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OZET

Kucuk B. (2020). Tiirkiye’de bulunan Kilis, Tiftik ve Kil Irki1 Kegilerin Kalpain ve
Kalpastatin Genlerindeki Mutasyonlarin incelenmesi. Istanbul Universitesi-Cerrahpasa
Lisansiistii Egitim Enstitiisii. Biyokimya ABD. Doktora Tezi. Istanbul.

Bu calismada Tiirkiye’de bulunan yerli ke¢i irklarindan Kilis, Tiftik ve Kil irki kegilerde
et verim ve kalitesini ile iligkili oldugu diisiiniilen Kalpain (CAPN) ve Kalpastatin
(CAST) genlerindeki polimorfizmlerin genotip ve allel frekanslarinin belirlenmesi ve
seleksiyon c¢alismalarinda kullanilmak tiizere bilimsel verilerin elde edilmesi
amagc¢lanmistir. Bu amagla ¢alismada her ii¢ ke¢i irkindan elliser adet kullanilmistir.
Genomik DNA orneklerinde CAST ve CAPN genleri PZR yontemiyle ¢ogaltilmigtir.
CAPN genine ait pozitif ¢ikan bdlgelerin dizin analizi yaptirilmistir. CAST genine ait Kil,
Kilis ve Tiftik irk1 kecilerde MM genotipleri yiiksek, MN genotipleri diisiik, M allel
frekansi yiiksek ve N allel frekansi ¢ok diisiik olarak tespit edilmistir. Hayvanlarda daha
az yagl karkasa sahip olunma 6zelligi ile iliskili oldugu bilinen NN genotipine ise her {i¢
ke¢i irkinda da rastlanmamustir. Yapilan bu ¢alismada yerli genotiplerimizde CAST geni
bakimindan gen polimorfizminin oldugu goriilmiistiir. CAPN genine ait her ii¢ keci
irkinda da 5707 polimorfizminde CC genotipi ve C allel frekans: yiiksek, et kalitesi ile
iliskili olan 5709 polimorfizminde GG genotipi ve G allel frekans: yiiksek, 5741
polimorfizminde AA genotipi ile A allel frekans1 yiikek, 5723 polimorfizminde GG
genotipi AA genotipine oranla daha yiiksek bulunmustur. CAPN geni 5709
polimorfizminde CC genotipinin ¢ok diisiik diizeyde bulunmasina ve CAST geninde NN
genotipinin hi¢ bulunmamasina yonelik bu genlerin kiigiik ruminantlarda korunmus bir
gen olabilecegini ileri siirebiliriz.

Anahtar Kelimeler : Kalpain, kalpastatin, ke¢i, PZR-RFLP, yerli irk

Bu calisma, istanbul Universitesi-Cerrahpasa Bilimsel Arastirma Projeleri Koordinasyon
Birimi tarafindan desteklenmistir. Proje No: TDK-2016-20862
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ABSTRACT

Kucuk, B. (2020). Determination of Calpain and Calpastatin Gene Mutations in Kilis,
Tiftik and Kil goat breeds in Turkey. Istanbul University-Cerrahpasa, Institute of
Graduate Studies, Department of Biochemistry. PhD Thesis. Istanbul.

The aim of this study is to obtain a scientific data for selection by determining genotype
and allele frequencies of calpain and calpastatin gene polymorphsims. These
polymorphisms thought to be related to meat quality and yield traits of native Turkish
breeds Kilis, Tiftik and Kil goat. For this purpose, 50 individuals of each breed were used
in this study. The CAST and CAPN gene in the DNA samples were multiplied using
polymerase chain reaction. Samples testing positive were then subjected to sequencing
analysis. Belongs to CAST gene, MM genotype was found to be high, MN genotype was
found to be low, M allele frequency was found to be high and N allele frequency was
found to be low in breeds Kilis, Kil and Tiftik goats. NN genotype, which is believed to
be associated with the ability to have less fatty carcass in animals, was not observed in
any of the individuals. In this study, it was observed that there is gene polymorphism in
terms of CAST gene in our native genotypes. Belongs to CAPN gene, CC genotype and
C allele frequency of 5707 polymorphism related with meat quality was found to be high,
GG genotype and G allele frequency of 5709 polymorphism was found to be high, AA
genotype and A allele frequency of 5741 polymorphism was found to be high and GG
genotype of 5723 polymorphism was found to be high according to AA allele in all of the
three breeds. It can be claimed that the high presence of CC genotype of 5709
polymorphism in CAPN gene and absence of NN genotype in CAST gene provides may
be a conserved gene that in small ruminants. As a conclusion it has been determined that
CAST and CAPN gene affect meat yield in previous studies.

Key Words: Calpain, Calpastatin, goat, PCR-RFLP, native breeds

The present work was supported by the Research Fund of Istanbul University-Cerrahpasa.
Project No. TDK-2016-20862



1. GIRIS VE AMAC

Son yillarda genetik alanda yasanan gelismeler, ciftlik hayvanlari iizerine yogun
arastirmalarin yapilmasina imkan saglamistir. Bu arastirmalar 6zellikle, ekonomik olarak
verim Ozelliklerini etkileyen genlerin tanimlanmasi ve haritalanmasi iizerine
odaklanmistir. Genom taramalar1 sonucunda gliniimiizde bir¢cok verim 6zelliklerine etkili
olan gen bolgesi (Quantitative Trait Loci, QTL) belirlenmistir ve aday gen ¢alismalariyla
beslenme, biiylime ve enerji metabolizmasinin fizyolojik olarak diizenlenmesinde gorev
alan genler tespit edilmeye ¢alisilmaktadir (Schrooten ve ark. 2000, Ashwell ve ark. 2004,
Weikard ve ark. 2005).

QTL haritalama g¢alismalarinin esast fenotipler ile 6zel molekiiler markorler
arasindaki iliskinin tespit edilmesidir. Ciftlik hayvanlarinda, markoér-QTL baglanti
analizleri cogunlukla populasyonlar i¢inde gergeklestirilmekte ve polimorfik olan markor
bolgelerinin varhigina dayanmaktadir. (Primrose ve Tywan 2006; Weller 2009). Ciftlik
hayvanlarinda da molekiiler markérler cogunlukla gen bolgeleriyle ekonomik agidan
oneme sahip karakterlerin iliskilendirilmesinde, genetik varyasyonlarin gdsterilmesinde
ya da herhangi bir 6zelligi etkileyen tek bir genin tespit edilmesinde kullanilmaktadir
(Balcioglu ve ark. 2014). Burada elde edilen bilgiler ise hayvancilikta verimin
arttirllmasina yonelik seleksiyon ¢aligmalarina dnciiliik etmektedir. Giinlimiizde ciftlik
hayvanlarinda lireme faaliyetleriyle birlikte et verimi, et ve siit kalitesi, yapag1 verimi ve
yapag1 kalitesi gibi ekonomik karakterlerle iliskilendirilebilecek ve seleksiyonda
kullanilabilecek ¢ok sayida aday gen bulunmaktadir (Sahin ve ark. 2013). Et verimi ve
kalitesi ile ilgili potansiyel iliskisi oldugu bilinen genlerden iki tanesi de Kalpastatin
(CAST) ve Kalpain (CAPN)’dir.

Kalpastatin/Kalpain sistemi, kalsiyuma (Ca*?) bagl intraseliiler sistein proteinaz
ailesidir ve miyoblast gocii, protein yikiminin diizenlenmesi, normal iskelet kas gelisimi
ve biiylime gibi ¢esitli fizyolojik gorevlerde rol aldig bilinmektedir (Zhou ve ark. 2007,
Djadid ve ark. 2011). Palmer ve ark. (1997, 1999) kalpain sisteminin normal iskelet kas1
biiyiimesinde biiyiik bir 6neme sahip oldugunu bildirmislerdir. Ciftlik hayvanlarinda et
kalite ve verim Ozellikleri tizerinde gergeklestirilen ¢ogu arastirmada CAST’m et
sertligine olan etkisi ve fizyolojik rolit CAST geni ile birlikte arastirilmistir (Killefer ve
Koohmaraie 1994; Lonergan ve ark. 1995; Huff-Lonergan ve ark. 1995; Boehm ve ark.



1998). Ayrica Page ve ark. (2002) yaptiklar1 bir ¢alismada kalpainin kesim sonrasinda
miyofibriler proteinleri yikima ugrattigin1 ve bdylelikle etin sertlik derecesine etki ettigini

gostermislerdir.

Kopeklerden sonra ikinci evcillestirilmis hayvan olan ke¢i (Capra Hircus)
evcillestirilmesinden itibaren et, siit ve yapag1 gibi iirlinleriyle birlikte insanlarin tarim
topluluklar1 olusturarak yerlesik hayata ge¢mesinde biiylik yararlar saglamistir.
Arkeolojik c¢alismalar kegilerin ilk evcillestirilmesinin yakin doguda verimli hilal
bolgesinde (Fertile Crescent) 10.000 yi1l 6nce yapildigini gostermektedir (Porter 1996;
Pringle 1998; Zeder ve Hesse 2000). Buna karsilik bazi caligmalar keginin
evcillestirilmesinin bu bolge ile ayn1 zamanda Pakistan’da Kasmir keci irkina benzer bir
irktan yapildigr da ileri slirmektedir. (Porter 1996; Legge 1996; Pringle 1998).
Pakistan’daki bu evcillestirilen kecinin Balochistan bolgesinde Zagoros daglarinda
endemik olarak bulunan Capra aegagrus oldugu ve Tiirkiye’nin batisindan Pakistan’a ve

Kafkaslar’dan Sina’ya kadar genis bir alana yayildig: belirtilmektedir (Uerpmann 1987).

Bu ¢alismada, lilkemizde yetistirilen Kil, Tiftik ve Kilis ke¢i irklarinda, et kalitesi
ve verimini etkiledigi one stirtilen CAST ve CAPN genlerindeki polimorfizmlerin genotip
ve allel frekanslarmin belirlenmesi amaglanmistir. Bugiline kadar kegilerin verim
ozelliklerini etkileyen yaklasik 271 adet aday gen belirlenmesi (Cribiu ve Weiss 2013) ve
iilkemizde yetisen yerli irk kegilerin genetik alt yapisini aciga ¢ikarmaya yonelik ¢cok az
sayida ¢aligmanin yapilmis olmasi (Akis ve ark. 2012) yerli keg¢i irklarimizin molekdiler
genetik yapilarinin aydinlatilmasina yonelik ¢alismalarin mevcut olandan daha fazla
olmasi gerektigini agikca ortaya koymaktadir. Bu nedenle et verimini etkileyen CAPN ve
CAST genleri iizerinde yapilacak bilimsel ¢alismalardan elde edilecek bilgiler hem bu
genlerin hayvancilikta verimin arttirlmasina yonelik seleksiyon c¢alismalarinda
kullanilabilmesini hem de et kalitesinin ve veriminin arttirilmasinda aday gen olmalarini

mumkin kilacaktir.



2. GENEL BIiLGIiLER

2.1. Kantitatif Karakter Lokuslari

Kantitatif karakterler, dol verimi gibi siireklilik gostermeyen karakterler ile et, siit,
yapagi verimi gibi Ol¢lime dayali ve siireklilik gdsteren karakterler olmak tizere iki
kisimda incelenmektedir. Kantitatif karakterler, etkileri kiigiik olan ¢ok sayida genin ve
cevresel faktorlerin etkisi altindadir. Bu karakterleri etkileyen genler Kantitatif Karakter

Lokuslari olarak adlandirilmaktadir (Cemal ve Karaca 2006).

Son yillarda genetik alanda yasanan teknolojik gelismelere istinaden, molekiiler
diizeyde detayl inceleme firsati veren spesifik metotlar gelistirilmis ve bu metotlar
uygulamada daha islevsel hale gelmistir (Elmac1 ve Oner 2007). Ekonomik olarak verim
Ozelliklerini etkileyen genlerin tanimlanmasi ve haritalanmasiyla Kkantitatif karakter
lokuslarmin 1slah programlarinda kullanilmasi yeni hedefler iizerine odaklanilmasina yol
acmistir. Yasanan bu gelismeler fenotipik verilere dayanarak yapilan seleksiyonun yerini
genotipik verilere ve genomik profillere dayanan daha etkili seleksiyon modellerine

yonlendirmektedir (Cemal ve Karaca 2006).

Genom taramalar1 sonucunda bir¢ok verim 6zelliklerine etkili olan gen bdlgeleri
tespit edilmis, aday gen c¢aligmalariyla biiylime, beslenme ve enerji metabolizmasinin
fizyolojik olarak diizenlenmesinde goérev alan genler belirlenmis ve halen belirlenmeye
devam etmektedir. (Schrooten ve ark. 2000; Ashwell ve ark. 2004; Weikard ve ark. 2005).
Bu aday gen caligmalar1 kantitatif genlerin tanimlanmasina ve haritalanmasina olanak
saglamaktadir. Secilen aday genlerde bulunan polimorfizmlerin etkilerinin net bir sekilde
anlasilmasi i¢in ise kantitatif 6zelliklerle olan iliskileri test edilmeli ve Markor Destekli

Seleksiyon (MAS) programlarinda kullanilabilmelidir (Wu ve ark. 2005).

Klasik 1slah yontemlerinde karsilasilan bazi problemlerin ¢oziilmesinde MAS
hizli, etkili, dogru, ekonomik, alternatif ve yardimci bir teknik olarak karsimiza
cikmaktadir. MAS, birden fazla gen veya lokus tarafindan kontrol edilen ve agronomik
acgidan onem igeren karakterlerin hizli ve etkin bigimde aktarilmasinda kullanilmaktadir
(S6nmezoglu ve ark. 2010). Bu amagla son yillarda markor destekli 1slah galismalari
genellikle geriye melezleme yonteminde uygulanmaktadir (Yildirim 2005). Geleneksel
seleksiyon yonteminde genetik ilerleme hizi sigir, koyun, kegi gibi uzun jenerasyon
araligina sahip hayvanlar i¢in oldukca yavas olmaktadir (Ozdemir ve Dogru 2008). Bu

acidan gelencksel seleksiyon yontemiyle mukayese edildiginde, molekiiler markorlerin



geriye melezleme islahinin giivenilirligini ve islevselligini arttirdigi belirtilmektedir
(Francia ve ark. 2005). Geleneksel seleksiyon yontemleriyle kullanilan MAS y6nteminde
ise 1slah edilmesi diisliniilen 6zellik i¢in segilen belirteg genlerin kullanilmasiyla
jenerasyon araligini kisaltarak hizli bir genetik ilerleme saglamaktadir. Boylelikle hayvan
basina beklenen verim diizeyine daha kisa siirede ulasilmasi suretiyle MAS yonteminin
ciftlik hayanlarinda genetik ilerleme hizinin %15-30 arasinda arttirilabilecegi

bildirilmektedir (Kashi 1990, Tambasco ve ark. 2003).

Molekiiler markor tekniklerinin ideal olmasi i¢in genomun tamaminda
kullanilmasi, polimorfik olmasi, genetik farkliliklarin tespit edilmesinde etkili olmasi,
yiiksek oranda markorler iiretmesi, farkli fenotiplerle baglanti olusturmasi, diisiik sayida
doku veya DNA materyali ihtiyact gerektirmesi, giivenilir, bagimsiz, basit, hizli ve ucuz
olmasi gibi avantajli sayilabilecek 6zelliklere sahip olmasi gerekir. Ancak bu avantajlarin
tamamina sahip markor teknigi bulunmamaktadir. Kullanim amacina gore ise molekiiler
markdr teknikleri; gegis tiiriine gore (biparental ¢ekirdek kalitimi, maternal c¢ekirdek
kalitimi, maternal organel kalittimi, paternal organel kalitimi), gen aksiyonuna gore
(dominant ve kodominant markoérler), analiz metotlarina gére (PZR temelli olmayan =

Hibridizasyon ve PZR temelli markorler) gruplandirilmaktadir (Kesawat ve Das 2009).

2.2. PZR-RFLP

2.2.1. Polimeraz Zincir Reaksiyonu

Polimeraz zincir reaksiyonu (Polymerase Chain Reaction - PZR), DNA iginde yer
alan ve sekansi bilinen iki segment arasindaki spesifik bir bolgeyi enzimatik yollarla
cogaltmak i¢in uygulanan reaksiyonlara verilen ortak bir isimdir. PZR, DNA nin sicaklik
degisimleriyle dongiiler boyunca in vitro kosullarda ¢ogaltilmasi islemidir. PZR nin
dayaniklilig1 ve duyarliligi, diisiik kalitedeki materyalden ve mikro diizeydeki baslangic
materyalinden hizli bir sekilde DNA’nin ¢ogaltilmasin1 saglamaktadir (Primrose ve

Tywman 2006; Mercan 2010).

2.2.2. PZR’nin bilesenleri

Polimeraz zincir reaksiyonu i¢in kalip DNA (tDNA), primerler, DNA polimeraz
enzimi (Taq polimeraz), esit konsantrasyonda A, T, G, ve C niikleotidler (dINTP'ler-
Deoksiriboniikleosid trifosfatlar), kofaktor olan (iki degerli) katyonlar (Mg) ve

polimerazin ¢alismasi i¢in tamponlar (Tris-HCL) gerekmektedir. Tiim materyallerin



varliginda ve uygun ortam kosullar1 saglandiginda PZR hedeflenmis DNA veya RNA
dizisinin kopyalanmastyla tamamlanmaktadir (Sambrook ve Russel 2001; Passarge 2001;

Reece 2004).

PZR ile ¢ogaltilacak hedef niikleik asit DNA, RNA veya mitokondriyal kékenli
olabilir ve bu hedef gen parcasi kalip DNA veya kalip RNA olarak isimlendirilmektedir
(Cheng ve ark. 1994).

Primerler, DNA replikasyonunu baglatan niikleik asit dizileridir. Genellikle 20-30
baz uzunlugunda olan primerler, ¢cogaltilacak olan DNA pargasinin basina ve sonuna
baglanir. DNA replikasyonunu saglayan DNA polimerazlar, primerler olmadan yeni bir
DNA dizisini sentezlemeye rastgele baslayamadiklarindan dolayr PZR reaksiyonunda

primerlerin mutlaka bulunmas1 gerekmektedir (Singh ve ark. 2006).

Bir DNA parcasin1 ¢ogaltarak bir genin varligin1 ya da yoklugunu belirlemek
amaciyla PZR’de yaygin olarak sicak sularda yasayan Thermus aquaticus isimli
bakteriden elde edilen 1s1ya dayaniklit Tag DNA polimeraz enzimi kullanilmaktadir (Saiki
ve ark. 1985).

Yeni sentezlenen DNA zinciri i¢in gerekli olan bazlar PZR karisimina eklenen
dNTP’lerden (dATP, dGTP, dTTP, dCTP) saglanmaktadir. Bu dNTP’ler tek tek ya da
dortlii karisim halinde satin alinmaktadir (Temizkan ve Arda 2004). Normal kosullarda
PZR 100 pM dNTP konsantrasyonu ile gerceklesmektedir fakat en uygun

konsantrasyonun deneysel olarak belirlenmesi 6nerilmektedir (Innis ve ark. 1990).

Tamponlar ve MgCly, digerleri gibi PZR’nin temel bilesenleridir. En yaygin
kullanilan tamponlar Taq DNA polimeraz enzimine 6zgli tamponlardir ve tampon
iceriginde MgClz yer almiyorsa reaksiyon karigimmna eklemek gerekmektedir.
Reaksiyonda kullanilan tamponun konsantrasyonu 0.5-5.0 mM arasinda degismektedir.
Kullanilacak uygun konsantrasyon miktarmin ise her calisma ig¢in deneysel olarak

belirlenmesi 6nerilmektedir (White 1993).
2.2.3. PZR’nin Isleyisi
Polimeraz zincir reaksiyonu ii¢ asamada gerceklesmektedir. Bunlar;
1) DNA cift zincirinin sicaklikla birbirinden ayrilmasi (denatiirasyon),

2) Oligoniikleotidlerin ve primerlerin baglanmasi (baglanma),



3) Zincirin uzama isleminin ger¢eklesmesi (uzama). (Klug ve Cummings 2003;

Temizkan ve Arda 2004).
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Sekil 2-1: Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR) Dongiisii

(https://www.tahlil.com/blog/pcr-testi-pcr-analizi-polimeraz-zincir-reaksiyonu-nedir-5590)

Denatiirasyon: Cift zincirli kalip DNA, yaklasik olarak 94-95°C sicakliga maruz
kalarak birbirinden ayrilmaktadir. Cogaltilacak DNA zinciri, denatiire edilerek tek
zincirli hale getirilir. Zincirlerin birbirinden ayrilmasi i¢in 15 saniye ile birkag dakika

arasinda bir zaman ge¢mesi gerekmektedir.

Baglanma: Oligoniikleotid primerlerin (6-30 bazlik) kalip DNA {izerindeki
tamamlayic1 (complementary) dizilere baglanmalar1 ile meydana gelen hibridizasyon
olayidir. Bu asamada reaksiyon, primerlerin baglanmasi igin denatiirasyon sicakliga gore
daha diisiik sicakligina diistirilmelidir. Primerlerin dogru sekilde hibridizasyonu igin 40-
72°C’de (optimum 55°C) 1-2 dakika tutmak yeterlidir.

Uzama (Polimerizasyon): DNA polimeraz enzimi tarafindan zincir uzamasi

gerceklestirilir. Polimeraz enzimi, primerleri kalip DNA dizisine komplementer olacak
sekilde 5° ucundan 3’ ucu yoniinde ekleyerek yeni ekseni sentezlemektedir. Boylece
primerlerin uzamasi saglanmis olup hedef DNA nin iki zincirli kopyas1 olugur. Optimum
uzama asamasi igin 72°C sicakligin ve 1-3 dk kadar zamanin olmasi onerilmektedir
(McPherson and Meller 2001).
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2.2.4. Restriksiyon Endoniikleazlar

1970’lerde bakterilerin niikleaz igermesinin kesfedilmesinin ardindan yapilan
calismalarda niikleazlarin DNA ¢ift zincirinde yer alan kisa niikleotid pargaciklarini
tanidiklart ve DNA ¢ift sarmalinin iizerindeki spesifik bolgelerden DNA zincirini
kestikleri belirlenmistir (Karp 2008). Restriksiyon endoniikleazlar, bir savunma
mekanizmasi olarak viriis istilasina kars1 bakteriler tarafindan iiretilmektedir (Liileyap
2008). Bir bakteri bakteriyofajlar tarafindan enfekte edildigi zaman konakg¢1 bakterilerin
endoniikleaz enzimleri fajlarin DNA’sin1 ¢esitli noktalardan keserek o fajin konake1
bakteride ¢cogalmasini 6nlemis olmaktadir. Diger bir ifade ile restriksiyon endoniikleazlar

DNA’y1 spesifik tanima dizelerinden kesebilen enzimlerdir (Griffiths ve ark. 1996).

Restriksiyon endoniikleazlar’in 3 tipi bilinmektedir. Tip I ve tip III enzimleri,
endoniikleaz ve tek protein molekiilii iizerine metilaz aktivitesine sahip olup DNA
tizerinde 6zgilin baz dizelerini tanimaktadir. Ancak kesme islemi farkli baz dizeleri

arasindan gergeklestirilmektedir (Benjamin 1975).

Tip Il restriksiyon endoniikleaz enzimler ise diziye spesifik kesim yaparak kesim
spesifikligi agisindan en kullanigh restriksiyon endoniikleazlardir. Bu kesim igleminde
diziye 6zgii kesim yapan restriksiyon enzimleri tanima dizisi denilen 6zgiin niikleotit
dizisini tanidiktan sonra DNA’ya baglanmaktadir. Enzim, bu tanima dizisinden DNA'nin

¢ift zincirini 6zgiin bir kesim kalib1 olusturacak sekilde kesmektedir (Oner 2011).

2.2.5. Tek Niikleotid Polimorfizmi

Tek Niikleotid Polimorfizmi (SNP-Single Nucleotide Polymorphism), iki birey
arasindaki genom dizisinde meydana gelen tek baz farkliligidir ve en sik goriilen
polimorfizm tiiriidiir. SNP, popiilasyonu olusturan bireyler arasinda DNA sekanslarinda
yiiksek oranda yer degistirme (substitiisyon) gosteren, bir niikleotid olarak da ifade
edilmektedir (Wang ve ark. 1998). Bir diger ifadeye gore ise SNP, (allel sikligi minimum
% 1 yada daha yiiksek olan) normal bireylerde bulunan farkli sekans allelli genomik
DNA’lardaki tek baz degisimidir. SNP’lerdeki tek baz degisimi SNP’yi farklilastirarak
nadir nokta mutasyonlarindan ayirir ve uygun bir genetik markér olmasini saglar

(Brookes 1999).

SNP’ler transversiyon ve transisyon gibi baz degisimlerini kapsamaktadir.
Transversiyonun varyantlarinin sayisinin transisyona gore iki katindan fazla olmasina

ragmen, transversiyon sikligi transisyon sikligindan (1.5-2.5 faktorii) daha diistiktir.



insan genomundaki SNP’lerin % 25’1, G>A ve C>T transisyonlarindan olusmaktadir. Tek
niikleotid pozisyonundaki varyasyon terminolojisi allel frekansi ile agiklanmaktadir. Bir
poplilasyondaki tek niikleotid degisiminin frekanst % 1’den kiigiik ise bu degisim

mutasyon, % 1’den biiyiik ise SNP olarak agiklanmaktadir (S6nmezoglu ve ark. 2010).

SNP’ler, genomik DNA’nin fonksiyonel etkinlikleri ve yapisal elementleri goz
onitinde bulundurularak ve tek niikleotid substitiisyonunun iglevselligi ile ilgili verileri
esas alarak anonim SNP (fonksiyonel etkisi bilinmiyor), aday SNP (muhtemelen bir
fonksiyonel etkiye sahip) ve protein SNP’leri (pSNP2, protein fonksiyonunda ve
ekspresyonunda bir degisime neden olan tek niikleotid substitiisyonlar1) olarak
smiflandirilir. SNP’ler kodlanan ve genellikle kodlanmayan bolgelerde bulunur.
Kodlanan bolgelerdeki SNP’ler proteinin yapisini degistirebilirler (Ching ve ark. 2002).

2.2.6. Restriksiyon Parcacik Uzunluk Polimorfizmi

Restriksiyon par¢a uzunluk polimorfizmi (RFLP-Restriction Fragment Length
Polymorphism), dizisi bilinen genlerin allelik varyantlarinin varligini tespit etmek icin
niikleik asitleri analiz eden bir yontemdir (Primrose ve Tywman 2006; Mercan 2010).
DNA’nin restriksiyon endoniikleazlar ile kesilmesi ve sonrasinda kesim sonucu olusan
DNA parcaciklarinin sayist ve boyutlarinin kiyaslanmasi RFLP’nin temel prensibini
olugturur. RFLP analizleri ya tiim bir genom ya da DNA’nin belirli bir pargasi iizerine

uygulanabilmektedir (Freeland 2005).

RFLP iki sekilde uygulanabilir. 1)RFLP-Southern Blot Yontemi: DNA, uygun
restriksiyon enzimi (RE) ile kesilir ve Southern blot ile membrana transfer edilir. Boylece
DNA ¢ift sarmal1 denatiirasyonla tek zincirli hale getirilir. Incelenen bdlgenin yanindaki
tek kopya, diziye komplementer olan isaretli probla hibridize edilir. 2) PZR-RFLP
yontemi : RFLP metodunun PZR ile kombine edilmis oldugu bu yontemde, PZR ile
istenilen gen bolgesi bircok kez cogaltildiktan sonra restriksiyon enzimleriyle
kesilmektedir. Bu metotta en biiyiik fark yaratan 6zelligin fazla miktarda ve kaliteli DNA
bulundurma zorunlulugunun ortadan kalkmasi olmustur (Eijk ve ark. 1992). Kesim

tirtinleri, agaroz veya poliakrilamid jelde elektroforezde gozlemlenmektedir (Liileyap
2008).

RFLP metodunun avantajlar1 arasinda donanimli personel ve alete gerek olmadan
uygulanabilmesi, pahali olmamasi, kolay dizayn edilebilmesi gosterilmektedir.

Dezavantajlar1 arasinda ise restriksiyon enzimlerinin tanima bolgesine ihtiya¢ duymasi,



bir enzim bolgesinde birden c¢ok varyasyonun oldugu durumlarda tam bir
genotiplendirmenin yapilamamasi, biiyiikk miktarlarda uygulamanin zor olmasi gibi

parametreler sayilabilir (Rasmussen 2012).

2.3. Kalpain / Kalpastatin Sistemi

2.3.1. Kalpainler

Kalpainler (EC 3.4.22.17), aktif merkezinde niikleofilik thiol grubu tasiyan ve
aktivite gdsterebilmek i¢in Ca*? iyonlarmna ihtiya¢ duyan sistein proteazlardir (Goll De ve
ark. 2003).

Kalpain, adini “cal” ve “pain” kelimelerinin birlesmesinden almaktadir. “Cal” eki
Ca'? baglama 6zelligine sahip bolge olan Kalmodulin’den, “pain” eki ise papain benzeri

sistein proteaz 0zelligi gosteren bolgeden gelmektedir (Croall ve Demartino 1991).

Kalpainin fizyolojik islevleri tam olarak aydinlatilamamis olmasina karsin sinyal
iletimi, hiicre farklilagmasi, membran flizyonu, trombosit aktivasyonu, apoptoz ve hiicre
dongiisiiniin devamlilig:i gibi hiicresel Ca*? diizenleyici faaliyetlerde bulundugu
belirlenmistir. Kalpain aktivitesinde meydana gelen bozukluklar metastaz, katarakt, felg,
iskemi, kas distrofisi, beyin travmasi, kanser, diyabet, sinirsel bozukluklar, Parkinson ve
Alzheimer gibi hastaliklarda rol almaktadir (Wang ve Yuen 1997; Suzuki ve ark. 2004;
Zhou ve ark. 2007).

Memeli dokularinda temelde p-kalpain (kalpain-1) ve m-kalpain (kalpain-2)
olmak tiizere iki kalpain tiirtintin varlig1 belirtilmistir. Mikromolar ve milimolar diizeyde
Ca*? iyonu gerektiren proteazlari tanimlamak amaciyla mikro ve mili kalpain
adlandirmasi ilk olarak 1989°da kullanilmistir (Cong ve ark. 1989). p-kalpain (kalpain-1)
ve m-kalpain (kalpain-2) ayrica konvansiyonel, klasik veya her yerde sentezlenen
(dokuya spesifik olmayan) kalpainler olarak da isimlendirilmektedir (Suzuki 1991; Goll
De ve ark. 2003).

Her iki kalpain de 80 kDa’luk biiytik alt birim ve 29 kDa’luk kiigiik alt birimden
olusan heterodimer yapilardir. 80 kDa’luk {inite katalitik alt birimi ihtiva ederken, 29
kDa’lik tinite ise diizenleyici (regiilator) bir alt birimdir (Khorchid ve lkura 2002). Her
iki kalpainin biiyiik alt birimleri kromozom 1 ve 11°deki farkli genlerden kodlanmakta
olup amino asit sekanslarinda %55-60 civarinda benzerlik gdstermektedir. p-kalpain’in

biiyiik alt birimi m-kalpaine oranla daha biiyiikk molekiiler agirliga sahiptir. Kiiciik alt
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birimler ise her iki kalpain tiirlinde de ayni olup kromozom 19 iizerindeki bir gen

tarafindan kodlanmaktadir (Goll De ve ark. 2003; Suzuki 1990; 1991)

Kalpain-1 ve kalpain-2’nin, biiyiik alt birimi dort domainden (dI-dIV), kiigiik
altbirimi ise iki domainden (dV-dVI) olusmaktadir. Biiyiik alt birimler 4 farkli aminoasit
icermektedir (Carragher 2006) ve N-terminal anchor heliks, sistein proteaz bolgesi (PC1
ve PC2 olmak iizere iki proteaz bolgesinden olusur), kalmodulin benzeri bolge, Penta-EF
el bolgesinden olusmaktadir. Kiigiik alt birim ise N-terminal ucunda glisince zengin bdlge

(GR Bogesi) ve PEF(S) bolgelerinden olusmaktadir (Sorimachi ve Ono 2012).

di dila dib dill
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Anchor Heliks Sistein Proteaz Bélgesi Asidik Bolge Kalmodulin Glisin PEF Bélge
Benzeri Bilge Zengin Bolge

Sekil 2-2: Kalpainin Sematik Yapisi

(Sorimachi ve Ono 2012)

Domain I (dI), N terminal bdlgesinde yer almaktadir ve a-heliksten olusan otoliz

+25

bolgesi icermektedir. Ca™’ye duyarliligin artmasi durumunda kalpain aktivasyonu
sirasinda yarilmay1 yapan otolitik domaindir (Carragher 2006). Domain I’in sekans
homolojisi insan, tavuk, sigan, domuz, tavsan gibi tiirler arasinda %72-86 arasinda

farklilik gostermektedir (Goll De ve ark. 2003).

Domain II (dII), substratlar1 hidroliz etmek i¢in kritik 6nemi olan tiglii histidin,
sistein ve asparajin aminoasitlerinden olusan katalitik proteaz bolgesidir (Strobl ve ark.
2000). Aktif sistein bolgesine sahip olan domain II, dlla ve dIIb olmak iizere iki
subdomaine ayrilmaktadir (Khorchid ve Ikura 2002). Sistein aktif bolgesi domain I1a’da
yer alirken, tglii katalitik bolgenin geri kalanini olusturan histidin ve asparajin, m-
domaine ait domain IIb bdlgesinde bulunmaktadir. X-ray kristalografik sonuglar

gostermektedir ki domain I1a ve domain IIb’in her biri 9 (domain IIb) veya 8 (domain Ila)
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aminoasitten olusan peptit kisminda bir Ca*? atomu baglamaktadir (Moldoveanu ve ark.
2002).

Domain III, asidik bolgeyi i¢ermektedir ve Ca*? ile birlikte kalpain
aktivasyonunda rol oynamaktadir (Khorchid ve Ikura 2002). Domain III, kalpainin Ca?*
baglayict domaini olan dIV ile katalitik domain olan domain II’yi baglamasinin yanisira,
fosfolipidlerin baglanmasinda (Tompa ve ark. 2002) ve elektrostatik etkilesimlerin
katilimiyla kalpain aktivitesinin diizenlenmesinde de gorev almaktadir. (Strobl ve ark.

2000; Horikawa ve ark. 2000).

Domain 1V, 5 EF-el motifine sahip kalmodulin benzeri bdlgedir. ilk 4 EF-el motifi
bolgesi Ca*?’baglayic1 bolgedir. 5 EF-el motifi bdlgesinin karboksil ucu kiigiik alt
birimiyle dimerizasyon yapmaktadir (Khorchid ve Ikura 2002). EF-el yapisinin yer aldig1
bir proteine Ca*?un baglanmasiyla hidrofobik gruplarin yiizeye ¢ikarilmasini saglayan

biiyiikk konformasyonel degisimlere yol agmaktadir (Arrington ve ark. 2006).

Domain V, kiigiik alt birimin N-terminal bolgesini igermektedir ve glisin
bakimindan zengindir. Bu bolge yaklasik % 30 glisinden olusur ve hidrofobik bolge
olarak isimlendirilmektedir. Domain V’in fonksiyonu tam olarak bilinmemekle birlikte
membranla baglanti sagladigi diistiniilmektedir. (Inomata ve ark. 1989; Molinari ve ark.
1994; Khorchid ve Ikura 2002).

Domain VI, domain V’e poliprolin sayesinde baglanmaktadir ve domain IV ile %
50 oraninda benzerlik gdstermektedir. Tlk 4 bolgesi Ca*? iyonlarini baglarken, 5. bolgesi
kalpain-1 ve kalpain-2 ile ayni olan katalitik EF-el motifine sahiptir (Lin ve ark. 1997;
Blanchard ve ark. 1997; Carragher 2006).
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Sekil 2-3: Kalpain Aktivasyon Mekanizmasi

(Suzuki ve ark. 2004)

Kalpainler, hiicre i¢i serbest Ca™? konsantrasyonu normal sinirlar icerisinde
bulundugunda sitozolde inaktif proenzim olarak bulunurlar (Qian 2008). Kalpain
aktivitesi, otopreolitik salinim, fosforilasyon, Ca*? konsantrasyonu ve endojen inhibitdr
protein olan CAST ile diizenlenirler (Cafe ve ark. 2010). Ca*? konsantrasyonundaki artis
kalpainlerin aktive olmasma neden olur. Aktif forma doniisiimleri i¢in m-kalpainler
milimol seviyelerinde Ca*? konsantrasyonlarina, p-kalpainler ise mikromol diizeylerinde
Ca*? konsantrasyonlarina ihtiya¢ duyarlar (De Croall ve Demartino 1991). Aktif
kalpainler hiicre zarinda yer alir ve hiicre zarindaki lokalizasyonlari kalpain
aktivasyonunda etki gosterir. Kalpainlerin aktivasyonlarinda veya inaktivasyonlarinda

fosforilasyon uglari 6nemli role sahiptir (Juszczuk-Kubiak ve ark. 2009).

Hiicreleraras: serbest Ca*? seviyelerindeki artis ile hiicre ici kalpain aktivasyonu
tetiklenmektedir (Qian 2008). Ca*? yoklugunda, subdomain Ila ve IIb yapisal olarak

+25

ayrilmakta olup Ca™’nmn baglanmasi konformasyonel degisikligi indiiklemektedir.
Domain Ila ve IIb birbirine yakinlasip baglanmalari sayesinde fonksiyonel katalitik bir
bolge olusturmaktadir. m-kalpain’de en az ii¢c farkli Ca*® baglanma béolgesi
bulunmaktadir. Bunlar, ikisi kalmodulin benzeri domain IV ve VI, bir asidik loop iceren
domain III ve proteaz domain II’dir. m-kalpainin Ca*?tarafindan aktivasyonuyla, Ca*?’un
domain IV, VI ve III’e baglanmasi ile domain I’in domain VI’den ve domain II’nin
domain III’den ayrilmasi gergeklesir. Boylelikle 30 k alt birim, 80k alt birimden ayrilir

(Suzuki ve ark. 2004).
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m ve p-kalpainlerin substratlari aynidir (Banik ve ark. 1982; Ray ve ark. 2000).
Kalmodulin baglayic1 proteinler (kalsiyum pompasi, inositol 1.4.5-trifosfat kinaz),
miyofibril proteinleri (troponin I, troponin T, miyozin), membrana bagl proteinler ve
reseptorler (EGF reseptorii), hiicre iskeleti ve yapisal proteinler (spektrin, a-aktinin,
distrofin, tubulin) , transkripsiyon faktorleri (c-fos, c-jun) ve birkag 6nemli enzimin
(protein kinaz C, 3-hidroksil-3-metilglutaril-KoA rediiktaz, cAMP-bagimli kinaz)
kalpain substratlar1 igerdigi yapilan ¢alismalarla ortaya konmustur (Wang ve Yuen 1997;
Rami 2003).

Son yillarda kalpainlerin et verimliligi ile iligkisini inceleyen c¢esitli ¢alismalar
yapilmistir. Page ve ark.’nin yaptiklar1 calismada kalpainin, kesim sonrasi o6lim
sertliginde ve et yumusakliginda baslica rol oynadig gosterilmistir (Page ve ark. 2002).
Huff-Lonergan ve ark. ise kalpainlerin, spesifik yapisal kas proteinlerinin degradasyonu
araciligiyla sigir, kuzu ve domuzlarda postmortem tenderizasyonda biiylik bir rol
oynadigimi belirtmislerdir (Huff-Lonergan ve ark. 1995). Koohmaraie de yaptigi
calismalarda kalpainlerin, sogukta depolanma siiresince olusan postmortem et
yumusamasindan sorumlu olan miyofibriler protein degradasyonuna aracilik ettigini

ortaya koymustur (Koohmaraie 1988).

2.3.2. Kalpain Geni

Bir ¢ok aragtirmacinin yaptiklar1 farkli caligsmalarda ¢iftlik hayvanlarinda et ve siit
verimi ile iligkili oldugu bilinen ve seleksiyonda kullanilabilecek ¢ok sayida aday gen
belirlenmistir. Et verimi ve et kalitesi ile ilgili miyostatin, insulin beneri biiylime faktorii
(IGF) ve leptin genleri (Grobet ve ark. 1998; Ge ve ark. 2001; Oprzadek ve ark. 2003),
stit verimiyle ilgili prolaktin, B-laktoglobulin, diagilgliserol agiltransferaz-1 genleri
(Chung ve ark. 1996; Spelman ve ark. 2002; Heidari ve ark. 2012) ve lireme faaliyetleriyle
ilgili progesteron reseptdr gen ve osteopontin geni (Moura ve ark. 2007; Driver ve ark.
2009) seleksiyonda kullanilabilecek aday genlere 6rnek olarak verilebilir. Etin kalite

karakteristiginin belirlenmesinde baslica aday genlerden biri de CAPN genidir.

CAPN geni, ilk olarak 1964 senesinde Guroff’un sican beyin ekstratlariyla yaptigi
caligmalarda incelenmistir (Guroff ve ark. 1964) ve Drosophila melanogaster’den

memelilere kadar ¢ok sayida organizmada yer almaktadir (Page ve ark. 2002).

CAPN geni kecilerde 29.kromozomda lokalizedir ve 23 ekzon igcermektedir.

CAPN ailesinin memelilerde 15 adet geni belirlenmis olup, bunlar birgok hiicresel islem
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ve hastaliklarla iliskilendirilmistir. Timiiniin fizyolojik fonksiyonu tam olarak
bilinmemesine ragmen, simdiye kadar ki yapilan calismalarda sinyal iletimi, hiicresel
dongii progresyonu, baskalasim, apoptoz, membran flizyonu ve trombosit aktivasyonu
gibi Ca* bagimh hiicresel islemlerde yer aldiklari ortaya konmustur (Huang ve Wang
2001; Suzuki ve ark. 2004).

Tipik Kalpainler EF EI Motifi
Kalpain 1 e —i T ] w1 UMD
Kalpain 2 i1 I  S—— 1RO
Kalpain3  (NE( 7 sy OS] T T IMLIO
Kalpain8 (7 ] I I w___TIO0MIO
Kalpain 9 —— i —— Y e
Kalpain1l (7 [l ———w [[J[M[JO
Kalpain12 (i | I —T— e
Kalpainl4 (7 ] i  S—— e

Kapain Kii¢ciik Subunitler
KalpainS1 (W TI[IIRALID Kalpains2 (V" TITTTRITID
Atipik Kalpainler

Kalpain 7 ( I ) 1 PN D
Kalpain 13 c I I ] D
Kalpain 15 ( [ I | SOL H (@)
Kalpain 5 a i I IT -
Kalpain 6 1 I | [T (-
Kalpain 10 ] I | i (——

Sekil 2-4: Tipik ve Atipik Kalpainler

(Saez ve ark. 2006)

Kalpain ailesine iiye olan genlerden 9 tanesi tipik, 6 tanesi atipik kalpain olarak
siniflandirilmistir (Branca 2004). Bu tanimlanan kalpainlerin tipik ve atipik kalpainler
olmak {izere 2 sinifa ayrilmasi, karboksil ugta EF-el motifine sahip olup olmamasina
dayandirilmistir (Saez ve ark. 2006; Carragher 2006). Tipik kalpainler EF-el motifinin

yer aldig1 C terminal Ca*? baglama domaini ile karakterize iken atipik kalpainlerde bu
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bolge bulunmamaktadir (Branca 2004). Bu ailenin iiyeleri kalpain 1, 2, 3,4, 8,9, 11, 12,
13 ve kiiciik alt {inite II olmak tizere 10 farkli kalpainden olusmaktadir (Carragher 2006).

Singh ve ark., Hindistan’da yetistirilen Sirohi kecilerinde yaptiklar1 ¢aligmada
CAPN geninin (ekzon 3, ekzon 4 ve ekzon 11) farkli bolgelerinindeki 59 niikleotid
varyasyonlar1 bos taurus sigirlartyla karsilastirmislardir. Calismada yapilan analizler
sonucunda CAPN geninin kesim sonrasi et sertliginde 6nemli bir role sahip oldugunu ve
etin kalite karakteristiginin degerlendirilmesinde baslica aday gen oldugunu
belirlemislerdir. Sirohi kecilerinde yaptiklar1 bir bagka calismada ise CAPN1 genindeki
intron 6, ekson 7, intron 7, ekzon 8§, intron 8 ve ekzon 9 bdlgelerinde yar alan
varyasyonlari inlemiglerdir. 12 adet kegiden ¢ogalttiklart CAPN1 gen analizlerinde intron
6, exon 7, intron 7, exon 8, intron 8, exon 9 ve intron 9’da niikleotid substitiisyonlarini

ortaya ¢ikarmiglardir (Singh ve ark. 2012).

Chung ve ark. 286 adet Hanwoo cinsi Kore sigiriyla et verimliligi {izerine
yaptiklari ¢alismada CAPN1 geni varyasyonlarinin et yumusaklig1 {izerine etkisinin olup

olmadigini RFLP ve SSCP metotlarini kullanarak aragtirmislardir (Chung ve ark. 2014).

Juszczuk-Kubiak ve ark, 7 farkl: tiire ait 141 sigirda yaptiklari calismada CAPN1
geninin intron 14 bolgesindeki SNP’y1 PZR-SSCP metoduyla ¢alismislardir. 670 bg’lik
fragman bolgesini iceren (4542- 5215) CAPN1 geni 14.intron bolgesinde bir adet SNP
(C4685T tranzisyon) saptayarak bulduklari yeni mutasyonun sigir CAPN1 geninde
yagsiz et orani ile iligkili oldugunu belirtmislerdir (Juszczuk-Kubiak 2004).

Barendse ve ark. ise sigirlarda yaptiklari et yumusakligi ile CAPN3 geni
varyasyonu arasindaki iligskiyi arastirmislardir. 2189 hayvanda CAPN3 geninde 3 SNP
saptandiklarini belirtmiglerdir. Bunlar CAPN3:¢.53T>G (Metl18Arg), intronik bolgede
CAPN3:c.1538+225G>T, intronik CAPN3:c.2443-103G>C amino asit
stibstitiisyonlaridir. Yaptiklart ¢alismada sigir kromozom-10’da bulunan QTL’in et

yumusakligi ile iligkili oldugunu belirtmislerdir (Barendse ve ark. 2007).

2.3.3. Kalpastatin

CAST, ilk kez CAPN aktivitesine sahip kas ekstraktlarinda m-kalpainin
saflastirilmasi ¢alismalarinda kesfedilmistir (Dayton ve ark. 1976). Ismi ilk kez 1979
yilinda Takashi Murachi tarafindan onerilen CAST (Murachi 1989), sitozolde ve

membranlarda bulunmaktadir ve kalpainin endojen inhibitdr bir proteinidir. Kalpain
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disindaki proteazlar1 inhibe etmeyen CAST, kalpain protezlar i¢in spesifik bir inhibitor
gibi davranmaktadir. Yapilan ¢aligmalarda 1 molekiil CAST’1n 4 molekiil kalpaini inhibe
ettigi belirtilmistir (Kaya 2005; Shi ve ark. 2000).

Kalpain aktivitesini inhibe ettiginin anlagilmasindan sonra yapilan ilk
calismalarda bir 1si-stabil proteini oldugu saptanmistir (Okitani ve ark. 1976) ve
sonrasinda trikolorasetikasit, SDS veya lire gibi ¢esitli denatiire edici ajanlara karsi direng

gosterdigi gosterilmistir (Otsuka and Goll De 1987; Geesink ve ark 1998).

Neonatal serebral hipoksi ve iskemide gergeklestirilen ¢alismada CAST’in
hipoksiye yanit olarak up-regiile oldugu ve kalpaine karsi bir intihar substrati oldugu da
ifade edilmistir (Shi ve ark. 2000; Kaya 2005).

Molekiiler diizeyde CAST proteini 76 kDa agirliginda olup 5 ana domainden
meydana gelmektedir. Bu domainlerden N-terminal domaini, Leader (L) olarak
adlandirilmaktadir. Leader domainin, kendi basina kalpainleri inhibe etme 6zelliginin
bulunmadig: tespit edilmistir ve CAST 1n hiicre i¢inde yerlesecegi bolgeyi belirlemede
gorev aldig1 agiklanmistir. Geri kalan 4 domain ise birbirlerine homologdur ve inhibisyon

ozelligi gostermektedir (Emori ve ark. 1987; Averna ve ark. 2001).

Her bir domainde A, B, C bolgeleri vardir. A ve C bolgeleri sirasiyla kalmodulin
benzeri olan dIV ve dIV’ya, B bdlgesi ise dII’ye baglanir (Todd ve ark. 2003). A ve C
domainleri Ca*? iyonlariyla birlikte kalpaine giiclii bir sekilde baglanir ancak kalpaini
baskilama aktivitesi yoktur. Bunun aksine B domaini, kalpain enzimlerini
baskilamaktadir (Tompa ve ark. 2002).

XL L I II I IV

ABC ABC ABC ABC
Nl+++ C

Sekil 2-5: Kalpastatinin Sematik Yapisi
(XL domainde goriilen +++ Protein kinaz A bagimli fosforilasyon bolgeleridir.) (Dargelos

ve ark. 2008)
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2.3.4. Kalpastatin Geni

7. kromozomda lokalize olan ve 34 ekzon bdlgesi iceren CAST geninin et
yumusakligindaki fizyolojik ve genetik rolii ¢esitli hayvanlarla yapilan c¢alismalarda
bildirilmistir (HuffLonergan ve ark. 1995; Boehm ve ark. 1998). CAST genindeki genetik
varyasyon ve et kalitesi tizerine etkisi hem sigirlarda hem de kuzularda bir ¢ok aragtirmaci
tarafindan belirtilmistir (Casas ve ark. 2006; Schenkel ve ark. 2006; Palmer ve ark. 1999;
Zhou ve ark. 2007). Ayrica kegilerde CAST geni polimorfizmi ile yapilan bir ¢alismada
CAST’1n et yumusakligi ile iliskili oldugu tespit edilmistir (Byun ve ark. 2009).

Sevane ve ark., Avrupa sigir irklarinda biiylime, kas-yag profili ve et kalitesi
ozelliklerinin aday genlerle iliskisinin aragtirildig1 calismada CAST geni etkisinin karkas

yag skorunda 6nemli oldugunu saptamislardir (Sevane ve ark. 2014).

Hanwoo sigir irkinda yapilan ¢alismada CAST geni 182 A>G polimorfizminin
etteki sululuga etkisinin istatistiksel anlamda Onemli oldugunu ancak diger

polimorfizmler ile et kalitesi 6zellikleri arasinda herhangi bir iliskiye rastlanmamistir

(Lee ve ark. 2014).

Li ve ark., Hanwoo 1rkina biiyiik oranda benzerlik tasiyan Cin’in Yanbian sigir
irkinda CAST geninin gevreklik, pisirme kaybi ve renk parametrelerine etkisinin anlaml

oldugunu bildirmislerdir (Li ve ark. 2013).

Tait ve ark., ise Angus irkinda CAST gen etkisini gevreklik, ette kirmiz1 renk

olusumu ve diisiik yag orani ile iliskilendirmislerdir (Tait ve ark. 2014).

Yapilan ¢alismalar sonucunda CAST geninin et gevrekligi, su tutma kapasitesi,
renk, sululuk ve yag asidi profillerinde etkili oldugu saptanmistir (Casas ve ark. 2006;
Reardon ve ark. 2010; Sevane ve ark. 2014; Dunner ve ark. 2013). CAST geni, et kalitesi
tizerine etkileri nedeniyle seleksiyon programlarinda potansiyeli yiiksek bir gen olarak

bildirilmektedir (Barendse 2007).

2.4. Keci Etinin Onemi ve Ozellikleri

Genel olarak et verimi ve kalitesi 6zelliklerinin belirlenmesinde 1rk, yas, cinsiyet,
bakim ve beslenme kosullari, hayvanlarin kesime sevk edilme kosullari, mezbaha
organizasyonu, kesim ve depolama kosullari, etlerin olgunlastirilma siireleri, paketleme
islemi ve hijyen kosullar1 gibi pekcok ¢evresel faktor onemli rol oynamaktadir. Bu

cevresel etmenlerin yani sira hayvanlarda meydana gelen bireysel farkliliklarin ortaya
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konmasinda genetik faktorlerin de oldukea etkili oldugu bildirilmektedir (Warner ve ark.
2010).

Etin yag diizeyi, parlaklig1 ve rengi fiziksel agidan degerlendirmede;tadi, kokusu,
lezzeti, igerdigi bagdoku miktar1 ve ¢igneme sirasindaki agizdaki yag salinim diizeyi ise
damak tadi uygunlugu agisindan degerlendirmede kullanilan parametrelerdir. Et
kalitesinin degerlendirilmesinde bakilan parametreler ise pH, renk, gevreklik, su tutma
kapasitesi, pisirme kaybi, yag asit kompozisyonu, kolesterol diizeyi, nem, kuru madde,
kiil, protein ve kas i¢i yag miktaridir (Babiker 1990; Webb ve ark. 2005; Sebsibe 2008).

Diinyada en ¢ok tiiketilen kirmizi etler arasinda bulunan kegi eti Afrika, Asya ve
Pasifik iilkelerinde daha yaygin tiiketilmektedir (Webb ve ark. 2005). Topluluklarin
sosyo-ekonomik durumu, kiiltiirel ve geleneksel aliskanliklari, kisisel tercihler ve inang
faktorleri kegi etinin tiiketimi ve tercih edilmesinde rol oynamaktadir (Yarali ve ark.
2010). Kegi eti, miislimanlarin domuz eti yememesi, Hintlilerin sig1r eti yememeleri gibi
dini ve kiiltiirel nedenlerden dolayi tercih edilen etler arasinda gosterilmektedir. Hindistan

gibi baz iilkelerde tiiketimde tercih edilen et tiirlerinde ise birinci sirada yer almaktadir

(Norman 1991).

Keci etini, koyun eti ve siir etinden ayiran 6zelliklerin basinda kaba tekstiiri,
kolaylikla fark edilebilir aromasi, koyu kirmizi rengi ve lezzeti gelmektedir (Casey ve

ark. 2003; Sheradin ve ark. 2003).

Kegci eti, %27.8 protein, % 9.22 yag icermektedir. Protein orani, koyun ve sigir
etine yakin degerlere sahipken yag orani %50-65 diizeyinde daha diistiktiir (Boyazoglu
ve Morand-Fehr 2001). Kegi etinin diger kasaplik hayvan etlerine kiyasla iyi bir protein
kaynagi olmasimin yani sira daha diisiik oranda yag orani i¢cermesi, bilingli tiiketicinin

domuz, koyun ve sigir etine gore tercih etmesini saglamaktadir. (Lee ve ark. 2008).

Keci karkaslarinda adipoz doku biiyiik oranda gelismistir. i¢ organlar ¢cevreleyen
yaglarin gelisimi deri alt1, kas i¢i ve kaslar arasindaki yag dokunun gelisiminden daha
once gerceklesmektedir (Casey ve ark. 2003). Kecilerde yaglanma ileri yaslarda
olusurken karkas iizerinde fark edilebilir yag birikimi diizeyine ancak ergin yaslarda
ulagmaktadir (Owen ve ark. 1983). Yag orani ke¢i etinde siklikla degismekle yas,
beslenme, canli agirlik, bliylime hizi, cinsiyet, fiziksel durum ve fiziksel aktivite gibi

etmenlerden kolaylikla etkilenebilmektedir (Owen ve ark. 1978; Kirton 1988).
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Kegi etinde bir bagka 6nemli parametre olan vitamin igerigi sinir sistemini
korumasi, cilt ve deri hastaliklarini engellemesi agisindan ayrica 6neme sahiptir. Kegi eti
B1, B2 ve B3 vitamin miktar1 bakimindan diger hayvan tiirlerinin etlerine oranla daha
yuksektir. Ayrica ideal miktarda icerdigi vitamin cesitliligi ile karbonhidrat ve yag
yakimini saglarken, saglikli sag, deri ve tirnak olusumunu desteklemektedir. Keg¢i etinin
doymamis yag ait oraninin yiiksek olmasi ve doymus yag oraninin diisiik olmasi agisindan
en az yaga sahip tiir olmasi ile bilinmektedir. Demir oran1 diger tiim etlerden yiiksek olan
keci etinin, en disiik kaloriye sahip oldugu diisiiniilen tavuk etinden bile daha diisiik
kaloriye sahip olmasiyla da ayricalik gostermektedir. Belirtilen tim &zellikler
degerlendirildiginde insanlar i¢in 6zellikle kalp-damar sagligi bakimindan ¢ok rahatlikla
tilkketebilecek et olarak one ¢ikmaktadir ve insanlarin tercih etme nedenleri arasinda

gosterilmektedir (Darcan 1996).

2.5. Kegi Irklar:

Kopeklerden sonra ikinci evcillestirilmis hayvan olan ke¢i (Capra Hircus)
evcillestirilmesinden itibaren et, siit ve yapagi gibi lriinleriyle insanlarin tarim
topluluklar1 olusturarak yerlesik hayata gegcmesinde biiyiik yararlar saglamistir (Porter
1996; Pringle 1998; Zeder ve Hesse 2000).

M.O. 9000-7000 yillar1 arasinda Orta Dogu bolgesinde evcillestirildigi tahmin
edilen keginin Capra prisca adamets (kili¢ boynuzlu), Capra falcomeri (burgu boynuzlu)
ve capra aegagrus (hilal boynuzlu) olmak {izere {i¢ yabani keg¢i tiiriinden koken aldigi
kabul edilmektedir (Ozcan 1989; Anonim 2002).

Kegi, tarihte evcillestirilmesi gerceklestirilen ilk hayvan tiirlerinden biridir ve
farkli ¢cevre kosullarina kisa stirede uyum gostermektedir. Bu 6zellikleri nedeniyle kegi
k1 evcil hayvan tiirleri arasinda 6nemli bir yere sahiptir ve ekonomik olarak diger tiirlere
oranla fazlaca 6neme sahiptir (Kaymake¢1 ve Askin 1997). Kegilerin diger ciftlik
hayvanlarina oranla tercih edilme nedenleri arasinda elverigsiz bakim ve besleme
kosullarina karst daha dayanikli olmalar1 ve az masrafla yetistirilebilme o6zellikleri

gelmektedir (Sengonca 1989, Simsek ve Bayraktar 2006).

Keciler, tropikal ve sub-tropikal sartlar altindaki evcil ruminantlar arasinda en
iiretken ruminantlardir ve ¢ogu keci ortalama 1,5 ve {istii boyutta yavru dogurmaktadir
(Naude ve Hofmeyr 1981). Diinyanin en soguk bolgelerinde kegilerin hayatta kalmalarini

saglayan iki sebep bulunmaktadir. Bunlar, 1s1 stresine olaganiistii dayaniklilik
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gostermeleri ve zayif beslenmeyle biiyiime kabiliyetine sahip olmalaridir. Boylece,
marjinal tarim alanlarinda, kiigiik ¢iftliklerde veya tropikal ve sub-tropikal alanlarda keci
iiretimi esit sekilde uygun hale gelmektedir. Kegiler, uygun bir sekilde yoneltilmediginde

ormanlara ve bitki ortiisiine biiyiik zararlar verebilmektedir (Norman 1991).

Kegiler, yem kaynaklarinin ve Ozellikle sulama olanaklarinin sinirli oldugu
bolgelerde mevcut yem kaynaklarini optimum sekilde degerlendirmelerinden dolayz,
yetistiricilerin gereksinim duydugu et ve siit gibi iriinleri en verimli ve ideal sekilde
saglayan hayvanlardir. Genel olarak keci iiretiminde saglanan gelirin % 60’1 siit, 35°1 et
ve 5’1 de deri ve kildan olusmaktadir (Sandfort 1982). Eti, siitii, kil1 ve derisinin
kullanilabilmesi sebepleriyle 6zellikle aile tipi kiigiik isletmelerde Tiirkiye i¢in hala ¢ok
onemli bir ciftlik hayvani olma 6zelligini stirdiirmektedir (MacHugh ve Bradley 2001).

Kegilerin et tiretim 6zellikleri sigir, kuzu ve domuz gibi et liretiminde kullanilan
diger evcil tiirlerine kiyasla, nispeten az bilimsel ilgiye sahip oldugu kabul edilmektedir.
Bunun nedeni, kegilerin gelismis diinyada geleneksel diisilk ekonomik oneme sahip
olmalar1 ve sigir eti, domuz eti, koyun eti gibi diger kirmizi et ¢esitlerinin tercih
edilmesidir. Geligmis {lilkelerde kegiler 6zel iiriin veya egzotik g¢iftlik hayvam gibi
diisiintiliirken Giiney Dogu Asya ve Afrika gibi gelismekte olan iilkelerde keciler et

tretiminin major kaynagidir (Dhanda ve ark. 2003).

Kegi yetistiriciligi, elverisli bir sekilde diinya ¢apinda uygulanmaktadir. Gelismis
tilkelerdeki kiiresellesme, endiistriyel birlesmeler ve teknolojik ilerlemelerden dolay:
tarimda meydana gelen biiylik degisimlere ragmen diinya ¢apindaki ke¢i sayisi1 yiiksek ve
orta diizey gelire sahip {lilkelerle birlikte oldukg¢a artmistir (Boehlje ve Sonka 1998;
Morand-Fehr ve ark. 2004; Cheeke 2004).

Tiirkiye’de yetistirilen kecilerin yaklasik % 96’s1 Kil kecisidir. Kil kegisinden

sonra en yaygin kegi 1rklari ise Tiftik ve Kilis keg¢i irklaridir.

2.5.1. Kil Kegisi

Kil kegisi, Tiirkiye’de en yaygin olarak beslenen ve yetistirilen kegi irkidir.
“Karake¢i” veya “Adi keci” olarak da bilinmektedir. En yogun olarak; Akdeniz, Ege,
Gilineydogu Anadolu Boélgeleri’nin daglik kesimlerinde beslenmektedir (Yalgin 1990).

Kil kegileri genel olarak orta iri bir yapida olmakla birlikte Cidago yiiksekligi 65-

73 cm, viicut uzunlugu 67-73 cm arasindadir. Canli agirlik ergin tekelerde 60-90 kg, ergin
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disilerde 45-65 kg’dir. Renk ve kil ortiisii genellikle siyahtir. Beyaz, beyaz-alaca kahve
renkli, ger ve kir renklerine de ¢okga rastlanmaktadir. Kil kegileri ¢ogunlukla
boynuzludur ancak nadir de olsa boynuzsuz kegiler mevcuttur. Baglar1 viicutlarina gore
orta irilikte olup cene altlarinda genellikle sakal vardir (Ozcan 1989; Kaymake1 ve Askin
1997).

Kil kegilerinin siit veriminin oldukga diisiik seviyelerde (60-100 kg) bulundugu,
ikiz dogum oraninin %15 civarinda oldugu ve bu kegilerin daha ¢ok et iiretimi i¢in
yetistirildigi bilinmektedir. (Sonmez 1974; Tuncel ve Baymdir 1983; Yildiz ve Esen
1998).

Sekil 2-6: Kil Kegisi

(TAGEM 2009)

Tablo 2-1: Kil Kegisi Viicut Olgiileri ve Verim Ozellikleri

Erkek  Disi Disi
Cidago Yiiksekligi (cm) 69 Laktasyon Siit Verimi (kg) 98
Viicut Uzunlugu (cm) 68 Laktasyon Siiresi (giin) 183
Dogum Agirhg (kg) 34 2.5 Ust Kaba Kil / Kasmir (g) 410/46
Ergin Canh Agirhik (kg) 45-90 40-65 Damizlik Yasi 18-20
Giinliik Canh Agirhik Artisi (g) 160 Oglak Verimi 11

(TAGEM 2009)
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2.5.2. Tiftik Kegisi

Anavatani Orta Asya ve Angora kegisi olarak taninan Ankara kegisi Tiirkiye’de
basta Ankara olmak iizere, i¢ Anadolu Bélgesi’nde Orta Anadolu Platosu’na ve Dogu
Anadolu ile Giineydogu Anadolu Bolgeleri’ne yayilmistir. Etinden, derisinden ve nadir

olarak da siitiinden yararlanilan bu irkin en 6nemli verimi tiftiktir.

Tiftik, tiiyli uzun, beyaz, ¢ok ince ve ipegimsi parlaklikta olup elyaf seklindeki
yapisi ile “elmas lif” tanimi almaktadir. Bu tanim bati dillerine Arapca “muhayyer”
kelimesinden ge¢mistir ve diinyada mohair olarak bilinmektedir (Atay 2013). Tiftigin
rengi beyazdir. Kahverengi, siyah, giimiisi gri, sar1 ve krem renkli olanlar1 da

bulunmaktadir (TAGEM 2009; Porter 1996; Kaymake1 2006).

Sekil 2-7: Tiftik Kegisi

(TAGEM 2009)

Tablo 2-2: Tiftik Kegisi Viicut Olciileri ve Verim Ozellikleri

Erkek Disi Disi
Cidago Yiiksekligi (cm) 66 51 Laktasyon Siit Verimi (kg) 25-50
Viicut Uzunlugu (cm) 67 58 Tiftik Verimi (kg) 2.8
Dogum Agirhg (kg) 2.7 25 Liile Uzunlugu (cm) 15
Ergin Canh Agirhk (kg) 45 35 Damizlik Yasi (ay) 18

Giinliik Canh Agirhik Artisi (g) 110 Oglak Verimi 11
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(TAGEM 2009)

2.5.3. Kilis Kegisi

Kilis kegisi, Kil kecileri ile Suriye kokenli Halep kegisinin melezlenmesi ile
meydana gelmistir ve Gilineydogu Anadolu Bolgesi’nde ve ozellikle Suriye'ye siniri
bulunan Sanlwrfa, Gaziantep, Kilis ve Hatay illerinde yaygin olarak yetistirilmektedir
(Iriadam 2004).

Kilis kegileri genellikle siyah renkli ve sarkik kulaklidir. Kulaklar1 ortalama 28
cm. civaridadir ancak Kulak uzunlugu 38-39 cm’ye varan kegiler de mevcuttur. Disi ve

erkekleri ¢ogunlukla boynuzludur (Ozcan 1989; Kaymake1 ve Askin 1997).

Kilis kecileri, orta iri ve uzun viicut yapilidir ve siyah renklidir. Fakat gri-
kahverengi, koyu kestane kir ve ger renkte olanlar da vardir. Bas ve kulaklar tamamen
siyah killarla ortiiliidiir. Bas profili diiz olup kogbaslilara da rastlanir. Cene altinda bir ¢ift
kiipeye rastlanir. Kilis kegileri cogunlukla boynuzludur. Cidago yiiksekligi 65-75 cm,
canli agirlik ergin tekelerde 60-80 kg, ergin disilerde 35-50 kg’dir. Siit¢ii bir 1rk olarak
bilinen Kilis kegileri tamamen ekstansif sartlarda yetistirilmektedir. Laktasyon siireleri
210-260 giin, siit verimleri 200-300 kg arasindadir. (Ozcan 1989; Kaymakg¢1 ve Askin
1997).

Sekil 2-8: Kilis Kegisi

(TAGEM 2009)



Tablo 2-3: Kilis Kecisi Viicut Olgiileri ve Verim Ozellikleri

Erkek Disi Disi

Cidago Yiiksekligi (cm) 70 67 Laktasyon Siit Verimi (kg) 217

Viicut Uzunlugu (cm) 66 Laktasyon Siiresi (giin) 227

Dogum Agirhg: (kg) 3 2.8 Kil Verimi (g) 550
Ergin Canh Agirhk (kg) 60 40 Damizlik Yasi (ay) 16
Oglak Verimi 1.4

24

(TAGEM 2009)
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. GEREC

3.1.1. Hayvan Gereci

Calismada hayvan materyali olarak Tiirkiye’deki yerli kegi irklarindan 50’ser adet
Kilis kecisi, Tiftik kegisi ve Kil keci irklarina ait DNA 6rnekleri kullanilmistir. DNA
ornekleri damismanin da arastirmaci olarak dahil oldugu daha &nceden Istanbul
Universitesi Veteriner Fakiiltesi Biyokimya Anabilim Dalinda yapilmis Istanbul
Universitesi Bilimsel Arastirma Birimi tarafindan desteklenmis 1433 no'lu Bilimsel
Arastirma Projesi (BAP) "Tiirkiye’deki bazi yerli ke¢i irklarinin mitokondrial DNA
‘larinin D-loop HVR1 bélgelerinin dizin analizi ve kokenlerinin belirlenmesi” isimli
proje kapsaminda olusturulmus DNA koleksiyondan segilerek kullanilmigtir. Kan
ornekleri alinan kegilerin se¢iminde fenotip agisindan ait olduklari irkin tiim 6zelliklerini

tasimalarina ve akraba olmalarina dikkat edilmistir.

Calismada yer alan analizler, Istanbul Universitesi-Cerrahpasa Veteriner
Fakiiltesi Biyokimya Anabilim Dali’na ait DNA laboratuvarinda gergeklestirilmistir.
3.1.2. Kullanilan Cihazlar

Calismada kullanilan cihazlarin listesi asagida verilmistir.

Sogutmali santrifiij (Sigma 3-16 K)

Vorteks (Elektromag M16)

Etiiv (Dedeoglu)

Hassas terazi (Chyo MK-500C)

Gii¢ kaynag1 (Consort E833)

Yatay sualti elektroforez cihazi (Thermo EC320)

Thermal cycler (Techne TC-312)

Minisantrifiij cihazi (Eppendorf minispin plus)

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

UV goriintiileme cithaz1 (Kodak El Logic 200 Imaging System)

Otoklav (Niive OT 012)
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Kilcal elektroforez ABI 3130 XL Genetic Analyzer (USA)

Otomatik pipet 100-1000 pl (Biohit)

Otomatik pipet 10-100 ul (Biohit)

Otomatik pipet 0,1-2,5 ul (Biohit)

Otomatik pipet 0,5-10 pl (Biohit)

Dijital otomatik pipet 10-100 pl (Thermo Finnipipette)
3.1.3. Kullamlan Kimyasal Maddeler

Calismada kullanilan kimyasal maddelerin listesi asagida verilmistir.

EDTA (Sigma 066K0018)

Sodyum Dodesil Siilfat (SDS) (Sigma 015K0179)

Amonyum asetat (Biomatik 5A2563)

%99’1uk absolut Etanol (Riedel-de Haén 32221)

Agaroz (Sigma 025K01041)

TEB tampon ¢ozeltisi (Amresco 2758L42)

Etidyum Bromiir (Sigma 083K8937)

Yiikleme tamponu (6X) (Takara A129)

dNTP seti 4x25 ul (Fermantas 00016618)

Taq DNA polimeraz (Fermentas 00016337)

PZR reaksiyon tamponu (Fermentas 00016394)

MgCI2 (Fermentas 00016395)

Primerler (Integrated DNA Technologies)

Gene Ruler™ 100 b¢ DNA Ladder (Fermentas 00020166)

Gene RulerTM 50 b¢ DNA Ladder (Fermentas 00151359)
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3.1.4. DNA izolasyonu icin Kullanilan Cézelti ve Tamponlar
Calismada kullanilmis olan kan Orneklerinin DNA izolasyonu islemi igin

kullanilan ¢6zelti ve tamponlar ile bunlarin hazirlanmasi asagida gosterilmistir.

3.1.4.1. Lizis Tamponu
Balon jojeye 16,58 g NH4CI, 2,0024 g KHCO3 ve 0,074 g EDTA konulup, steril
distile su ile ¢oziindiiriilerek 2 litreye tamamlanmistir. 121°C’de 60 dakika otoklavda

sterilize edilmis ve +4°C’de saklanmustir.

3.1.4.2. Niikleaz Tamponu
4.65 g EDTA ve 2.92 g NaCl tartilarak, ¢oziindiiriilmiis ve steril distile su ile 500
ml’ye tamamlanmistir. Otoklavda 121°C’de 60 dakika sterilizasyon yapildiktan sonra

+4°C’de saklanmustir.

3.1.4.3. Sodyum Dodesil Sulfat (SDS) Cozeltisi (%10)
10 g sodyum dodesil siilfat steril distile suda ¢oziindiiriilerek 100 ml’ye

tamamlanmis ve oda 1sisinda saklanmustir.

3.1.4.4. Amonyum Asetat Cozeltisi (4,5 M)
34,6 g amonyum asetat steril distile suda ¢oziindiiriilerek 100 ml’ye tamamlanmis

ve + 4 °C’de saklanmigtir

3.1.4.5. DNA Izolasyonu
Standart amonyum asetat ile ¢Oktiirme yontemi kullanilarak genomik DNA elde

edilmistir (Miller ve ark. 1988). Yontemin ayrintilar1 asagida verilmistir.
1-EDTA’l1 tiipte bulunan 2cc kan, 50 ml’lik plastik santrifiij tiipiine aktarilmistir.
2- 15 ml’e kadar Lysis Buffer eklenmis ve vorteks ile karistirilir.

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

4-Sogutmali santrifiijde +4°C’de 6600d/d’da 11 dakika ¢evrilmistir.

5-Olusan pellete zarar vermeden tistteki sivi dokiilmiistiir.

6-Pelletin tizerine 10 ml’e kadar Lysis Buffer ilave edilmis ve vortekslenmistir.
7- Sogutmali santrifiijde 11 dakika siiresince +4°C’de 6600 d/d’da ¢evrilmistir.

8- Pellete zarar vermeden iist kisimdaki s1vi dokiilmistiir.
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9- Tiipte kalan pellet iizerine 3 ml niikleaz buffer, 400pul steril su, 50 pl sodyum dodesil
stilfat, 30 ul Proteinaz K ilave edilmistir.

10-37°C ‘de 1 gece inkiibe edilmistir.
11- inkiibasyon sonrasinda tiipe 1.8 ml amonyum asetat ilav edilmis ve vortekslenmistir.
12- Sogutmali santrifiijde +4°C’de 10600 d/d’da 25 dakika ¢evrilmistir.

13.Ust kistmdaki s1vi, pellet ile karistirilmadan baska bir 50 m1’lik plastik santrifiij tiipiine

alinmustir.
14-Yeni tiipe aktarilan sivi %99’luk soguk etanol ile 10-15 ml’e kadar tamamlanmustir.
15- Tiip hafifce alt iist edilerek ¢alkalanmig ve DNA ipliginin olustugu gorilmiistiir.

16- DNA iplik¢igi Steril bir pipet ucu araciligi ile 400 pl steril su konmus mikro santrifiij

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

Elde edilen genomik DNA ornekleri caligmada kullanilincaya kadar -86°C’de
muhafaza edilmistir. PZR isleminden 6nce, izole edilen DNA 6rneklerinin yogunluklari,
spektrofotometrede 260 nm dalga boyunda absorbsiyon degerleri (A260) oOlgiilerek,

asagidaki formiiliin kullanilmasi ile hesaplanmistir (Temizkan ve Arda 2004).
DNA (pg/ml) = A260 x sulandirma oran1 x 50
DNA izolasyon isleminin sonunda, 50 adet GAK ve DAK 1rki sigira ait kan
orneklerinin tamamindan genomik DNA izole edilebilmistir.
3.1.5. Polimeraz Zincir Reaksiyonunda Kullamlan Cozeltiler
Polimeraz zincir reaksiyonunda polimorfizmleri tespit edilecek bdlgelerin

calisilmast i¢in kullanilan ¢ozelti ve maddeler ile bunlarin hazirlanmas1 asagida

gosterilmistir.

3.1.5.1. 0,5XTEB Céozeltisi
50 ml 10 x TEB steril distile suda ¢oziindiiriilerek 1000 ml’ye tamamlanmis ve

oda 1sisinda saklanmistir.
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3.1.5.2. ANTP Cozeltisi
dATP, dTTP, dGTP ve dCTP dintikleotitlerinin herbirinden 10 pl alinmis, 40 pl
steril distile suda ¢oziindiriilmiistiir. 100 uM yogunlukta hazirlanan dNTP karigimi

mikrosantrifiij ile karistirilmis ve -20°C’de saklanmastir.

3.1.5.3. Primer Cozeltisinin Hazirlanmasi
Liyofilize halde bulunan primerler oncelikle 100 upl distile suda
¢ozlindiiriilmiistiir. Hazirlanan stok soliisyondan 1l alinarak, distile su ile primerin sahip

oldugu nmol degerine tamamlanmis ve 10 pmol/pl konsantrasyon saglanmaistir.

3.2. YONTEM

3.2.1. Kan Alma islemi ve DNA izolasyonu

DNA &rnekleri danisman tarafindan daha énce arastirmaci olarak ¢alistigi Istanbul
Universitesi Bilimsel Arastirmalar Birimi tarafindan 1433 no’lu Bilimsel Arastirma
Projesi (BAP) kapsaminda olusturulmus DNA koleksiyonundan secilerek kullanilmistir.
Genomik DNA o6rnekleri standart amonyum asetat ile ¢oktiirme yontemi kullanilarak elde
edilmistir (Miller ve ark. 1988).

3.2.2. Polimeraz Zincir Reaksiyonu

CAPN geni polimorfizmleri belirlemek tizere dizin analizine gonderilecek
bolgeler PZR islemi ile ¢ogaltilmistir. Bu bolgelerin ¢ogaltilmas: i¢in gerekli olan
oligoniikleotid primer dizileri asagida belirtilmistir. (Singh ve ark. 2012). (GU908133).

CAPN-F : 5’>-CCAGGGCCAGATGGTGAA-3'
CAPN-R : 5’-CGTCGGGTGTCAGGTTGC-3'

CAPN geni 609 bg’lik hedef bolgenin cogaltilmasinda kullanilacak PZR sartlar1:
95°C’de 2 dakika, 94°C’de 1 dakika, 59°C’de 1 dakika, 72°C’de 1dakika, 30 siklus ve
72°C’de 10 dakikadir. Hedef bolgenin ¢ogaltilmasi i¢in kullanilan 25 pl PZR

karsimindaki soliisyonlar ve miktarlar1 Tablo 3-1’da verilmistir.
CAST-F : ’TGGGGCCCAATGA CGCCATCGATG3’
CAST-R : 5GGTGGAGCA GCACTTCTGATCACC3’

CAST geni 622 bg’lik hedef bolgenin ¢ogaltilmasinda kullanilacak PZR sartlart:
95°C’de 3 dakika, 94°C’de 1 dakika, 59°C’de 1 dakika, 72°C’de 1dakika, 35 siklus ve
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72°C’de 10 dakikadir. Hedef boélgenin ¢ogaltilmast i¢in kullanilan 25 pl PZR

karsimindaki soliisyonlar ve miktarlar1 Tablo 3-1’da verilmistir.

Tablo 3-1: Hedef Bolgenin Cogaltilmasi icin Kullamlan 25 pl PZR Karisimindaki
Soliisyonlar ve Miktarlari

Soliisyonlar Konsantrasyon Miktar
Steril distile su 14,9 ul
MgCl: 2mM 2ul
dNTP 100 uM 0,4 ul
Primer-1 10 pmol / pl 1ul
Primer -2 10 pmol / pl 1wl
Tag DNA polimeraz 1U 0,2 ul
DNA 50-100 ng 3ul

100mM KCI, 20 mM Tris-HCI, pH
PZR tamponu 8.0, mM EDTA, 0,5 mM PMSF, 2,5 ul
1mM DDT, %50 gliserol

3.2.3. Restriksiyon parcacik Uzunlugu Polimorfizmi (RFLP)
CAST geni Polimorfizmleri belirlemek amaciyla g¢ogaltilan bolgeler Mspl
restriksiyon enzimi ile sindirime tabi tutulmustur. Sindirim islemi i¢in hazirlanan

karisimin igerigi asagidaki gibidir:

e 10 pl PZR firiinii
e [ plrestriksiyon enzimi
e 2 ul tampon soliisyonu

e 17 ul distile su

Buzlu ¢alisma raki iizerinde, 0,2 ml’lik PZR tiiplerinde hazirlanan karigim
minisantrifiij aracilifiyla karistirildiktan sonra kuru blok 1sitictya yerlestirilmistir. 5

dakika boyunca 37°C’de sindirim islemi gerceklesmistir.

3.2.4. Agaroz Jelin Hazirlanmasi ve PZR Uriinlerinin Yiiriitiilmesi
PZR iriinlerinin ayrilmasi ve tanimlanmasi agaroz jel elektroforezinde

yapilmistir. % 2 agaroz jel hazirlanmasi i¢in bir beher i¢ine 30 ml 0,5 X TEB tampon
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cozeltisi ve 0,6 g agaroz konularak mikrodalgada ¢ozelti berraklasincaya isitilarak
¢Oziindiriilmistiir. Isitma asamasinda yliriitilen DNA parcaciklarinin goriiniir hale
gelebilmesi i¢in 1,5 pl etidyum bromiir berraklasan jele ilave edilerek karigtirilmustir.
Elde edilen jel, 55-60°C’ye kadar sogutulduktan sonra taraklarin énceden yerlestirildigi
jel tankina dokiilmistiir. Jel icerisinden hava kabarciginin bulunmamasina dikkat
edilmistir. Jelin polimerlesmesi i¢in 15 dakika beklendikten sonra jel iginden taraklar
cikartilarak orneklerin yiiklenmesi igin kuyucuklar hazirlanmustir. Jel tanki, 0,5 X TEB
tampon ¢ozeltisi ile dolu elektroforezin igerisine konulmustur. PZR uygulamasi sonrast,
elde edilen her bir sindirim iriiniinden 5 pl alinarak 2 pl yiikkleme tamponuyla parafilm
tizerinde karistirildiktan sonra jeldeki kuyucuklara yiiklenerek 110 voltta 20 dakika
yiriitiilmiistiir. Elektroforez islemi tamamladiktan sonra jelde birbirinden ayrilan DNA
ornekleri UV 151k altinda goriintiilenmistir. RFLP uygulanmayan bolgeler i¢in, ¢ogalan

DNA o6rnekleri dizin analizi islemine tabi tutulmustur.

3.2.5. Dizin Analizi

Calismamizda dizin analizi islemi Refgen Biyoteknoloji Ltd. Sti (Ankara
Universitesi  Teknokent- Ankara) laboratuar1 tarafindan gergeklestirilmistir. PZR
trlinlerinin saflastirilip forward primer vasitasiyla dizinleme islemi kilcal elektroforez

(ABI 3130 XL Genetic Analyzer, USA) cihazinda yapilmistir.

3.2.6. Istatistiksel Analiz

Kil, Kilis ve Ankara kegileri irklarina ait her bir birey i¢in dizin analizi sonuglar
oncelikle Clustal W karsilagtirma programi bazli ¢alisan MEGA 4 (Tamura ve ark. 2007)
(http://www.megasoftware.net/m_con_select.html) bilgisayar programi kullanilarak her

bir bireyin genotipi belirlenmistir.

Irklara ait beklenen ve gézlenen genotip frekanslari ile Hardy-Weinberg esitligine

uyum analizleri i¢in PopGen32 bilgisayar programi kullanilmistir (Yeh ve ark. 2000).

Analiz edilen tiim lokuslara gore 1rklar aras1 genetik uzaklik PopGen32 programi
ile Nei (1978)’nin UPGMA (Unweighted Pair Group Method with Arithmetic) yontemine
gore hesaplanmistir. Haplotip frekanslari, haplotiplerin sayilmasi ve bir irka ait birey

sayistyla oranlanmasi sonucunda hesaplanmistir.

3.2.7. Etik Kurul Onay Bilgileri
Etik kurul ad1: Istanbul Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu



Etik kurul kararmin tarihi: 01.12.2015

Etik kurul kararinin sayisi: 54

32



33

4. BULGULAR

4.1. CAST Geni PZR-RFLP Metodu ile belirlenen polimorfizmler
Yapilan ¢aligmada CAST geni 622 bg¢’lik hedef bolge cogaltilmigtir. Hedef

bolgeye ait genotipler UV goriintiileme ile tespit edilerek fotograflanmistir.

CAST geni 622 bg biiyiikliglindeki bolgenin PZR ile ¢ogaltilmast ve MSPI
enzimi ile kesimi sonucunda MM genotipli bireylerde 336 ve 286 bg¢’lik iki bant, MN
genotipli bireylerde 622, 336 ve 286 bg¢’lik li¢c bant elde edilmistir. Hedef bolgeye ait

fotograf agagida yer almaktadir.

Sekil 4-1: CAST geni 622 b¢’lik Hedef Bolgesinin %2’lik Agaroz Jeldeki Goriintiisii

1.kuyu: Markér (Gene Ruler™ 50b¢ DNA Ladder), diger kuyular 286, 336 ve 622b¢’lik
hedef bolgeler
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4.2. CAST Geni Polimorfizminin Degerlendirilmesi

Kil, Kilis ve Tiftik 1irki kegilere ait CAST genine ait genotip ve allel frekans
sonuglart Tablo 4-1’de verilmistir. Kil, Kilis ve Tiftik irki kecilerde homozigot genotip
frekanslarina bakildiginda MM genotip frekanslari her ii¢ 1irkta da oldukga yiiksek tespit
edilirken NN genotip frekanslar1 gozlenmemistir. Heterozigot genotip frekanslarinda ise
her ii¢ keci irkinda da MN genotip frekanslar tespit edilmis olup Tiftik irki kegilerde Kil

ve Kilis 1rk1 kegilere gore daha diisiik bulunmustur.

Beklenen ve gozlenen genotipler kiyaslandigi zaman her {i¢ genotip frekansinda
MM homozigot birey sayisinda yiikselme, MN heterozigot birey sayisinda ise azalma
beklendigi goriilmektedir. Bu ylikselme ve azalmalar p<0.01 diizeyinde istatistiki onem
arz etmesinden dolay1 CAST geni genotip dagilimi Hardy-Weinberg esitligine uyumsuz

bulunmustur.

Her ti¢ 1rktaki allel frekans dagilimlarina bakildiginda ise M allel frekansinin N
allel frekansina gore dikkat cekici diizeyde yiiksek oldugu tespit edilmistir.



Tablo 4-1: Kil, Kilis ve Tiftik irk kecilerde CAST geni polimorfizmi genotip ve allel frekanslar

Genotip Allel Frekansi (%)

MM MN NN M N
Irk nt Goz? Bek® Goz Bek Goz Bek (x»*
Kil 50 0.94 0.94 0.6 0.06 0 0 0,97 0,03 0.0328 ***
Kilis 50 0.94 0.94 0.6 0.06 0 0 0,97 0,03 0,0315
Tiftik 50 0.82 0.87 0.18 0.17 0 0.01 0,91 0,09 0.0433 ***

hayvan sayisi, ’gozlenen degerler, *beklenen degerler, * Hardy-Weinberg esitligine uyum, *** P< 0,001



4.3. CAPN Geni Polimorfizminin Degerlendirilmesi
Yapilan ¢aligmada CAPN geni 609 bg’lik hedef bdlge cogaltilmistir. Hedef
bolgeye ait fotograf Sekil 4-2’de yer almaktadir.

W S e W Gy e e

Sekil 4-2: CAPN geni 609 b¢’lik Hedef Bolgesinin %2’lik Agaroz Jeldeki Goriintiisii
1. kuyu: Markér (Gene Ruler™ 100bg DNA Ladder), diger kuyular 609b¢’lik hedef bolge

Her {i¢ keci 1rkina ait dizin analizi sonuglar1 Clustal W karsilagtirma programi
bazli calisan MEGA 4 (Tamura ve ark., 2007)
(http://www.megasoftware.net/m_con_select.html) bilgisayar programi kullanilarak
degerlendirilmistir. Sonuglarin degerlendirilmesi amaciyla yapilan istatistik analizleri

icin PopGen32 bilgisayar programi kullanilmistir (Yeh ve ark. 2000).

4.3.1. CAPN geni 5707 polimorfizmi
Kil, Kilis ve Tiftik irk1 kegilerde CAPN geni 5707 bdlgesine ait genotip ve allel
frekans dagilimlar1 Tablo 4-2’de verilmistir. Kilis irkinda TT genotip haricinde

homozigot genotip frekanslarmma bakildiginda gozlenen genotip frekanslarinin
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beklenenden daha yiiksek oldugu goézlenmistir. Ayrica CC genotip frekans: TT genotip
frekansina gore olduke¢a yiiksek bulunmustur. Kilis 1rki kegilerde TT genotip frekansi
gozlenmezken, Tiftik ve Kil wrki kecilerde ¢ok diisiik diizeyde bulunmustur. CT
heterozigot genotip frekansi her ili¢ ke¢i wrkinda da gozlenmemistir. Allel frekans
dagilimlarina bakildiginda ise her ii¢ keg¢i irkinin C allel frekans: T allel frekansina gore
dikkat ¢ekici diizeyde yiiksek oldugu tespit edilmistir. Kilis 1rk1 kecilerde ise T allel
frekans1 hi¢ gozlenmemistir. Her {i¢ keg¢i irkinda 5707 polimorfizmine ait genotip

frekanslar1 Hardy-Weinberg esitligine uyum gostermektedir.

4.3.2. CAPN geni 5709 polimorfizmi

Kil, Kilis ve Tiftik irki kegilerde CAPN geni 5709 bolgesine ait genotip ve allel
frekans dagilimlar1 Tablo 4-3’de verilmistir. Her ti¢ kegi irkinda da gézlenen GG genotip
frekanslar1 beklenenden yiiksek bulunmustur. Tiftik ve Kilis 1tk kegilerde ise gbzlenen
CC genotip frekanslar1 beklenenden yiiksek bulunmustur. Ayrica her ii¢ irkta da GG
genotip frekanslari, CC genotip frekanslarina gore oldukga yiiksek ¢ikmistir. CC genotip
frekansi ise Tiftik ve Kilis irki kecilerde oldukca diisiik gézlenirken, Kil irki kegilerde hig
gozlenmemistir. Her ii¢ keci wkinda da CG heterozigot genotip frekansi hig
gozlenmemistir. Allel frekans dagilimlarina bakildiginda ise her ii¢ wkin G allel
frekansinin oldukca yiiksek oldugu tespit edilmistir ve Kil 1rk1 kegilerin G allel frekansi
acisindan monoformik oldugu tespit edilmistir. Her {i¢ keci irkinda 5709 polimorfizmine

ait genotip frekanslar1 Hardy-Weinberg esitligine uyum gostermektedir.

4.3.3. CAPN geni 5723 polimorfizmi

Kil, Kilis ve Tiftik 1rki kegilerde CAPN geni 5723 bolgesine ait genotip ve allel
frekans dagilimlar1 Tablo 4-4’de verilmistir. Her ti¢ keci irkinda da homozigot genotip
frekanslarina bakildiginda gozlenen genotip frekanslarinin beklenenden daha yiiksek
oldugu gozlenirken GG genotip frekanslarinin AA genotip frekanslarmma gore daha
yiiksek oldugu tespit edilmistir. AA genotip frekansinda Tiftik irki kegilerde Kilis ve Kil
irka kegilere gore daha yiiksek oldugu gozlenirken GG frekansinda ise diger iki ke¢i irkina
gore en diisiik genotip frekasnina sahip oldugu gozlenmistir. GA heterozigot genotip
frekans1 ise her ili¢ keci wrkinda da gozlenmemistir. Allel frekans dagilimlarina
bakildiginda ise Tiftik ve Kilis 1rki kegilerde G allel frekans1 A allel frekansina gore daha
yiiksek, Kil 1rki kegilerde ise A allel frekansi G allel frekansina gore daha yliksek
gozlenmistir. En yiiksek G allel frekans degeri Kilis irk1 kegilerde, en yiiksek A allel
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frekans degeri ise Tiftik irki kegilerde bulunmustur. Her ii¢ keg¢i irkinda 5723

polimorfizmine ait genotip frekanslar1 Hardy-Weinberg esitligine uyum gostermektedir.

4.3.4. CAPN geni 5741 polimorfizmi

Kil, Kilis ve Tiftik irki kegilerde CAPN geni 5741 bolgesine ait genotip ve allel
frekans dagilimlar1 Tablo 4-5’de verilmistir. Homozigot genotip frekanslarina
bakildiginda her ti¢ keci irkinda da AA genotip frekanslar1 GG genotip frekanslarina gore
olduk¢a yiiksek bulunmustur. Ayrica her li¢ kegi wrkinda da gozlenen AA genotip
frekanslar1 beklenenden yiiksek bulunmustur. Tiftik ve Kil irki kegilerde ise gozlenen GG
genotip frekanslart beklenenden yliksek bulunurken Kilis ki kegilerde ise GG genotip
frekansi hi¢ gozlenmemistir. Ayrica her ti¢ kegi irkinda da GA heterozigot genotipi tespit
edilmemistir. Allel frekanslarina bakildiginda ise her ii¢ irktada A allellinin G alleline
gore cok yiiksek olduklar1 gézlenmistir. Kilis irki AA frekansi agisindan monoformik
bulunmustur. Her ii¢ keg¢i irkinda 5741 polimorfizmine ait genotip frekanslart Hardy-

Weinberg esitligine uyum gostermektedir.



Tablo 4-2

- Kil, Kilis ve Tiftik irk kecilerde CAPN geni 5707 polimorfizmi genotip ve allel frekanslari

39

Genotip Allel Frekansi (%)

cC CT TT C T
Irk nt Go6z? Bek? Goz Bek Goz Bek (x?)*
Tiftik 39 0,95 0,90 0,0 0,1 0,005 0,002 0,95 0,05 51,3624***
Kilis 44 1,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 1 0,0 0,0000***
Kil 46 0,94 0,87 0,0 0,12 0,06 0,0003 0,94 0,06 54,6348***

*hayvan sayisi, “gézlenen degerler, *beklenen degerler, * Hardy-Weinberg esitligine uyum, *** P< 0,001



Tablo 4-3: Kil, Kilis ve Tiftik irk kecilerde CAPN geni 5709 polimorfizmi genotip ve allel frekanslari
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Genotip Allel Frekansi (%)

cC CG GG C G
Irk nt Goz? Bek? Goz Bek Goz Bek (x?)*
Tiftik 40 0,075 0,0085 0,0 0,0 0,925 0,83 0,10 0,90 46,3402***
Kilis 46 0,02 0,0003 0,0 0,0 0,98 0,96 0,02 0,98 91,0130***
Kil 39 0,0 0,0 0,0 0,0 1,0 0,0 0,0 1 0,0000***

*hayvan sayisl, “gbzlenen degerler, *beklenen degerler, * Hardy-Weinberg esitligine uyum, *** P< 0,001
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Tablo 4-4: Kil, Kilis ve Tiftik irk kecilerde CAPN geni 5723 polimorfizmi genotip ve allel frekanslari
Genotip Allel Frekansi (%)
AA GA GG A G
Irk nt G672 Bek® Goz Bek Goz Bek (x3*
Tiftik 40 0,42 0,17 0,0 0,0 0,55 0,35 0,44 0,56 123,1318***
Kilis 46 0,15 0,02 0,0 0,0 0,85 0,72 0,15 0,85  49,0971***
Kil 39 0,10 0,01 0,0 0,0 0,90 0,80 0,10 0,09  44,0649***

*hayvan sayisli, “gézlenen degerler, *beklenen degerler, * Hardy-Weinberg esitligine uyum, *** P< 0,001



Tablo 4-5: Kil, Kilis ve Tiftik irk kecilerde CAPN geni 5741 polimorfizmi genotip ve allel frekanslari
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Genotip Allel Frekansi (%)

AA GA GG A G
Irk nt Goz? Bek? Goz Bek Goz Bek (x?)*
Tiftik 41 0,85 0,73 0,0 0,25 0,15 0,02 0,85 0,15 44,2755***
Kilis 46 1,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 1 0,0 0,000***
Kil 39 0,97 0,95 0,0 0,05 0,02 0,0003 0,97 0,03 77,0143***

*hayvan sayisl, “gbzlenen degerler, *beklenen degerler, * Hardy-Weinberg esitligine uyum, *** P< 0,001
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5. TARTISMA

Son yillarda molekiiler genetik ve bilgisayar uygulamalarinda yasanan
ilerlemeler, ciftlik hayvanlarinin yetistirilmesi ve 1slah programlarini pozitif yonde
etkilemektedir. Molekiiler genetik yontemlerde saglanan gelismeler, ¢iftlik hayvanlarinin
saglik durumlarint ve ekonomik olarak 6nemli verim ozelliklerini etkileyen genlerin
haritalanmas1 ve tanimlanmasina olanak saglamaktadir. Genetik aragtirmalar sonucunda
verim Ozelliklerine etkili olan ¢ok sayida gen bdlgesi belirlenmis olup gerceklestirilen
aday gen calismalariyla beslenme, biiylime ve enerji metabolizmasinin fizyolojisi iizerine
biyolojik etkiye sahip genler tespit edilmeye ¢alisilmaktadir. Arastirmalardaki esas amag,
verim 6zelliklerini etkileyen genlerin ve genetik cesitlilige yol agcan mutasyonlarin ortaya
c¢ikarilmasi, genomun gorev ve yapisinin belirlenmesi ve genlerin birbiriyle ve ¢evreyle
olan etkilesimlerinin aydinlatilmasidir. Bu calismalar ile metabolizmadaki ara yollar
etkileyen genlerin yap1 ve fonksiyonlarinin belirlenmesi sonucunda daha basarili

seleksiyon programlarinin uygulanmasina katki saglanmaktadir (Schrooten ve ark. 2000;

Ashwell ve ark. 2004; Weikard ve ark. 2005).

Ulkemizde rakamsal olarak c¢ok sayida hayvan bulunmasma ragmen bu
hayvanlardan elde edilen verim diisiik seviyede kalmaktadir. Verim 6zelliklerinin ytiksek
olmamasimin nedenleri arasinda g¢evresel faktorler, bakim ve beslenme sartlarindaki
yetersizliklerin yani sira yerli wrklarin genotipik acidan da yetersiz olmas1 goz Oniinde
bulundurulmalidir (Gokgen 2000; Bakir ve Kaygisiz 2003; Yildiz ve ark. 2008). Yerli
keci irklariin fenotipik 6zelliklerinin gelistirilmesi i¢in dncelikle bu 6zellikleri etkileyen
genetik yapilarin ortaya ¢ikarilmasi 6nem arz etmektedir. Genotiplere ait elde edilen
bilgiler, klasik fenotipik seleksiyon c¢alismalarina ciddi faydalar saglamaktadir.
Ekonomik yonden verim Ozelliklerine pozitif katki saglayan QTL’lerin detaylica
incelenmesi ve igerdigi genetik ¢esitliligin tanimlanmasi, metabolik yollarin ve ilgili
genlerin daha net bir sekilde anlasilmasina ve bdylece hayvan islahi ¢aligmalarinin
basartya ulasmasina katki saglayacaktir. (Wang ve ark. 2008; Komisarek ve Dorynek
2009; Sherman ve ark. 2009).

Et kalitesi gibi farkli irklarda ve ayn1 irkin farkli bireyleri arasinda ¢ok degisiklik
gosteren kantitatif 6zelliklerin belirlenmesinde dogru seleksiyon modellerinin molekiiler

diizeyde gerceklestirilmesi daha da biiyiik 6nem arz etmektedir.
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Glinlimiizde ¢iftlik hayvanlarinda verim 6zellikleri ve ekonomik &zellikler ile
iligkili olabilecegi diisliniilen MAS calismalarinda kullanilabilecek 271 adet aday gen
tespit edilmistir. Ozellikle metabolizma ve biyokimyasal ara yollara etki eden bu aday
genlerin Onem siralamalar1 kendi aralarinda degisiklik goOstermektedir. Yapilan
arastirmalar sonucunda BMPR-IB, BMP-15, GDF-9 (Giirsel ve ark. 2011; Karsh ve
Balcioglu 2010; Karsli ve ark. 2012; Chu ve ark. 2011), prolaktin (Chu ve ark. 2007),
melatonin (Hernandez ve ark. 2005) genlerinin dol verimi ile iligkili oldugu, myostatin
(Tellam ve ark. 2012), insiilin benzeri biiytime faktori (IGF-1) (He ve ark. 2012), IGF
baglayict protein (IGF-BP) (Kumar ve ark. 2006), biiyiime hormonu (GH) genlerinin
(Adams ve Briegel 2005) et verimi ile iliskili oldugu ve B-Lactoglobulin geninin (Sahin
ve ark. 2011) siit kalitesi ile iliskili oldugu tespit edilmistir.

Son yillarda ¢iftlik hayvanlarinda, bu genlere et verim ve kalitesi ile iligkili oldugu
bildirilen CAPN ve CAST genleri de ilave edilmistir (Gao ve ark. 2007; Dagong ve ark.
2012; Kania 2012; Sahin ve ark. 2013). Fare, domuz, koyun ve sigir gibi farkli hayvan
tiirlerinde CAPN ve CAST gen polimorfizmini belirleme tizerine ¢alismalar yiiriitiilmiis
fakat kecilerde bu gen polimorfizmi lizerine yapilan ¢alismalar olduk¢a sinirl sayida
kalmistir (Hitomi ve ark. 2000; Javanmard ve ark. 2010; Choi ve ark. 2006; Palmer ve
ark. 1998; Juszczuk-Kubiak ve ark. 2004)

Bu arastirmada Tiirkiye’de yetistirilen yerli irk kegilerden Kil, Tiftik ve Kilis ke¢i
wrklarinda et kalitesi ve verimini etkiledigi one siiriilen CAST ve CAPN genlerindeki

polimorfizmlerin genotip ve allel frekanslarinin belirlenmesi amaglanmaktadir.

5.1. KALPASTATIN (CAST)

Sigirlarla yapilan ¢aligmalar sonucunda, CAST genindeki varyasyonlar ile karkas
ve et kalite 6zellikleri arasinda iligski oldugu ve bu varyasyonlarin et hassasiyetindeki
varyasyonlara katkida bulundugu bildirilmistir (Barendse ve ark. 2007; Casas ve ark.
2006; Schenkel ve ark. 2006; Tait ve ark. 2014). Angus s1g1r irkinda yapilan bir caligmada
CAST gen etkisinin gevreklik, ette kirmizi renk olusumu ve diisiik yag orani ile iligkili
oldugu belirlenmistir. Bu verilere paralel olarak koyunlarda yapilan ¢alismalar sonucunda
da CAST geninin et kalitesi ile iligkili oldugu y6niinde bulgular mevcuttur (Palmer ve

ark. 1998; Sutikno ve Sumantric 2011)
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Juszczuk-Kubiak ve ark. (2008) sigirlarda gergeklestirdikleri arastirma sonucunda
CAST geni intron 12°de 4 yeni SNP saptayarak, tespit edilen 4 mutasyonun karkas ve et

kalitesi 6zellikleriyle dogrudan iligkili olabilecegini bildirmislerdir.

Boz 1tk ve Boz irk/Isvigre Esmer melezi 132 boga ve diivenin kullandig1 bir
calismada CAST/Rsal polimorfizminin C ve G alleleri karakterize edilmistir. C allel
frekansi, saf Tiirk Boz 1rklara kiyasla melez grup i¢inde 6nemli bulunmustur (P<0.05).
Calismada kullanilan 6rneklerin tamaminda, C allel frekansi ortalamas1 %56, genotipik
frekanslar ise CC, CG ve GG genotipleri i¢in sirasiyla, satkan Tirk Boz irkta; 0.257,
0.499 ve 0.243 ve Tiirk Boz irk/isvigre Esmer melezi popiilasyonda; 0.388, 0.470 ve
0.142 olarak tespit edilmistir. Calisma sonucunda genotipik dagilimlarin Tiirk Boz 1k
sigir1 saf ve melez orneklerinin her ikisinde de dengede oldugu ve GG genotipinin Boz

ik sigirlarda et yaumusakligi ile iliskili olabilecegi saptanmigtir (Kok ve ark. 2019).

Bu ¢alismada elde edilen sonuglara paralel olarak Iran ve Arap koyunlarinda
yapilan ¢esitli arastirmalar sonucunda MM genotip frekansi en yiiksek bulunmug ve NN
genotip frekansi hi¢ saptanmamis veya ¢ok diisiik diizeyde bulunmustur. (Nassiry ve ark.
2007; Gabor ve ark. 2009; Shahroudi ve ark. 2006; Mohammadi ve ark. 2008). Elyasi-
Zaringhabaee ve ark. (2005), Arkharomerino koyunlarinda yaptiklari bir ¢alismada ise az
once ifade edilen calismalar ve bizim calismamiza benzer olarak NN genotipi hig
saptanmamis fakat bu calismalardan farkli olarak MN genotip frekanslar1 yiiksek

bulunmustur.

Saeed-ul-Hassan Khan ve ark. (2012)’nin Balkhi ile Kajli koyunlar1 ve Beetal
kegilerinde yaptiklar1 CAST gen polimorfizm ¢alismasinda Beetal irki kegilerde, bu
caligmada Kil, Kilis ve Tiftik ki kecilerde tespit edilen sonuglara paralel olarak NN
genotipi tespit edilmemis ve tiim keciler MM genotipinde tespit edilmistir. Calismada
MM genotipi ile kilo artis1 arasinda pozitif etki saptanmistir. Ayni ¢aligmada MM genotip
frekanslar1 Balkhi ve Kajli koyunlarinda sirasiyla 0.76 ve 0.74; MN genotip frekansi ise
iki wrkta da 0.24; NN genotip frekansini ise 0.00 ve 0.20 bulunmustur. MN genotipine
sahip olan Balkhi 1rki yavrularin dogumdan sekiz aya ve Kalji irkindaki yavrularin
dogumdan dort aya kadar diger iki genotipe sahip olan yavrulara kiyasla 6nemli 6l¢iide
daha hizli kilo artis1 gosterdikleri tespit edilmistir. Cok az miktarda tespit edilen NN
genotipine sahip Kajli koyunlarmin ise digerlerinden daha diisiik canli agirlik

ortalamalarina ulagsmasi, bu popiilasyonlar i¢in elde edilen verilerin literatiir 15181nda
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degerlendirilmesiyle canli agirlik tizerinde olumsuz bir etkiye sahip olan NN genotipine
kars1 gelisen bir se¢cim oldugu siiphesini dogurdugunu saptamislardir. Calisma sonucunda
CAST gen lokusunun Balkhi ve Kajli koyun irklarinda biiyiime ile iliskili MAS igin

potansiyel bir molekiiler markor oldugu bildirilmistir.

Avanus ve ark., (2015) Tiirkiye’de bulunan 6 farkli yerli koyun irkint (Kivircik,
Imroz, Karayaka, Hemsin, Morkaraman ve Karagiil) kullanarak yaptiklar1 galismada,
Imroz 1rk1 koyunlarda en yiiksek M allel frekansin1 (0.96) olarak bildirmistir. Ayrica
calisilan alt1 yerli irk koyundan dort irkta (Imroz, Morkaraman, Karakaya, Hemsin) MM
genotip frekanslari yliksek bulunmus ve NN genotipine ise tiim 1rklarda rastlanamamustir.
Aragtirmacilarin buldugu bu sonuclar yapilan calisma ile paralellik gostermektedir.
Calismada, Imroz, Karayaka ve Hemsin koyun irklarinda MM genotipinin ve Kivircik
irkinin MN genotipi i¢in en yiiksek genotip frekansina sahip olmasi yerli koyun irklarinin
yetistirildikleri bolgelerdeki seleksiyon siirecinden kaynaklanabilecegi fikrini ortaya
koymaktadir. Ayn1 c¢alismada heterozigotluk degerleri sirasiyla en yiliksek Kivircik
irkinda (%60) ve en diisiik imroz irkinda (%7.4) irkinda saptanmustir. imroz irkinin Imroz
adasindan koken almasindan dolayi, diisiik heterozigotluk degerine sahip olmasini bu irk

i¢cin beklenen bir sonug olarak belirtmislerdir.

CAST geni ile Kivircik ki koyunlarin karkas 6zellikleri arasindaki iliskiyi
incelemek amaciyla yapilan bir ¢aligmada NN genotipli hayvanlarda canli agirlik,
ortalama giinliik kazang, sirt yag kalinlig1 ve deri + sirt yag ortalama degerlerinin MM ve
MN genotiplerine gore daha diisiik oldugu tespit edilmistir. Kivircik koyunlarinda, CAST
geninin yag kalinligi ve deri + sirt yag kalinligini etkiledigini ve NN genotipi tasiyan
hayvanlarin MM ve MN genotipi olan hayvanlara gore daha az yagh karkasa sahip

olduklarini gostermistir (Yilmaz ve ark. 2014a).

Yilmaz ve ark.’nin (2014b) yaptiklar1 baska bir c¢alismada Kivircik, Sakiz,
Karacabey Merino ve Gokgeada koyun irklarindan olusan 720 hayvanda yapilan CAST
geni polimorfizmi caligmalarinda, Sakiz popiilasyonunda N allel (%65.5) ve NN
genotipinin (%40,2) diger irklara gore oldukca yliksek oldugunu bulmuslardir. Sakiz 1irki
koyunlarinin, diger popiilasyonlara nispeten daha izole bir koruma siiriisiinde yer
aldigindan dolay1 bu popiilasyonda akrabali yetistirmenin zamanla arttig1 ve bazi genotip
frekanslarini arttirdig1 sonucuna varmislardir. Gokgeada popiilasyonunda N alleli (%1)

diistik frekansta gortilmiis, NN genotipi gdzlenememis ve MN genotipinin frekansi (%2)
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da bu popiilasyonda oldukea diisiik bulunmustur. Tiim bu veriler 15181inda popiilasyonda

M alleli yoniinde homozigotlugun meydana geldigini 6ne siirmislerdir.

Bozhilova-Sakova M. ve Dimitrova I. (2016), Bulgar Karakachan koyununda
yaptiklar1 calismada sadece MM (1.0) genotipini tespit etmis ve popiilasyonda CAST
lokusunun monomorfik bulundugunu agiklamislardir. Bu ¢alismanin sonuglarinin, CAST
koyun geni ile ilgili diger arastirmacilarin yaptigi ¢esitli koyun irklarinda sadece M
allelinin tespit ettikleri ve CAST lokusunun monomorfik oldugunu bulduklar1 ¢aligmalar
ile paralellik gostermektedir (Gabor ve ark. 2009; Hristova ve ark. 2015). Arastirmacilar
caligmanin sonucunda Karakachan koyun irkinin genotiplendirilmesinin, koyunlardaki
secim programlarint ve et verimliligini artirmak i¢in kesimden once siniflandirmaya
yardimci olabilecegi ve Karakachan koyun irkinin yerli Bulgar irki olmasindan dolay1

genetik ¢esitliligin kaynagi oldugu tespitinde bulunmuslardir.

Balcioglu ve ark. (2014) yaptiklar1 ¢alismada 7 farkli koyun irkinda CAST
geni genotip frekansini belirlemislerdir. Adi gegen arastirmacilarin 0.92 olarak tespit
ettikleri M allel frekansi ile bu ¢aligmada Kil, Kilis ve Tiftik irki kecilerde sirasiyla
0.97, 0.97 ve 0.91 olarak tespit edilen sonuglar birbiri ile paralellik arz etmektedir.

Bu ¢alisma sonucunda CAST genine ait Kil ve Kilis keg¢ilerinde MM ve MN
genotipleri sirasi ile %94 ve %6; Tiftik kegilerinde ise %82 ve %18 olarak bulunmustur.
NN genotipine ise her ii¢ ke¢i irkinda da rastlanilmamistir. Kil ve Kilis ke¢i irklarinda
gozlenen M ve N allel frekanslari ise %97 ve %0.03 iken Tiftik irkinda %91 ile %0.09
olarak belirlenmigtir. Her ii¢ irkta da M alleli yiiksek frekansa sahipken N alleli ¢ok
diisiiktiir. Kil, Kilis ve Tiftik keg¢i irklar1 igin Hardy-Weinberg dengesine uyumlu

bulunmamastir.

Koyun ve sigirlarla yapilan bazi calismalardan elde edilen sonuglarin kegi
caligmalarindan elde edilen sonuglardan farkli oldugu belirlenmistir. Bu farkliligin
kullanilan  6rneklerden ve 1k i¢i varyasyondan kaynaklanmis olabilecegi
diistiniilmektedir. Tiirkiye’de yetistirilen yerli ke¢i popiilasyonlarinda DNA diizeyinde
CAST gen polimorfizmine yonelik yapilan bir ¢alismaya rastlanmamistir. Yapilan bu
aragtirmada yerli genotiplerimizde CAST bakimindan gen polimorfizminin oldugu
goriilmiistiir. CAST lokusunda M ve N alleli olmak {izere 2 allel saptanmis olup en yaygin
M allelidir. Bu ¢alisma referans bir ¢alisma olarak kabul edilip kimi yerli irklar izerinde

baska caligmalar da yapilabilecektir.
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Bu calisma sadece yerli gen kaynagi olan Kilis, Kil ve Tiftik kecilerinde
CAST gen polimorfimizminin olup olmadigin1 ortaya koyabilmek i¢in yapilmistir.
Gelecek donemde gergeklestirilecek arastirmalarda elde edilecek genotip verileri ile
bireylerin performans 6zellikleri arasinda baglanti kurularak genotiplerin fenotipe
yansimalart daha net bir sekilde ortaya ¢ikarilabilecektir. Bu amagla, Kilis, Kil ve
Tiftik keci irklarinda her ii¢ genotipe ait bireylerin ayni kosullarda gelisme 6zellikleri
ile et verim ve kalite 6zelliklerinin belirlenmesi anlaml1 olacaktir. Fenotipik anlamda
iistiinliik saglayan genotiplerin saptanmasi durumunda bu genotiplere ait bilgiler
mevcut 1slah programlarina entegre edilebilecektir. CAST geni et kalitesinin

iyilestirilmesinde MAS i¢in aday gen olmasi bakimindan énemlidir.

5.2. KALPAIN (CAPN)

CAPN miyofibriler proteinlerin yikimini gerceklestiren, etin gevrekligine ve
yumusakligina etki eden en 6nemli proteinlerden biridir. (Page ve ark. 2004; Koohmarie
ve ark. 1996). Bu nedenle CAPN geninin et verimi, etin gevrekligi ile etin sululuk, aroma
ve intramuskular yag oranlar ile iligkisinin degerlendirilmesine yonelik yapilan bir¢cok
calisma bulunmaktadir. Et kalitesi lizerine yapilan bu ¢alismalar sonucunda ise CAPNI1
geninde oldukga fazla sayida SNP tespit edilmistir (Lee ve ark. 2014; Page ve ark. 2002,
2004; Juszczuk Kubiak ve ark. 2004; White ve ark. 2005).

Page ve ark. (2004) da CAPN’in et kalitesiyle iliskisini degerlendirdikleri 362
Simmental ve Angus sigir1 lizerinde yaptiklart calismada ekzon 9’da yer alan
CAPN316’nin, AA allel frekasinda A-G transversiyonuna neden oldugunu tespit etmis
ve C allel frekansint %17 bulmuslardir. Ayrica ayni ¢alismada pozisyon 947°de C/G’ve
amino asit pozisyonu CAPN316’da glisin/alanin degisikligine neden olan CAPNI-
G316A polimorfizminin protein sentezinde etkili oldugunu belirlemislerdir. Yapilan
calisma, CAPN316’nin et kalitesini pozitif yonde etkisini One siiren hipotezi

desteklemektedir.

Pintos ve Corva (2011), CAPN geni ile Angus irk1 sigirlarin biiyiime ve gelisme
ozellikleri arasindaki iligkileri belirlemeyi amagladiklar1 aragtirmada, CAPN316’nin da
aralarinda bulundugu dort adet markdriin, dogum agirligi, agirlik kazanci, 18 aylik yastaki
agirlik ve bel gozii kasi alanina pozitif etkileri oldugunu bildirmislerdir. Ayn1 zamanda
CAPN316’nin C alleli ile et gevrekligi arasinda pozitif bir iligki oldugu sonucuna

varmiglardir.
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Corva ve ark. (2007), 15-18 aylik 313 adet Arjantin Angus ve Hereford irklarinda
yaptiklari ¢aligmada G316A polimorfizminin de dahil oldugu CAPNI gen varyantlarinin
et kalitesinin 6nemli belirleyicilerinden biri olan etin gevrekligine etkisinin istatistiksel

diizeyde anlaml1 oldugunu tespit etmislerdir.

Casas ve ark. (2005), Brahman 1rk1 sigirda karkas kompozisyonu ve et kalitesini
arastirdiklar1 c¢alismada yer alan kil kegileri genotip dagilimina paralel olarak CC
genotipini tespit edememislerdir. Bunun nedeninin CAPN geninin ruminatlarda
korunmus bir gen olmasindan kaynaklanabilecegi diisiiniilmektedir. Ayni c¢aligmada
CAPN316’nin et yumusakligr skoru (P < 0.05) ile iliskili oldugunu ve bunun da et
yumusakligini etkileyen varyasyon olabilecegini bildirmislerdir. Ayrica etlerin gevreklik
ozelliklerinin tespiti i¢in yapilan duyusal et muayenesi sonucunda GG genotipe sahip
hayvanlarin etinin CG genotipine sahip hayvanlara gore daha gevrek et yapisina yatkin

olduklarini tespit etmiglerdir.

Brangus, Angus ve Brahman irklarindan olusan toplam 64 sigirda yapilan bir
calismada CAPNI1-G316A icin CC, CG ve GG genotipleri sirasityla Angus irkinda 0.0,
0.18 ve 0.82; Brangus 1rkinda 0.05, 028 ve 0.67; Brahman irkinda 0.0, 0.0 ve 1 olarak
bulunmustur. G allel frekansi ise her ti¢ irkta sirast ile 0.91, 0.81 ve 1 olarak tespit
edilmistir. Bu calismada tespit edilen veriler ile paralellik gosteren Soria ve ark’nin
yaptiklar1 calismanin verileri 1s518inda CAPN1 gen polimorfizmlerinin populasyon
genetigi ¢alismalarinda ve fenotipik verilerle iliskilendirme analizlerinde 6nemli bir yer

tuttuguna dikkat ¢cekmislerdir (Soria ve ark. 2010).

Li ve ark. (2013), 5 ¢esit sigir irki kullanarak yaptiklar ¢aligmada bir irk harig¢
dort irkta CC genotipine rastlamamis ve tiim 1rklarda G allel frekansim yiiksek tespit
etmislerdir. Bu calismanin verileri ile parallelik gdsteren Li ve ark.’nin caligmalar
sonucunda, etin gevrekligi lizerine pozitif etkisi ile birlikte diger ¢aligmalar sonucu
bilinen CAPN1’nin 6.giindeki et rengi degerlerinin analizinde istatistiksel diizeyde

anlamli sonuglar elde edildigi bildirilmistir.

Fransa’da 3 farkli siir irki kullanilarak yapilan calismada CAPN316’nin gen
markdrlerinin et gevrekligine etkisini incelemigler ve GG genotipini ve G allel frekansin
tim 1wrklarda yiiksek tespit etmislerdir. Elde edilen veriler bu ¢alismadan elde edilen

sonuglarla paralellik gostermektedir. Yiiksek G allel frekansinin Blonde 1rki sigirlarda
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kesim giiciine etki ettigini ancak Limousin 1rki sigirlarda bu etkiyi gézlemlemediklerini

belirtmislerdir (Allais ve ark. 2011).

Chung ve ark. (2014), CAPN geninin et kalitesi iizerine yaptiklar1 calismada
Hanwoo 1rki sigirlarda ¢alismislar ve 4558 ve 5709 markorlerinin et kalitesi ile ytliksek
oranda iligkili oldugunu tespit etmislerdir. Ayn1 ¢galigmanin sonucunda sigirlarla yapilan
diger arastirmalarda ¢ok diisiik frekansta (0-0.22) tespit edilen C allelini 0.392 olarak
bulmuslardir. Bu nedenle bu analizdeki 5709 C/G markériiniin, sigir irklarinda kantitatif
Ozellikler i¢in anlamliliklar géstermesi sebebi ile 1rk 6zelliklerini ve genetik etkileri ayirt

edebilecek belirgin bir nokta oldugu diisiiniilmektedir.

Bos-indicus ve Bos taurus/bos indicus melez irklarinin kullanildigit CAPN316
genotiplemesinin yapildig1 ¢alismada, CC genotipi tespit edilmemis ve GG genotipi ise
0.790 ile 1.0 arasinda degisim gostermistir. Tespit edilen veriler mevcut ¢alisma ile
parallelik gostermektedir. CAPN1- G316A polimorfizminin karkas ve et kalitesi
ozelliklerine etkisinin Bos indicus ve Bos Taurus-Bos Indicus melezlerinde pozitif
sonuclar vermesine ragmen genotipik frekanslarin yetersiz dagilim gostermesinden

dolay1 yetistirme programlarinda kullaniminin sinirli olabilecegini bildirmektedir (Curi

ve ark. 2010).

Singh ve ark. (2011), ke¢i CAPN geni genetik varyasyonlari incelemek amaciyla
Hindistan’da bulunan 7 farkli keci irkindan (Beetal, Barbari, Ganjam, Black Bengal,
Sirohi, Osmanabadi ve Malabari) olusan 42 adet kegiyle yaptiklari caligmada ekzon 9 ve
ekzon 14°te 4 adet SNP saptamislardir. Ayrica ke¢i CAPN1 geninde Bos taurus sigir
rkiyla karsilastirdiklarinda 34 niikleotid degisikligi saptanmistir. Bu varyasyonlardan 20
tanesi ekzon 9 ve yakin bolgelerinde bulunmaktadir. 20 varyasyonun 13 tanesi tranzisyon
(4 CIT,3TIC, 2G/A, 4 AlG); 7 tanesi ise transversiyondur (3 C/G, 2 G/C, 1 T/A, C/A).
Ekzon 14’te ise intron-ekzon smirinda 1 delesyon (C), 1 transversiyon (A/C) ve 12
tranzisyon (7 C/T, 3 T/C, 2 A/G) kaydedilmistir. Sigir CAPNI1 sekansiyla
karsilastirildiginda ekzon 9’da 4 varyasyon tespit edilmistir. 5709 C/G disindakiler
anlamsiz degiskiliklerdir. Pozisyon 5723 (A/G) and 5741 (G/A)’daki niikleotid
varyasyonlar1 sirasiyla Histidin’den Arjinin’e (ATG > GTG); Glisin’den Aspartat’a
(GGG > GTA) degisim ile sonuglanmustir. Tespit edilen 1 adet SNP, SNP 5707, ekzon
9°da C/T tranzisyonuna karsilik gelmektedir. Bu SNP, CANP1 proteininin 6.

Pozisyonunda Arjinin-Triptofan degisikligine neden olmaktadir.
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Aragtirmacilar ¢esitli iilkelere ait yerli ke¢i irklarinda CAPN1 gen analizleri ile
daha 6nce yapilmig arastirmalardan elde edinilmis olan sigirlarin verileri ile kiyaslama
yapmislardir. So6zii gecen caligmalar, keci ve sigir arasinda CAPN1 geninde, keci
popiilasyonunda et kalitesi ve hassasiyetindeki degisimin bir kismini agiklayabilecek
genetik varyasyonun tanimlanmasi ile sonuglanmistir (Singh ve ark. 2012; Costello ve

ark. 2007).

Sonug olarak CAPN ve CAST genlerinin et verimini etkiledigi daha 6nce yapilan
caligmalarda belirtilmistir. Tiirkiye’ye 6zgii li¢ keci irkindan Kilis, Tiftik ve Kil irkindaki
dagilimin verim Ozellikleri agisindan fikir verebilmesi i¢in daha fazla sayida O6rnek
lizerinde arastirma yapilmasi daha detayli verilerin ve sonuglarin elde edilmesini

saglayacaktir.

5.3. KORUNMUS GEN OLMASI

Kalpain-kalpastatin sistemi, iskelet kasinin gelisimi, hayvanlarin biiyiime hizi,
protein yikiminin diizenlenmesi gibi fizyolojik olaylarda 6nemli role sahiptir. Bu sistem,
kas hiicrelerinde mevcut olan Ca*2 bagimli proteolitik 6zelligi bulunan p ve m-kalpain ile
kalpain inhibitorii olan CAST proteinini igermektedir. Kaslarda inaktif olarak bulunan
kalpainler kesim sonrasi kaslarda meydana gelen pH-degeri diismesi ile aktif hale
gecmekte ve miyofibriler proteinlerin yapisinda degisikliklere neden olup, etin
olgunlagmasini saglamaktadir. CAST ise spesifik bir endojen kalpain inhibitorii olup
post-mortem kosullarda kas proteinlerinin proteolizinde rol oynayarak et yumusakligi

diizeyininin oran ve kapsamini regiile etmektedir.

Gabor ve ark. (2009) koyunlarda CAST geni {izerine yaptiklari ¢calismada M allel
frekansini N allel frekansina oranla 6nemli 6l¢iide yiliksek bulmuglar ve bu ¢alismadan
elde edilen veriler ile paralel bir sekilde ¢alismalarinda NN genotipini saptamamiglardir.
Nasirry ve ark. (2007)’da MM genotipini 0.76 diizeyinde bulmus ve NN genotipine hig
rastlamamiglardir. Saeed-ul-Hassan Khan ve ark. (2012)’nin ¢alismasinda belirttigi gibi
NN genotipine sahip olmanin canli agirlik iizerinde negatif bir etkiye sebep olmasi ve
yapilan bir¢ok g¢aligma sonucunda hayvanlarin 6nemli oranda MM genotipine sahip
olmasmin NN genotipine karsi gelisen bir secim oldugu siiphesini dogurmaktadir. Bu
arastirmada kullanilan yerli 1tk kegilerde CAST geninde MM genotipi oldukga yiiksek
tespit edilmisken, buna karsin NN genotipine hi¢ rastlanmamaistir. Calismadan elde edilen

sonuclar yukarida bahsedilen ii¢ arastirmanin sonuglar ile paralellik arz etmektedir. Tiim
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bu veriler 15181inda Tiirkiye’de bulunan Kil, Kilis ve Tiftik keci irklarinda da NN
genotipinin tespit edilmemesinin CAST geninin kii¢iik ruminantlarda korunmus bir gen

olabilecegi hipotezini desteklemektedir.

CAPNI geninde bulunan CAPN316 polimorfizmi Guanin (G alleli) niikleotidinin
Sitozin (C alleli) niikleotitine degisimi ile olusmaktadir. Bu durum Kalpain domain II de
Alanin aminoasidinin Glisin aminoasidine doniisiimiine neden olmaktadir. Bu durum p-
Kalpainin postmortem miyofibriler degradasyonda degisiklikler ile beraber proteolitik
aktivitesinde fonksiyonel degisikliklere neden olabilir. Curi ve ark. (2010) yaptiklari
calismada CC genotipinin et yumusakligi ile pozitif bir iligkisinin olabilecegini ileri
stirmistiir. Bu ¢aligmanin sonuglara paralel olarak Curi ve ark. (2010) da G allel
frekansinin C allel frekansina gore anlamli derecede yiiksek oldugunu ve genotip
frekanslar1 acisindan incelendigi zaman ise CC genotipine hi¢ rastlanmadigin
bildirmislerdir. Bu ¢alismada GG genotipi dikkat ¢ekici diizeyde yiiksek tespit edilmisken
CC genotipi ise ¢ok diisiik diizeylerde veya hi¢ saptanmamistir. Bu ¢alismanin sonuglari
Curi ve ark. (2010) bulgular ile paralellik gostermektedir. Her iki ¢alismada da CC
genotipinin hi¢ veya ¢ok diisiik diizeyde bulunmasinin nedeninin CAST geninde de
belirtigimiz gibi bu genin korunmus olmasindan kaynaklaniyor olabilecegini ileri

strebiliriz.
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