaligina ait sonuglarda; PZR islemi ile istenilen
bolgesi ¢cogaltilan CD18 genine ait agaroz jel goriintlisu Sekil 4.1.1°de gosterilmistir.

—— — 3
—
= o Sl Gk BB - - S5 Sa s 0

S

Sekil 4.1.1: CD18 geninin 383. nukleotidindeki hedef bdlgenin %2’lik agaroz

jeldeki gorintasi

M1: 100 b¢ DNA Markor M2: 50 b¢ DNA Markdr, 1-9: 357 bg’lik hedef bolge
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Elde edilen bu PZR sonuglari dizin analizi islemine tabi tutulmus olup, toplamda
300 sigirdan 4 tanesi heterozigot birey, 296 tanesi homozigot birey olarak tespit

edilmistir. Sekil 4.1.2°de heterozigot bireyin kromotogrami gosterilmistir.

GleEt
1 - =
CCALTICIGIAICICLTE

J— L ~u,s U LA tJ.'

Homozigot Heterozigot

Sekil 4.1.2: Homozigot ve heterozigot bireylerin nikleotid kromotogram

Bu sonuglar 1518inda, yapilan ¢alismada Sigir Lokosit Baglanma Yetmezligi (BLAD)

hastalig ile ilgili polimorfizm genotip ve allel frekanslar1 Tablo 4.1°de verilmistir.
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Tablo 4.1 : Holstayn ki sigirlarda CD18 geni polimorfizminin genotip ve allel

frekanslari
Genotip Allel Frekansi (%)
AA AG A G
Irk nt Go6z.2 Bek.? Go6z.> | Bek.? ()
Holstayn 300 296 296.01 4 3.980 0.9933 0.0067 0.(|)\11501

! hayvan sayisi, 2 gdzlenen degerler, ® beklenen degerler

* Hardy-Weinberg esitligine uyum, Ns: 6nemsiz
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4.2. Faktor XI Eksikligi (FXID)

Sakarya, Kocaeli ve Balikesir illerindeki Holstayn irki sigirlarda PZR islemi ile
istenilen bolgesi ¢ogaltilan faktor XI genine ait agaroz jel goruntist Sekil 4.2.1°de
gosterilmistir. PZR sonucunda tasiyict bireyde 244 ve 320 bg’lik iki bant, homozigot
bireylerde ise 244 bg’lik tek bant goriilmesi beklenmistir. Incelenen 300 &rnekten
hi¢birinde iki bant gozlenmemistir. Dolayisiyla tiim 6rnekler homozigot normal bireyler

olarak tespit edilmistir (Sekil 4.2.1)

M1 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

Sekil 4.2.1: Faktor XI geni 12. ekzon 244 b¢’lik hedef bolgesinin %?2’lik agaroz
jeldeki gorintasi

M1: 100 b¢ DNA Markdr, 1-12: 244 bg’lik hedef bolge
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4.3. Kompleks Vertabral Malformasyon (CVM)

Sakarya, Kocaeli ve Balikesir illerindeki Holstayn 1rki sigirlarda Kompleks Vertabral
Malformasyon hastaligina ait sonuglarda; PZR islemi ile istenilen bdlgesi ¢ogaltilan

SLC35A3 genine ait agaroz jel goruntist Sekil 4.3.1°de gosterilmistir.

M1 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

2y I rrTr I r¥7 e,y

Sekil 4.3.1: SLC35A3 geni 4. ekzon 233 b¢’lik hedef bolgesinin %2’lik agaroz
jeldeki gorintasi

M1: 100 b¢ DNA Markdr, 1-12: 233 be’lik hedef bolge

PZR ile ilde edilen 233 bg’lik iirlinlerin EcoT22 restriksiyon enzimi ile kesilmesi
sonucunda incelenen bireylere ait PZR Urlnlerinin hicbirinin bu enzim ile kesilmedigi
gozlenmistir. Dolayisiyla incelenen bireylerin hi¢ birisinde CVM tasiyic1 bireylerde
gorilmesi beklenen 233, 212 ve 21 bg’lik ii¢ bant goriintiilenememistir. TUm bireylerde
233 bg’lik tek bant gorilmiistir ve tlm bireylerin homozigot normal oldugu

belirlenmistir.
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5. TARTISMA

Dinyada sit endustrisi gin gectikce artan ihtiyac dahilinde ©nem
kazanmaktadir. Siit endiistrisinin ihtiyacim1 karsilamak amaciyla suni tohumlama
yontemi oldukga sik kullanilmaktadir (Citek ve ark., 2006). Suni tohumlama yontemi
slit tiretimini laktasyon basma 900 1t kadar arttrimaktadir (Mukhopadhyaya ve ark.,
2006). Bu yontemin oldukea sik kullanilmasi ayni tohumun birden fazla kullanilmasina
ve 1rk igindeki genetik benzerligin artisina neden olmaktadir (Thomsen ve ark., 2006).
Genetik benzerligin artis1 sebebiyle dol verimini diisiirmekte ve dolayli yoldan siit
tiretiminin kalitesinde azalmaya neden olacak kalitsal hastaliklarin artisina zemin
hazirlamaktadir (Akylz ve ark., 2008; Mukhopadhyaya ve ark., 2006). Kalitsal
hastaliklarin artigina ve diinyaya yayilmasina neden olmaktadir (Mukhopadhyaya ve
ark., 2006).

Kalitsal hastaliklar anne ve babadan yavruya gecen genetik kodlarda
bozukluklara neden olmaktadir. Genetik bozulmalar kendiliginden ya da c¢evrenin
etkisiyle meydana gelebilmektedir. Bu durum protein sentezinin bozulmasina neden
olmaktadir (Basaran, 1996). Hayvanin sagliginin bozulmasina ve ekonomik kayiplara
sebep olabilmektedir (Citek ve ark., 2006). Bu nedenle kalitsal hastaliklar hakkinda
bilgi sahibi olmak hastaliklari siiriiden uzaklastirmada biiyiikk 6nem tasimaktadir (Citek
ve ark., 2006).

Kalitsal bozuklugun genetik temelinin aydinlatilmasindan sonra gelistirilen ve
DNA kullanilarak yapilan testler, hasta, normal ve tasiyicilar hakkinda bilgi sahibi
olmamizi saglamaktadirlar. Molekiiler tan1 teknikleri, kalitsal hastaliktan sorumlu genin
kendisinin veya yerinin belirlenmesi esasina dayali testlerdir (Wood ve Langlois, 1991).
Molekiiler tan1 yontemlerinin daha dogru, daha ucuz ve daha hizli sonug¢ vermeleri

nedeniyle en yaygin kullanilan testler oldugu bilinmektedir (Akyiiz ve Ertugrul, 2006a).

Arastirmamizda, tiim diinyada yetistiriciligi yaygin olarak yapilan Holstayn 1rki
sigirlarin genetik hastaliklarindan 3 6nemli hastalik molekiiler tan1 yontemlerinden

polimeraz zincir reaksiyonu yontemi kullanilarak taranmistir.
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Bu c¢alismada BLAD, FXID ve CVM hastaliklarina sebep olan genlerin allel
frekanslarinin  belirlenmesi Kocaeli, Sakarya ve Balikesir illerinde daha ©nce

yapilmamustir.

BLAD, Holstayn sigir irkinda tespit edilmistir. Hasta buzagilarin dogumundan
itibaren ortaya cikan ve buzagida en gec bir yil igerisinde tekrarlayan mukozal
enfeksiyonlar nedeniyle 6lmesine neden olmaktadir. BLAD, otozomal resesif kalitim
sekli gosteren kalitsal bir hastaliktir (Ackermann ve ark., 1993; Batt ve ark., 1994; Sipes
ve ark., 1999; Tammen ve ark., 1996).

Sigir 16kosit baglanma yetmezligi hastaligina ait sonuglarda; PZR-RFLP islemi
ile istenilen bolgesi ¢ogaltilan ve kesilen CD18 genine ait polimorfizmin agaroz jeldeki
goruntistine gore 313 ve 54 bg¢’lik iki bant olugmasi durumu bize saglikli bireyi
gosterirken; 367, 313 ve 54 bg¢’lik {i¢ bant olugmasi tasiyict bireyi gostermektedir
(Khade ve ark., 2014). Yaptigimiz calismada 6rneklerimiz PZR islemi ile ¢ogaltildiktan
sonra dizin analizi islemine tabi tutulmustur. Dolayisiyla yaptigimiz calismada

orneklerde bant olusumu gézlenmemistir.

Holstayn ki1 sigirlarda yapilan bazi ¢aligmalara gore, Hindistan’da 50 sigirin
timud homozigot normal (Khade ve ark. 2014); Brezilya’da 777 sigirdan 6 tanesi tasiyici
digerleri homozigot normal (% 0.77) (Paiva ve ark., 2013); Cin’de 581 sigirin
homozigot normal 8 sigirin ise BLAD tasiyicisi olarak (Zhang ve ark., 2012) bulundugu
ifade edilmistir (%1.37). Patel ve arkadaslarinin yaptigi ¢alismaya gore Hindistan’da 40
sigir homozigot normal bulunurken 2 sigirin tasiyici oldugu gosterilmistir (%5). Cinde
yapilan bir ¢caligmaya gore Holstayn irk1 615 adet sigirdan 3 tanesi BLAD tasiyicist (Li
ve ark., 2011) olup frekansi %0.48 olarak bulunmustur, Hindistanda yapilan diger bir
caligmaya gore ise 2 adet sigirin tastyict, 118 sigirm homozigot normal oldugu (Roy ve
ark., 2012) belirtilmistir (%1.69). Hemati ve arkadaslarinin yaptigi calismaya gore
[ran’da 50 sigirdan 33 tanesinin BLAD tasiyicisi oldugu bildirilmistir (%6.6).
Ulkemizde yapilan iki ¢alismadan Antalya ve civarinda yapilan arastirmaya gore 504
Holstayn 1rki sigirdan 11 tanesi BLAD tastyicist (Sahin ve ark., 2013) oldugu (%2.18)
tespit edilmistir. Burdur yoresinde yapilan ¢aligmaya gore ise 500 adet sigirdan 10
tanesinin tasiyici oldugu ifade edilmektedir ve frekansi %2 ‘dir (Korkmaz Agaoglu ve
ark., 2015).
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Arastirmamizda Kocaeli, Sakarya ve Balikesir bolgesindeki Holstayn irki 300
adet sigirdan 4 tanesinin BLAD tasiyicisi oldugu sekans verileri sonucuna gore tespit
edilmistir. Yaptigimiz calismada frekans %1.33 olarak hesaplanmistir. Elde ettigimiz
verilere gore Brazilya ve Cin’de yapilan ¢alismalardan frekansimiz yiiksek; Hindistan,
fran, Antalya ve Burdur’daki calismalara gore ise frekansimiz diisiik bulunmustur.
Kocaeli, Sakarya ve Balikesir illerinde daha fazla sayida Holstayn sigir bulundugunu
g6z Oniine alirsak ¢alismadaki hayvan sayisinin arttirilmasiyla frekansin degisimi s6z

konusu olabilir.

Yapilan istatistiki sonuca gore ileride tasiyici olmast beklenen birey sayisi 3.98
olarak hesaplanmustir. ileride bu oranda istatistiki anlam ifade edecek bir degisiklik
beklenmemekte ve Hardy-Weinberg esitligine uygun dagilim goéstermekte olup bu
durum istatistiki ac¢idan bir 6nem arz etmemektedir. Fakat tasiyict bireylerin siiriiden
uzaklagtirllmalar1 ileride tasiyict yada hasta bireylerin ortaya c¢ikiginin Onlenmesi
acisindan biliylik onem tasimaktadir. Tasiyict bireyler seleksiyon c¢aligmalarinda
kullanilmamalidir. Bireyler erkek ise spermalart kullanilmamali, disi ise gebe
birakilmamalidir. Ayrica siiriden uzaklastirilmalar1 agisindan kesime ilk bu bireyler
gonderilmelidir. Yaptigimiz ¢alismada tasiyict olarak tespit ettigimiz hayvanlar disi

olup bu hayvanlarin gebe birakilmamasi gerekmektedir.

Bir bolgede meydana gelen hastaliklar1 etkileyen bazi foktorler vardir. Bu faktorlerin
basinda son 10 yildaki bolgesel sperm ithalatinin etkisi, bu spermlerin tohumlamada
kullanilma sikligi, genetik defektli hayvan girisinin olup olmadigi, déllemede suni
tohumlama yada koy bogasmin kullanilip kullanilmadigr gibi etkenler yer alir.
Yaptigimiz ¢alismada kanlarii aldigimiz hayvanlar Amerika’dan ithal edilmis
hayvanlar olup, yukarida vurguladigimiz nedenlerden etkilenmis oldugunu
diistinebiliriz.

Sigirlarda FXID hastaligi ilk kez 1969 yilinda ABD Holstaynlarinda tespit edilmistir
(Marron ve ark., 2004). Daha sonra Kanada ve Ingiltere’de de bu kalitsal hastaligin
varligi bildirilmistir (Marron ve ark., 2004). Tirkiye’de yetistirilen Holstayn’larda

FXID’e neden olan mutant allelin varlig1 ilk kez 2009 yilinda bildirilmistir (Meydan ve
ark., 2009).



42

Faktor XI eksikligi hayvanlarda cogunlukla asemptomatik seyretmektedir (Citek ve
ark., 2006). Gerek homozigot gerekse heterozigot bireylerde hastaligin kesin tanisina
olanak verecek klinik belirtiler bulunamamistir. Faktor XI yetmezliginden etkilenen
hayvanlarin c¢ogunlukla belirgin semptomlar gostermeden de yasayabildikleri

bildirilmistir (Citek ve ark., 2006).

Faktor XI eksikligi hastaligina ait sonuglarda; PZR islemi ile istenilen bdlgesi
cogaltilan genin polimorfizmine ait agaroz jeldeki goriintiisiine gore 244 ve 320 bg’lik
iki bant olugsmas1 durumu bize tasiyici bireyi gosterirken; 244 bg’lik tek bant olugmasi
homozigot normal bireyi gostermektedir (Akyiiz, 2013). Yapilan bazi ¢aligsmalara gore
asagidaki bulgular elde edilmistir. Izmir ve Ankara’daki toplamda 59 Holstayn 1rki
sigirda yapilan ¢aligmaya gore yalniz bir adet sigiri FXID tasiyicist olarak bulundugu
ifade edilmistir (%1.69) (Akyliz, 2013). Karsli ve arkadaglarinin Antalya ve yoresindeki
504 holstayn 1rki sigirda yaptiklari ¢aligmada 2 tasiyici bireyin tespit edildigi
belirtilmistir (%0.4). 2012 yilinda Bagheri ve arkadaslarinin yaptigi bir ¢alismaya gore
[ran’da 300 adet sigirin tiimiiniin homozigot normal olarak bulundugu bildirilmistir.
Eydivandi ve arkadaslarmin iran’da yaptigi diger bir ¢aligmada da 330 adet sigirdan
hicbirinin tasiyict olmadigr belirtilmistir. Hindistanda 2016 yilinda yapilan bir
calismaya gore 118 Holstayn irki sigirin homozigot normal ve 2 adet sigirin tasiyici
oldugu bildirilmistir, frekans1 %1.69’dur (Mondal ve ark., 2016). Tirkiye’de Kayseri
civarinda yapilan bir calismada 1 bireyin FXID tasiyicist 149 bireyin ise normal bireyler
oldugu ifade edilmistir (%0.67) (Yasar ve Akyuz, 2012). Burdur yoresinde yapilan bir
diger calismaya gore 500 sigirdan 9 tanesinin FXID tasiyicisi oldugu bildirilmistir
(9%1.8) (Korkmaz Agaoglu ve ark., 2015).

Arastirmamizda Kocaeli, Sakarya ve Balikesir bolgesindeki holstayn irki 300 adet
sigirm timii homozigot normal bireyler olarak tespit edilmistir frekans ise %0’dur.
Calismamizdaki veriler yapilan diger ¢alismalarin frekansina gore diisiik bulunmustur.
Frekans Iran’daki ¢aligmalar ile benzer olup bu durum Iran’a son yillarda uygulanan
amborgo nedeniyle hayvan giris ¢ikisinin olmamasindan kaynaklanabilir. Hayvan giris
c¢ikisinin olmamasi ayni bogalarin suni tohumlamada kullanilmasina ve hastalik yapict
genin bu bogalarda bulunmamasi hastaligin diger hayvanlarda da ortaya ¢ikisina engel

olabilir.
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Kompleks vertebral malformasyon (CVM), Holstayn sigirlarinda goriilen
otozomal ¢ekinik kalitim sekli gdsteren, oldiiriicii bir hastaliktir (Agerholm ve ark.,
2004; Nagahata ve ark., 2009). Hastaligin, fotal gelisme bozukluguna sebep olan
omurilik anomalisi ile seyreden, fotal Olim ve yavru atimi ile sonuglandigi
belirtilmektedir (Agerholm ve ark., 2001). Mutant allel yoninden homozigot olan
fotiislarin yaklasik % 80’1 gebeligin 260. giliniinden 6nce atilmaktadir (Agerholm ve
ark., 2004). Bu dénemden Once atilmayan ve normal gebelik siiresini tamamlayan
yavrular ¢ogunlukla 6lii dogmaktadir (Agerholm ve ark., 2001; Agerholm ve ark., 2004;
Chu ve ark., 2008; Duncan ve ark., 2001; Nagahata ve ark., 2002; Revell, 2001;
Thomsen ve ark., 2006).

Atilmayan yavrularda boyun ve gogiis bolgesi omurlarinda kisalma, simetrik
eklem egrilikleri, omurilik egriligi, vertebralarda sekil bozuklugu, kafatasindan kuyruk
sokumuna uzanan omurga dizisinin boyun ve sirt omurlarinda birden fazla omurun
anatomik olarak eksikligi ve omurlarda yapisma ile karakterizedir (Agerholm ve ark.,
2001; Agerholm ve ark., 2004; Chu ve ark., 2008; Duncan ve ark., 2001; Nagahata ve
ark., 2002; Revell, 2001; Thomsen ve ark., 2006).

CVM hastaligina ait sonuglarda; PZR islemi ile istenilen bolgesi ¢ogaltilan
genin polimorfizmine ait agaroz jeldeki goriintiisiine gore 233, 212 ve 21 bg’lik ti¢ bant
olugsmast durumu bize tasiyict bireyi gosterirken; 233 bg’lik tek bant olugmasi
homozigot normal bireyi gostermektedir (Kulakli ve Akyliz, 2011). Holstayn 1rki
sigirlarda yapilan bazi ¢alismalara gore, iran’da 120 sigirdan 26 tanesi tasiyici (Saberi
ve ark., 2014) frekans1 %21,6; 50 bireyden 17 tanesi tasiyici digerleri homozigot normal
(Hemati ve ark., 2015) frekans1 %34; Slovakya’da 45 sigirin homozigot normal 2 sigirin
ise CVM tasiyicisi olarak (Gabor ve ark., 2012) bulundugu ifade edilmistir (%4.4).
Paiva ve arkadaslarmin yaptig1 ¢alismaya gore Brezilya’da 783 sigirdan 12 tanesinin
CVM tastyicist oldugu gosterilmistir (%1.53). Cinde 2012 yilinda yapilan bir ¢alismaya
gore 531 Holstayn ki sigir homozigot normal, 56 sigirin ise CVM tastyicist oldugu
bildirilmistir (%10.48) (Zhang ve ark., 2012). 2011 yilinda Kayseri ve civarinda Kulakli
ve Akyliz’lin yaptig1 ¢caligmada 150 sigirin timiinin homozigot normal bireyler oldugu
ifade edilmistir. Kotikalapudi ve arkadaslarimin Hindistan’da yaptigi ¢alismada 1
bireyin CVM tasiyicisi oldugu 59 bireyin homozigot normal oldugu belirtilmistir
(%1.66). Wang ve arkadaglarinin Cin’de yaptigi ¢alismada 342 Holstayn ki sigirdan
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10 tanesinin tasiyici bireyler oldugunu ifade etmislerdir (%2.92). 2012 yilinda Cin’de
yapilan bir diger calismaya gore ise 24 bireyin CVM tasiyicist oldugu 130 bireyin
normal bireyler oldugu belirtilmistir (%15.58) (Wang ve ark., 2012).

Aragtirmamizda Kocaeli, Sakarya ve Balikesir bolgesindeki Holstayn irki 300
adet s1girin tlimii homozigot normal bireyler olarak tespit edilmistir ve frekans %0’dur.
Caligmamizda elde ettigimiz frekans yapilan diger ¢alismalara gore diisiik bulunmustur.
Yapilan arastirmalarda CVM hastaliginin bulunma sikliginin diger hastaliklara gore
daha yiiksek oldugu vurgulanmistir. CVM hastalik genini tasiyan hayvanlarin, suni
tohumlama yada normal yollarla d6llenmenin ger¢eklesmesinde daha ¢ok kullanildig:
sonucunu ortaya koyar. Arastirmamizda kullandigimiz hayvan sayisinin arttirilmasi bu

hastaliga ait frekansin degisimine neden olabilir.

Ciftlik hayvanlarinin yetistiriciligi i¢in kullanilan tiirlerde ve irklarda meydana
gelen genetik varyasyonlarin 6nlenmesi ekonomik kayiplarin en aza indirilmesinde rol
oynamaktadir. Molekiiler genetik alaninda yapilan ¢alismalar, dogumda veya yasamin
ileriki donemlerinde ortaya ¢ikabilecek anomalilerin en aza indirgenmesinde faydali
olmaktadir (Ackermann ve ark., 1993). Bir¢ok kalitsal hastaligin resesif kaliim yolu
izledigi diisiiniildiigiinde heterozigot bireylerin ne kadar Onemli rol oynadigi
anlasilabilmektedir (Ghanem ve ark., 2006). Heterozigot bireyler herhangi bir belirti
gostermeden yillarca yasamlarim siirdiirebilmektedir. Fakat mutant alleli bir sonraki
nesile aktarma ihtimali %50 oldugundan siiriiden uzaklastirilmalar1 gerekmektedir

(Ghanem ve ark., 2008).

Calismamizda; Kocaeli, Sakarya ve Balikesir illerinde yetistirilen 300 bas
Holstayn 1rki s1gir incelenmis ve 4 adet BLAD hastaligi tasiyicisit bulunmus olup FXID
ve CVM hastaliklarinin tasiyicist bulunmamistir. Yapilan ¢alismada Tiirkiye’deki
Holstayn ki sigirlarda BLAD, FXID ve CVM hastaliklarina sebep olan mutant
allellerin arastirilmast ve ileride damizlik adaylarinin bu hastaliklar yoniinden

taranabilmesi ve uygulanabilir bir yontemin belirlenebilmesi amaglanmistir.

Turkiye’deki Holstayn popiilasyonun sayisi diistiniildiigiinde BLAD, FXID ve
CVM hastaliklarin1  tasiyan daha ¢ok bireyin olma ihtimali sonucunu dogurur.
Dolayistyla Tiirkiye’nin farkli bolgelerinde yetistirilen Holstayn 1rki  damizlik

adaylarinin taranmasina yonelik ¢aligmalarin sayis1 arttirilmalidir.
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