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KISA OZET

Bu calismanin amaci Kayseri ve civarinda yetistirilen ve Tiirkiye’de en yiiksek popiilasyona sahip
olan Holstayn s1gir wkina ait ineklerde, Faktor XI hastali§ina neden olan mutant allelinin bulunup
bulunmadiginin aragtirilmasidir. Ayrica bu calismada, Holstayn irkina ait damizlik adaylarimin
Faktor XI yetmezligi (FXID) yoniinden taranmasi icin veteriner hekimler ve yetistiricilerin bu
kalitsal hastaliktan haberdar olmalarini saglamaktir.

Faktor XI yetmezligi, Holstayn sigir irkinda goriilen otozomal ve ¢ekinik kalitim sekli gbsteren,
kalitsal bir hastaliktir. Hastaligin Faktor XI geninin 12 numarali ekzonuna 76 baz eklenmesine
neden olan bir mutasyon sonucu meydana geldigi bildirilmektedir. Sigirlarda bu kalitsal hastalik
ilk kez 1969 yilinda ABD Holstaynlarin da tespit edilmistir. Daha sonra Kanada, Japonya ve
Ingiltere’de de bu kalitsal hastaligin varhg bildirilmistir. Hastalik, buzagilar da klinik semptom
olarak diisiik dogum agirligi, uzun siireli kanama ve anemi ve eriskin hayvanlarda diisiik iireme
performansina ve hayvanlar da pndmoni, mastitis ve metritis gibi hastaliklara duyarli hale
gelmelerine neden olmaktadir. Etkilenen buzagilarda siklikla pembe renkli kolostrum goriiliir. Bu
calismada Kayseri ve civarinda yetistirilen 150 bas saglam Holstayn inek kullanildi ve incelenen
ornekler icerisinde birinin FXID tasiyicist oldugu belirlendi. Incelenen orneklerde FXID

prevalansinin yaklasik olarak %0,7 oldugu belirlendi.

Anahtar Kelimeler: FXDI, Holstayn, Kalitsal Hastalik, PCR.
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DETERMINATION OF THE FREQUANCY OF THE ALLELE IN THE GENE
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ABSTRACT

The main purpose of this thesis is to investigate whether or not Holstein cattle breed cows,
raised in Kayseri and its vicinity, and also has the highest population in Turkey, have the
presence of mutant alleles causing disease of Factors XI. Moreover, this study makes veterinary
surgeons and breeders beware of this hereditary disease so as to screen the candidates for stud of
the Holstein breed in terms of Factors XI.

The deficiency of Factors XI (FXID) seen in the Holstein breed of cattle is a lethal inherited
disease which shows autosomal and recessive mode of inheritance. It is reported that the disease
has been occurred as a result of a mutation that is caused by the addition of 76 base to exon 12
of the gene Factor XI. Hereditary disease in cattle has been identified for the first time in 1969
through Holstein in the U.S.A Later on, it is notified that this hereditary disease has been also
existed in Canada, Japan and the UK. The disease has brought about the possibility of low birth,
prolonged bleeding and anaemia in calves as clinical signs, and the low reproductive
performance in adult animals and the susceptibility of the diseases such as pneumonia, mastitis
and metrisis in animals. Pink-colored colostrum is mostly seen in affected calves.In this study,
150 head of robust Holstein cows raised in Kayseri and in the vicinity of Kayseri were used and
one of the samples is reported as a FXID carrier. It is determined that FXID prevalence is

approximately 0.7% in investigated samples.

Key Words: FXDI, Holstein, Inherited Disease, PCR.
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Resim 4.1.

RESIM LiSTESI

M; 50 b¢’lik DNA merdiveni, 1: FXID tastyici kontrol: 2: FXID homozigot

Xii

Sayfa No

normal kontrol; 3 FXID tasiyici birey (a: 244 ve b: 320 b¢’lik PCR iiriinleri):

4-6 FXID yoniinden homozigot normal bireylere ait 244 b¢’lik PCR {irtinleri



1.GIRIS VE AMAC

Genetik, canlilarda fenotipik Ozelliklerin kalitimi1 ve degisiminde kalitsal materyallerin
gorevlerini arastiran bilim dahdir. Kalitim ise canlilar arasindaki benzerlik ve
farklhiliklarin, ortaya ¢ikmasini, ebeveyndeki kalitim materyalinin disi ve erkekten
yavruya nasil gectigini, bireylerde ortaya c¢ikan kalitsal hastaliklar1 inceleyen bilim
dahdir. Canlilarda, ebeveynlerin gonadlarindaki genetik materyalde meydana gelen
mutasyonlar sonucu ortaya ¢ikarak yavrunun dliimiine veya yasama giiciiniin diismesine
neden olan kalitsal degisimlere kalitsal hastalik denilmektedir (1). Kalitsal hastaliklar;
kusaklar arasinda genlerle aktarilirlar, genler de meydana gelen mutasyonlar sonucu
kalitsal hastaliklar sekillenmektedir. Kalitsal hastaliklar, hayvanin yasama giiciinii,
verimi, dol verimini diisiirerek veya embriyonik Oliime sebep olarak ekonomik
kayiplara neden olmaktadir. Bu da isletmenin hedefledigi kazanca ulagmasini
engelleyerek karlihig1 diisiirmektedir. Kalitsal hastaliklardan kaynaklanan zararli
etkilerin Onlenmesi amaciyla, kalitsal hastaliga neden olan ve mutant allel olarak
adlandirilan mutasyona ugramig, genin alternatif formlarinmm tamamen siiriiden
uzaklastirilmas: gereklidir. Yetistirme programlar1 yapilirken damizlik adaylarinim,
yetistirilmesi planlanan irkta en yaygin goriilen kalitsal hastaliklar yoniinden taranmasi
ve bu kalitsal hastaliklar1 tasimadiklarinin belirlenmesi gereklidir. Aksi takdirde kalitsal
hastaliklara sebep olan mutant alleller mevcut siiriide varligmi siirdiirerek hasta

yavrularn dogmasmma ve dol tutma problemlerinin olugsmasina neden olacaktir.
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Damizlik olarak secilecek hayvanlarin damizlik olarak kullamilmalarmmdan Once,
Infeksiyoz Bovine Rhinotracheitis (IBR), Bovine Viral Diare (BVD), Mavi Dil ve
Lokoz gibi viral hastalilardan ari olmasinin istendigi gibi wkta en yaygin goriilen
kalitsal hastaliklardan da ari olduklarinin belirlenmesi istenmelidir. Bu uygulama eldeki
mevcut siiriiden hedeflenen diizeyde verim elde edilmesi olanak verecegi gibi kalitsal
hastaliklarin sebep olabilecegi yavru kayiplarinin ve verim kayiplarinin onlenmesi
acisindan biiyiik 6nem tasimaktadir. Entansif sigir yetistiriciliginde, iistiin verimli bir
veya birka¢ boga ile yetistiriciligi yapilan wrkin tiim diinyadaki disi damizliklarinin
tohumlanmasinda yaygin olarak kullanildig1 suni tohumlama yontemi ve yiiksek verimli
disi damizliklardan elde edilen embriyolarin kullanildigi embriyo nakli yonteminin daha
da yayginlastirilmasiyla kalitsal hastaliklarin sebep oldugu kayiplarin 6nemi her gecen
giin daha da artmaktadir. Kalitsal hastaliklarm biiyiik ¢cogunlugu resesif kalitim sekli
gostermektedir. Burada en 6nemli problem kalitsal hastaliklarin, kalitsal bozukluklar
yoniinden genetik yapis1 hakkinda her hangi bir bilgiye sahip olunmayan damizliklar
vasitasiyla popiilasyonda varligin1 ve yayilmasim siirdiirmesidir. Bu nedenle erkek ve
disi damizlik adaylarmin wka 6zgii kalitsal hastaliklar yoniinden taranmasi gereklidir.
Kalitsal hastaliklar yoniinden tasiyici bireylerin belirlenmesi daha sonraki yetistirme
stratejilerinin  belirlenmesi i¢cin  Onemlidir. Ciinkii kalitsal hastaligin  mevcut
popiilasyondan eradikasyonu icin iki farkli goriis vardir. Bunlardan biri tiim
damizliklarin taranarak tasiyicilarin popiilasyondan uzaklastirilmasidir. Ancak bu
uygulamada, tasityict hayvanlarin biiyiik cogunlugu yiiksek verim kapasitesine sahip bir
boganin kizi veya torunlar1 olduklar1 i¢in eger tasiyic1 bireyleri popiilasyondan
cikarilirsa, bu hayvanlarla birlikte bu hayvanlarin sahip olduklar1 yiiksek genetik
kapasiteleri de yetistirmeden cikarmis olacaktir. Diger bir yaklasim ise damizlik
adaylarin taranarak genetik yapilarinin belirlenmesinden sonra bu hayvanlarin verim
durumlarina gore yetistirme disina c¢ikarmak yerine olasi hasta yavru dogumunu
engellemek i¢in tasiyici-tasiyict ciftlesmesinin onlenmesidir. Bu durumda da hasta
yavru dogumu engellenmis olur ancak kalitsal hastaliga neden olan mutant allel
popiilasyondan uzaklastirilamaz. Ayrica damizlik olarak kullanilmasi planlanan
hayvanlarin hepsinin kalitsal hastaliklar yoniinden taranmasi gerekmektedir. Bu nedenle

uygulanacak stratejinin se¢ilmesinde ekonomik analizin yapilmasi 6nemlidir.

Sigir yetistiriciliginde 1950’11 yillarda ilk olarak uygulanmaya baslanan suni tohumlama

yonteminin de kullanildig1 islah programlar1 sayesinde siit ve et liretiminde biiyiik



3

ilerlemeler elde edilmistir. Tiim diinyaya damizlik hayvan ve sperma satan iilkelerde,
damizlik hayvan seciminde siit verimi, tip 0zellikleri, giinliik canli agirlik artigi, karkas
bilesenleri, d6l verimi, uzun Oomiirliiliik ve hastaliklara kars1 direng¢ gibi 6zellikleri goz
Oniinde tutulmaktadirlar. Molekiiler genetik alanin da yapilan caligmalar ve Ozellikle
seksenli yillarin basindan gelistirilen molekiiler genetik yontemler damizlik segimi
asamasinda artik rutin olarak kullanilmaktadir. Bu yontemler, genetik temeli bilinen
kalitsal hastaliklar yOniinden tasiyici bireylerin dogumdan hemen sonra ya da
embriyonik asamada yiiksek bir dogrulukta belirlenebilmesine olanak vermektedir.
Yetistiriciligi yapilan damizliklar, bulunduklar1 wklarda en c¢ok goriilen kalitsal
hastaliklar yoniinden tastyiciliklar1 kesin olarak belirlenmemislerse, geneotiplerinde
bulunmasi muhtemel mutant allelleri, hasta yavrular1 dogana kadar populasyona

yaymaya devam edeceklerdir.

Ozellikle siit sigir1 yetistiriciliginde, suni tohumlama yonteminin kullanilmasi sigir
yetistiriciliginde genetik ilerleme hizini artirmis ancak, az sayidaki erkek damizligin
tim diinyada kullanilmasma ve bdylelikle ik i¢indeki genetik havuzun daralmasma
neden olmustur. Bu durum 1k i¢indeki akrabalik derecesini artirirken, verimi olumsuz
yonde etkileyen kalitsal hastaliklarin cok kisa siirede kitalar asarak tiim diinyaya
yayilmasina neden olabilmektedir. Tiim diinyadaki siit endiistrisinde kullanilan ineklerin
yaklasik %70’1 suni tohumlama yontemiyle tohumlanmaktadir (2). Bu sayede siit
endiistrisinde en yaygin kullanilan Holstayn rkimin siit verimi kisa bir siire de yaklasik
900 It artmustir (3). Ancak bu yontem, hayvan basina verimi artirirken, ik i¢indeki
genetik akrabaligin da artmasina neden olmustur. Irk i¢cinde artan akrabalik ise yaygin
olarak kullanilan bir bogada ortaya cikan bir kalitsal hastaligin kisa siirede tiim

popiilasyona yayilmasina sebep olabilmektedir (3).

Hayvancilikta ileri gitmis iilkelerde damizlik adaylarinda yapildig1 gibi Tiirkiye’de de
siit sigir isletmelerinde en yaygin kullanilan sigir ki olan Holstaynlar, hedeflenen
kazanglarin elde edilmesine engel olabilecek kalitsal hastaliklara sebep olan mutant
allellerin varlig1 arastirilmalidir. Diger taraftan, Tiirkiye’de yetistirilen yerli sigir
irklarmin da kalitsal hastaliklar yoniinden genetik yapilarinin belirlenmesi, en azindan
Tiirkiye’deki farkli sigir wklarinin olusturdugu toplam sigir varhiginin ozellikle erkek
damizliklarinin taranmasi faydali olabilecektir. Ciinkii irka 6zgii oldugu diisiiniilen

bir¢ok kalitsal hastalik i¢in yerli gen kaynaklarimin incelenmesi gerekmektedir.
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Tiirkiye’de, hayvanciligin Onemli bir boliimiinii olusturan sigir yetistiriciliginde
kullanilan damizlik ve damizlik adaylarinda kalitsal hastaliklar ve bunlara neden olan
mutant allellerin yoniinden taranmalarma yeteri kadar 6nem verilmemektedir. Sigirlar
da kaltsal hastaliklarn taranmamasi ekonomik kayip olarak yetistiriciler geri
donmektedir. Bunun i¢in Tiirkiye’de yetistiriciligi yapilan wrklara ait damizliklarin,
damizlik olarak kullanilmaya baslanmasindan 6nce bu wrklarda en sik goriilen kalitsal

hastaliklar yoniinden taranmalar1 gerekmektedir.

Bu yiiksek lisans tez calismasinda, Tiirkiye’de yaygin olarak yetistiriciligi yapilan
Holstayn sigir irkina ait disi damizliklarda, Faktor XI yetmezligine neden olan mutant
allelinin bulunup bulunmadigmin polimeraz zincir reaksiyonu-restiriksiyon parcacik

biiytikliik polimorfizmi (PCR-RFLP) yontemi kullanilarak arastirilmasi amag¢lanmustir.



2. GENEL BIiLGILER

Sigirlarda 6nemli verim kayiplarina neden olan kalitsal hastaliklar ¢cogunlukla irka
ozgiidiir (3,4). Ornegin kirmizi-beyaz alaca ve siyah-beyaz alaca Holstayn sigirlarinda
goriilen iiridin monofosfat senteaz eksikligi (Deficiency of Uridine Monophosphate
Synthase DUMPS), wrka 6zgii bir kalitsal hastaliktir (3). Diinyada siit endiistrisinde
kullanilan ineklerin yaklasik %701 suni tohumlama yontemi ile tohumlanmaktadir (2).
Suni tohumlama yontemi hayvan basina verimi artirirken, ayni zamanda yetistiriciligi
yapilan wrklarda, irk ici genetik benzerligin de artmasina neden olmustur (2). Irk icinde
artan genetik benzerlik, bireylerin yasama giiciinii ve dol verimini diisiiren kalitsal
hastaliklarin hizla popiilasyon i¢inde yayilmasina da neden olmustur (5). Entansif
yetistiricilikte kullanilan erkek damizlik sayisinin disi damizliklara gére cok az olmasi
nedeniyle bir bogada ortaya ¢ikan mutant allel ¢cok kisa siirede tiim diinyadaki o irkin
bireylerine yayilabilmektedir (6). Sigir yetistiriciliginde birka¢ boganin yaygin olarak
damizlikta kullanimi, 6zellikle bu mutant allel yoniinden disi ve erkek damizliklar
taranmamig ise mutant resesif iki allelin bir hayvanin genotipinde bir araya gelme
sansmi1 artrmaktadir (6). Ekonomik ac¢idan bir siiriiniin tiim bireylerinin kalitsal
hastaliklar yoniinden taranmasi zor ve pahalidir. Ancak, 0zellikle suni tohumlama ve
embriyo nakli amaciyla kullanilan damizlik adaylarmin irka 6zgii kalitsal hastaliklar:
tasiyip, tasimadiklariin belirlenmesi kalitsal hastaliklarin kontrol altina alinmasina

yardimci olabilir (7).
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Kalitsal hastaliklar, aktarilan genlerde kendiliginden ortaya c¢ikan ya da cevresel
etkilerin sebep oldugu mutasyonlara bagli olarak canliya ait kahtim materyalini
degistirerek, bozuk protein sentezine ya da protein sentezinin tamamen durmasimna
neden olan mutasyonlara baglh olarak gerceklesmektedir (8). Veteriner hekimlikte,
kalitsal bir hastaliga neden olan bozuk genin belirlenmesi, kalitsal hastalik bakimmdan
ari siiriilere sahip olmak veya hasta olan hayvanlarin siiriiden uzaklastirilmasini
saglamak icin biiyiik 6nem tagimaktadir (1). Molekiiler genetik alaninda ilerlemeler
sonucunda, genetik temeli bilinen kalitsal bir hastalik yoniinden bireylerin genetik
yapilarinin damizlik adayr ya da damizlik hayvan secimi sirasinda, dogumdan hemen

sonra ya da embriyonik asamada belirlenebilmesine imkan vermektedir (1).

Suni tohumlama yonteminin yaygin kullanilmasi, genetik ve verim 6zelliklerin iyi erkek
hayvanlarin belirlenerek damizlik olarak secilip kullanilmasina olanak saglamistir (9).
Siit sigir1 yetistiriciliginde uygulanan genetik iyilestirme programlarinin amaci entansif
yetistiricilik yapilan iilkelerdeki sagmal hayvanlarda, laktasyon basina ortama siit
veriminde Onemli ilerleme elde edilmesidir (9). Yapilan bu i1slah programlar1 ve
seleksiyon c¢aligmalarinin bu avantajlarinin yani swra damizlik bir bireyde ortaya
cikabilecek ve bireyde dol tutma problemlerine ya da yavru kaybina neden olan mutant

allelerin frekansinin hizla popiilasyon icinde yayilmasina da neden olabilir (9).

Sigir yetistiriciliginde kalitsal hastaliklarin sebep olabilecegi verim kaybi riski suni
tohumlama i¢in kullanilacak boga adaylarinin, DNA kullamilarak yapilan testler ile
incelenerek kalitsal hastalik tasiyicist olanlarin ayiklanmasi ile en aza indirilebilir (6).
Siirti icerisinde genetik hastaliklarin kontroliindeki en Oonemli problemlerden birisi,
kalitsal hastaliga sebep olan resesif allelin varliginin belirlenmesine kadar gecen siirede
bu allelin frekansinin popiilasyon i¢inde yiiksek bir frekansa ulagmasidir (6). Bu
duruma en giizel 6rnek, tastyicilarinin teshisinin yapilabildigi 1990 yilina kadar tiim
diinyadaki Holstaynlara yayilan ve mutant allelin ilk olarak 1952 dogumlu bir bogada
ortaya ¢iktig1 BLAD verilebilir (6). Bu nedenle miimkiin oldugu kadar erken bir siirede,
mutasyona ugramis iki allelin homozigot oldugu genotip ile fizyolojik bir anormalligin,
biyokimyasal bir bozuklugun veya bir enzim yetmezliginin goriildiigii fenotip ile

iligkilendirilmesi gereklidir (6).

Evcil hayvanlardaki kalitsal hastaliklarin bircogu insanlarda belirlenen kalitsal

hastaliklarin benzeridir. Bu nedenle hayvanlarda goriilen kalitsal hastaliklarin
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sebeplerinin belirlenmesinde ve tasiyici bireylerin teshisinde insanlarda goriilen kalitsal
hastaliklarin tan1 yontemlerinden yararlanmilmaktadir (10). Diinyada yaygin olarak
yetistiriciligi yapilan Holstayn wrkinda en yaygin goriilen ve genetik temeli bilinen

kalitsal hastaliklar sunlardir;

2.1. URIDIN MONOFOSFAT SENTETAZ EKSIKLiGi (DEFICIENCY OF
URIDINE MONOPHOSPHATE SYNTHASE, DUMPS)

Holstayn sigir irkinda goriilen iiridin monofosfat sentetaz eksikligi (DUMPS), primidin
bazinin sentezinin engellenmesi sonucunda olusan otozomal cekinik kalitsal hastaliktir
(11). Hiicrelerde, iiridin monofosfat sentetaz enzimi (UMPS), orotik asit tarafindan
pirimidin niikleotidin esansiyel bileseni olan iiridin monofosfata doniistiiriilmektedir
(12). Hasta hayvanlarda, UMPS enzimini sentezleyen genin 405. kodonunda meydana
gelen bir nokta mutasyonu, UMPS geninde erken bir stop kodonunun sekillenmesine
neden olarak fonksiyonel yonden bozuk bir protein sentezletir (13). Bu kalitsal
hastalikta orotik asit, iiridin monofosfata cevrilememektedir (14, 15, 16). Genetik
yapilarinda DUMPS genini tasiyan tasiyict hayvanlar ile normal hayvanlar arasinda
beden oOl¢iileri, dogum agirliklar1 ve biiyiime yoniinden istatistiksel olarak DUMPS
genini tagiyan hayvan ile DUMPS genini tagimayan hayvan ayirimimi yapilacak kadar
onemli farklhiliklar bulunmadig: bildirilmistir (17). Tasiyict olan hayvanlarda biiyliime ve
gelismenin normal oldugu, tastyici disilerin laktasyon donemlerinde ise idrarlarindaki
ve siitteki orotik asit miktarmin yilikselmis oldugu bildirilmistir (17). Amerika da
yetistirilen Holstaynlar da DUMPS sik olarak goriilmektedir (13,18). Hayvanlarda
orotik asit miktart siit, idrar ve kanda saptanabilir (18). UMP sentaz enzimini kodlayan
gendeki Genomik yapist belirlenmis olan mutant allel tasiyicilarinin saptanmasi i¢in
PCR tabanl tam testi gelistirilmistir (19). Heterozigot olan canlilarda kusurun tespitini
rutin olarak eritrositlerdeki UMPS aktivitesini Olgerek belirlenebilir (18). Tasiyici
hayvanlarin dokularindaki UMPS aktivitesi, saglikli hayvanlarin dokularindaki UMPS
aktivitelerinin yaris1 kadar olmasina ragmen, fenotipik olarak normal goriinmektedir
(20). Bu kalitsal hastaligin tasiyicist olan hayvanlarda karaciger, dalak, bobrek, kas ve
meme bezi gibi organlarin ve dokularin aktivitesi nispeten azalir (21). Ayrica bu
bozuklugun homozigot oldugu embriyolar, gebeligin erken donemlerinde oliir ve anne
uterusu tarafindan emilir (22,23). Ciftlik hayvanlarinda goriilen embriyonik 6liimlerin

belirlenmesi ancak disi hayvanin tohumlanmasi ve tohumlanan hayvanin gebe
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kalmamas: ile anlagilabilir (24). Ayrica UMPS enziminin eksikligi, embriyonik
Olimlere neden olan bir kalitsal hastalik oldugu i¢in siit sigir1 yetistiriciliginde
ekonomik kayiplara neden olmasmndan dolay: tizerinde durulmahdir (25). Tiirkiye’de
mevcut olan Holstayn bogalar ve boga adaylar1t DUMPS yo6niinden taranmis ancak
bogalarda ve boga adaylarinda tasiyicilar tespit edilmemistir (26). DUMPS’a neden
olan mutant allele ABD, Almanya, Kanada, Macaristan ve Hindistan’ da yetistirilen

Holstayn’ larda da rastlandigi bildirilmistir (16).

2.2. SIGIR LOKOSIT BAGLANMA YETMEZLiGi (BOVINE LEUKOCYTE
ADHESION DEFICIENCY, BLAD)

Holstayn sigir irkinda goriilen sigir 16kosit baglanma yetmezligi (BLAD) otozomal,
cekinik kalitsal bir hastaliktir (7,27). Bozukluk, ilk olarak 1983 yilinda ABD’de tespit
edilmistir ve sigir ‘‘graniilopati sendromu’’ olarak isimlendirilmistir (28,29). Bu kalitsal
bozukluk, Holstayn ki sigirlar disinda insanlarda ve Irlanda Seter kopek wkinda da
goriilmektedir. Bozukluk, insanlarda, 16kosit baglanma yetmezligi (Leucocyte Adhesion
Deficiency, LAD); kopeklerde 1okosit baglanma yetmezligi (Canine Leucocyte
Adhesion Deficiency, CLAD) olarak isimlendirilmistir (30). Hastalik, damarlarda
endotel-1okosit baglanmasin1 saglayan CD11\CD18 kompleksinin alt {initesi olan ve
16kosit hiicre zarindaki CD18 glikoproteinini kodlayan genin 383. nukleotidinde bir
guanin-adenin yer degistirmesine sebep olan nokta mutasyonuna bagli olarak ortaya
cikmaktadir (2). Olusan bu baz degisikligi CD18 geni tarafindan kodlanan CD18
glikoproteininin 128. amino asidi aspartik asidin—glisine doniismesine neden olur (7).
Meydana gelen bu amino asit degisimi, enfeksiyon esnasinda l6kositlerin damar endotel
hiicreleride bulunan reseptorlere baglanarak lokositlerin damar dismna gecislerini
saglayan [, integrin molekiiliiniin sentezinin bozulmasina neden olmaktadir (31). Bu
kalitsal bozukluk yoniinden homozigot olarak dogan buzagilarda 6zel klinik bulgular
goriilmemektedir. Ancak hasta buzagilarin solunum sistemlerinde pnémoni ve bronsit,
dogumdan sonra agizda yaygin iilser, dis eti iltihabi, siddetli ve iyilesmeyen bir ishal
goriliir (2, 27). Heterozigot hayvanlarda ise BLAD ait herhangi bir klinik belirti
goriilmemekle birlikte bu hayvanlarin yavrularinin %50 si BLAD alleli tasimaktadir.
Diinya genelin de heterozigot olup BLAD alleli tasiyan bireylerin tiim Holstayn
popiilasyonundaki sigirlara oraninin %5.8 oldugu bildirilmistir. (32,33). Bu sebeple

damizlik siiriilerde  BLAD alleli tasiyan hayvanlarin belirlenmesi ve siiriiden
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uzaklastirilmas: ekonomik kayiplarin Onlenmesini saglamak igin gereklidir (32).
Holstayn irki sigirlarda siklikla goriilen ve ekonomik kaybi yiiksek olan sigir 16kosit
baglanma hastaligi (BLAD) dan dolay1 ABD’de hastalik i¢cin eradikasyon programi
baslatilana kadar her yil BLAD’ It buzagilarin 6lmesi sonucu karsilasilan ekonomik
kayibin 5 milyon dolar oldugu tahmin edilmektedir (26). Hasta buzagilarda yapilan
lokosit sayiminda ¢ogunlugunu notrofil 16kositlerin olusturdugu, devamli bir lokosit
artist goriilmektedir (34). Saglikli bir buzaginin 1 mm?3 kaninda 8.000 adet lokosit
sayilirken hasta buzagilarda bu say1 100.000’den fazladir (34). Hasta buzagilar erken
yasta 6lmekle birlikte enfeksiyondan etkilenme durumlarma ve goriilen enfeksiyonlara
kars1 uygulanan tedavilerin basarisina bagl olarak hasta olan buzagilar bir yasma kadar
yasayabildikleri bildirilmektedir (27). Diinya genelinde BLAD tasiyicilarmin, ABD
orijinli Osborndale Ivanhoe, Penstate Ivanhoe Star ve Carlin M Ivanhoe Bell isimli siit
verimi yiiksek bogalar oldugu belirlenmistir. Gerek bu bogalar gerekse bu bogalarin
ogullar1 ve torunlarinin tiim diinyadaki suni tohumlama uygulamalarinda yaygin olarak
kullanilmasi, bu kalitsal hastaligin yayilmasina ve sonucta BLAD’a neden olan mutant
allelin 6nce ABD’de sonra tiim diinya da goriilmesine sebep olmustur (34). Suni
tohumlamanin siit sigir1  yetistiriciliginde yaygin bir sekilde kullanilmasi, siit
sigircihigmnda genetik bozukluklarin neden olduklar1 ekonomik kayiplar konusunun
Oonemini artirmistir. Ciinkii BLAD 6rneginde oldugu gibi iistiin verimli tek bir boganin
suni tohumlama ile yogun kullanilmasi, boganin genotipinde bulunan zararli bir genin
populasyonda ¢ok hizli yayilmasina neden olabilmektedir (35). BLAD gibi resesif
kalitim yolu izleyen kalitsal bozukluklar fenotipe bakilarak belirlenemez. Bu nedenle
gen frekanslarmin oldukga yiiksek olmalarina karsin BLAD nedeniyle 6len hayvanlarin
sayilar1 az zannedilir. Bu da cok sayida hayvanin kesin tanis1 yapilmadan BLAD 1n
neden oldugu genel enfeksiyonlardan dolay: 6ldiigi fikrini akla getirmektedir (36). Bu
nedenle hayvanlarda BLAD’ 1 teshisi i¢cin bazi metodlar kullanilmaktadir. Bu teshis
yontemlerinden en yaygin olanlar1 pedigri analizi, test birlestirmeleri, biyokimyasal tani

yontemleri ve molekiiler tan1 yontemleridir (17).
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2.3. SITRULIN BiRiKiMi SITRULINEMIi (CITRULLINAEMIA)

Citrullinemia hastaligi Holstayn ki sigirlarinda goriilen ve hasta hayvanlarda arjinin
amino asitinin yikimlanarak iireye ¢evrildigi, iire dongiisiiniin bozulmasina neden olan
otozomal cekinik bir kalitsal hastaliktir (37). Hastalik, iire dongiisiinde sitrulinin,
arginosiiksinata ¢evrilmesini saglayan arjinosiiksinat sentetaz (ASS) enzimin eksikligi
sonucu ortaya ¢ikmaktadir (37). Arjinosiiksinat sentetaz enzimin yokluguna bagl olarak
tire siklusunda, amonyagin iireye cevrilmesi asamasinda viicutta amonyaktan daha
toksik bir iiriin olan sitrullinin birikmesine neden olmaktadir (37). Bu kalitsal hastaligin
ASS enzimini kodlayan genin 5. ekzonunun 86. niikleotid pozisyonunda bulunan
sitozinin timin ile yerdegistirmesine neden olan bir nokta mutasyonunun sigirlarda
sitriilin birikimine neden oldugu tespit edilmistir (38). Bu kalitsal hastaliktan etkilenmis
buzagilar normal goriiniislii olarak dogarlar (38). Dogumdan sonraki ikinci giinden
itibaren buzagilarda dil c¢ikarma, depresyon ve siit tikketiminde azalma gibi belirtiler
gosterirler (38). Ugiincii giinde, bu buzagilarin amagsiz hareketler yaptiklari, engellere
veya duvara baglarin1 dayayarak durduklar1 goriiliir (38). Homozigot hasta buzagilarin
kanlarinda, serebrospinal sivilarinda, goz sivilarinda ve beyin dokularinda yapilan
Olctimlerde, sitriilin konsantrasyonunun yiikseldigi goriiliir (39). Hastalik belirtileri 3-5
giin arasinda hizla ilerleyerek hasta buzagilarin durumlarinda kotiilesme goriiliir. Hasta
buzagilarda korliik gelistikten sonra ve kollapsa girerek 12 saat i¢inde Oliirler (38).
Hastalik, ilk olarak Avustralya’ya yetistirilen Holstaynlarda bildirilmistir. Hastalik,
kizlarmin yiiksek siit yagi oranina sahip olmasi nedeniyle Avustralya’da yaygin olarak
kullanilmis olan ABD kokenli Linmack Kriss King isimli bogaya ait spermalar ile
bulagmistir (40). Avustralya’da 1980’li yilarda suni tohumlamada kullanilan tiim
bogalarinin %75 inin bu boga ile akraba oldugu ve bu bogalarin %13’iiniin ise

sitrulinemi tasiyicist olduklar: bildirilmistir (4).

2.4. KALITSAL CINKO EKSIKLiGi HASTALIGI (HEREDITARY ZINC
DEFICIENCY, HZD, A46)

Kalitsal cinko eksikligi hastalifi, Holstayn ki sigirlarda goriilen otozomal c¢ekinik
kalitim sekli gosteren, kalhtsal bir hastaliktir (41). Hastalik ilk olarak Iskocya’ da
yetistirilen Holstayn’larda goriilmiistiir (42). Daha sonra hastaligin, 1970l de
Danimarka, Hollanda, Almanya ve Italya’da, 1980’li yillarda ise Irlanda, Ingiltere ve

Fransa’da yaygin bir dagilim gosterdigi belirlenmistir (41). Bu kalitsal hastalik cesitli
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isimlerle bilinmesine ragmen en yaygimn bilinenleri HZD ve A46 olarak bilinen
isimleridir (42). Hastaligin goriildiigii bireylerin pedigrileri incelendiginde, ¢ogunun
Almanya orjinli ‘‘Adema 21 van de Woudhove’’ isimli boga ile akraba olduklarmdan
Adema hastaligi da denmektedir (43). Hastalik c¢inkonun bagirsaklardan emilmesini
saglayan ¢inko emilim proteinlerindeki anormal fonksiyon géstermesi sonucunda ortaya
cikar (42). HZD kalitsal hastaligina, SLC39A4 geninde meydana gelen tek bir
niikleotidin yer degisimi sonucu olusur (42). Bir iz element olan ¢inko kemik, dis, kas
ve dert ile iliskili olup dokularda yapisal bir role sahiptir. Bununla birlikte metabolizma
proteinleri, niikleik asitler ve karbonhidrat metabolizmalarinda role almaktadir (44).
HZD kalitsal hastaligin da, dogumu takip eden bir hafta boyunca c¢inkonun
bagirsaklarda yetersiz emilimine bagh olarak kan serum ¢inko seviyesinde devamli bir
azalma goriilir (42). Serum cinko seviyesinde ki bu azalmaya bagli olarak hasta
hayvanlarda devamli ishal, paraketozis, deri lezyonlari, timusda korelme ve kil
dokiilmesi goriiliir (42,45). Hasta buzagilarda, siklikla bronkopneumoni goriilmektedir
(46). Deri lezyonlar1 ¢ogunlukla agiz, goz, kulak dipleri, eklemler, toraksin alt kisimlari,
abdomen ve bacaklarda goriilir (42). Ayrica hasta hayvanlarda stomatitis, yemede
azalma ve biiyiime geriligi goriiliir (45). Buzagilarda goriilen bu lezyonlar ilerleyici
olup tedavi edilmezlerse 4-8 hafta sonunda oliimler meydana gelmektedir (46). Tedavi

amaci ile yiiksek dozda cinko verildiginde hasta hayvanlarin diizeldigi goriiliir (45).
2.5. SINDAKTILI (SYNDACTYLY)

Katir ayakhilik olarakta isimlendirilen sindaktili, bir veya daha fazla ekstremitenin distal
parcalarinin tam veya kismi sekilde birlesmesi veya ayrilmamasi sonucunda olusan bir
dogum anomalisidir (47). Sindaktili Holsyan’larda goriilen otozomal c¢ekinik kalitsal
bir hastaliktir (48). Bu kalitsal hastaliktan etkilenen buzagilarin ekstremitelerinin diz ya
da dirsekler kemiklerinde yapismalar goriilir (49). Hastaligmm klinik bulgularinda
disaridan normal olarak goriilmesi gerek kemik yapilarin birlesmis oldugu ve toynak
benzeri bir yapmin ortaya ¢iktigi goriilmektedir (50). Hatta kemiklerin birlestigi kismin
sirt kisminda bir oluk olusumu goze carpar (48). Bozuklukta 6n bacaklar arka bacaklara

gore daha ¢ok etkilenmektedir (48).
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2.6. KOMPLEKS VERTEBRAL MALFORMASYON (CVM)

Holstayn sigirlarinda goriilen otozomal cekinik kalitim sekli gosteren, dldiiriicti kalitsal
bir hastaliktir (51,52). Hastalik ilk olarak 1999 yilinda Agerholm ve arkadaslar
tarafindan Danimarka’da yetistirilen Holstaynlar’da belirlenmistir (53,54). Bu kalitsal
hastalik, iiridin difosfat-N-asetilglukozamin tranporter proteinini kodlayan SLC35A3
genin 559. niikleotid pozisyonunda bir guanin niikleotidinin timin niikleotid ile yer
degisimine neden olan nokta mutasyonu sonucu olusmaktadir (12,55). Kompleks
vertabral malformasyon, homozigot buzagilarda kompleks anomaliler, anterior ve
posterior bacak eklem yerlerinde eklem sertligi ve st omurlarinda birden ¢ok
deformasyonlarla karakterizedir (56). Hastalik, fotal gelisme bozukluguna sebep olan
omurilik anomalisi ile seyreden, fotal 6lim ve yavru atimi ile sonug¢lanan bir kalitsal
hastaliktir (21). Mutant allel yoniinden homozigot olan f6tiislarin yaklasik %80’1
gebeligin 100. giin ile 260. giinleri arasinda atik yapmaktadir (57). Bu klinik
belirtilerden en 6nemlisi ve embriyo i¢in 6liimciil olan1 omurga kisaligidir (21). Ancak
Gebeligin 260. giiniiden ©Once atilmayan ve normal gebelik siiresini tamamlayan
yavrularin bir cogunda 6lii dogumlar goriilmektedir (57). Dogumlar1 normal olan ve atik
yapmayan yavrularda ise klinik bulgular su sekilde olmaktadir; omurlarinda kisalma,
simetrik eklem egrilikleri, omurilik egriligi, omurga catisinda egrilmeler, karpal ve
metakarpal eklemlerde bilateral simetrik bozukluklar1 goriilmektedir (57). Hastaliktan
etkilenmis embriyolarin %50’sinde kalp anomalisi goriilmiistiir (58). Ancak dogan
yavrularin yasama sanlar1 olmadigi ve siddetli iskelet anomalileri gosterdikleri i¢in
insani sebeplerden dolay1 bunlara 6tanazi uygulanmaktadir (57). Bu kalitsal hastalik
yoniinden heterozigot bireylerde her hangi bir klinik belirti gériilmemektedir (59). Hasta
yavrularm kayitlar1 incelendiginde hepsinin 1974 yilinda ABD’de dogan ve iistiin verim
ozellikleri nedeniyle tiim diinyada suni tohumlama da yaygim olarak kullanilan Carlin-

M Ivanhoe Bell isimli boga ile akraba olduklar1 belirlenmistir (12, 54).
2.7. FAKTOR XI EKSIiKLiGi (FXID)

Faktor XI bir diizine kan pihtilasma proteinlerinden birisidir. Faktor XI yetmezligi
(FXID) insan, kopek ve sigir gibi bir kag memeli tiiriinde belirlenmistir (60, 61).
Yapilan pedigri analizlerinde hastaligin BLAD, DUMPS ve CVM gibi otozomal resesif
bir kalitim sekli gosteren hastalik oldugu ve hastaligin sadece Holstayn ve Japon Siyah
sigir wrklarinda bulundugu bildirilmistir (10). Sigirlarda bu kahtsal hastalik ilk kez 1969
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yilinda ABD de yetistirilen Holstayn’larda tespit edilmistir (61). Daha sonra bu kalitsal
hastahk Kanada ve Ingiltere’de vyetistirilen Holstayn’larda da bildirilmistir (62).
Tiirkiye’de ise FXID ilk kez 2009 yilinda Meydan ve ark. tarafindan bildirilmistir (61).
Hastalik ‘‘Hemofili C*’ olarak da bilinmektedir (45). Kanin pihtilasmasinda gorevli
proteinlerden biri olan plazma tromboplastin Onciisii olarak da bilinen Faktor XI, serin
proteaz olarakda adlandirilir (61). Faktor XI kanin pihtilasmasmi saglayan ve
karacigerden sentezlenen bir serin proteazdir (63). Faktor XI, iki benzer alt birimden
olusan ve birbirlerine disiilfit bagi ile bagl olan ve bu baglarin parcalanmasi sonucu
aktif proteaza doniismesiyle kanin pihtilasmasini saglamaktadir (60). Faktor XIa (aktif
form) iki hafif ve iki agir zincir yapisindan olusur (60). Bu dort agir zincir, trombosit,
Faktor IX ve Faktor XII icin baglayict etki yapmaktadir (60). Hafif zincirler ise serin
proteaz i¢in katalitik etki yapmaktadir (60). Hastaligin, Faktor XI geninin 12 numarali
ekzonuna 76 baz eklenmesine neden olan bir mutasyon sonucu meydana geldigi
belirlenmistir (5). FXID’e neden olan mutant allel yoniinden homozigot ve heterozigot
buzagilarin, homozigot normal buzagilara oranla daha diisiik dogum agirlig1 ve yasama
giicii gosterdigi bildirilmistir (62). Ayrica bu mutant allel yoniinden homozigot ve
heterozigotlarin, homozigot normallere gore enfeksiydoz hastaliklara yakalanma
olasiliklarinin daha yiiksek oldugu belirlenmistir (62). Heterozigotlarda FXI pihtilasma
aktivitesi azalmistir, homozigotlarda ise tamamen ortadan kalkmustir. FXID sigirlarda,
kanamanim uzamasi ve anemi gibi semptomlarla veya repeat breeding prevalansinda
arti, pnodmoni, mastitis ve metritise karst dire¢ diisiikliigii gibi asemptomatik olarak
seyredebilir (61). Ayrica, FXID sigirlarda iireme Ozelliklerini ve meme sagligini
etkileyebilecegide bildirilmektedir (61). Faktor XI yetmezliginden etkilenen hayvanlar
cogunlukla belirgin semptomlar gostermeden yasayabildikleri de bildirilmistir (1).

Homozigot hasta hayvanlarda yiiksek mortalite ve morbidite gosterseler FXID dahi
herhangi bir klinik belirti gdstermeden yillarca yasayabilirler (60). Ancak FXID kalitsal
hastalig1 yoniinden homozigot hayvanlarda belirgin olarak enjeksiyon sonrasi kanama
siiresinin uzamasi, kanli siit alinmast ve anemi gibi birka¢ belirti goriildiigi
bildirilmistir (61).Ayrica kastrasyonda ve boynuz kesimi yapilan hayvanlarda uzun
siiren kanamalar goriilmektedir (62). Homozigot ineklerde siklikla pembe renkli
kolostrumda goriilmektedir (62). Yeni dogan buzagilarda gobek kordonunda ve
cevresinde kanamalarin goriildiigii bildirilmistir (61). Bu kalitsal hastaliga bagli olarak

siit endiistrisinde de Onemli verim kayiplar olugsmaktadir (13). Faktor XI eksikligine
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neden olan mutant allelin varligi hayvanlarda pnomoni, mastitis ve metritis gibi
hastaliklara duyarli hale gelmelerine neden olmaktadir (64). FXID tasiyict ve homozigot
hayvanlarin oviilasyon doneminde kan dstrodiol oraninda diisme, folikiiler gelisimi tam
olmamas1 ve iireme performasinin diigmesine bagli olarak onemli ekonomik kayiplara
yol agmaktadir (61). Tasiyict olan hayvanlar degisik semptomlar gosterirler ve Faktor
XI etkinligini izlemek icin mevcut test yontemlerinden birisi de aktive parsiyel
tromboplastin zamanin1 (APTT) 6lgmektir (64). Bu test yontemi homozigot bireylerin
belirlenmesi i¢in olumlu sonu¢ vermesine ragmen heterozigot(tastyicl) bireylerin
belirlenmesinde istenen sonucu verememektedir (64). Bu nedenle FXID tastyicilarinin
tespiti icin polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) test yonteminin gelismesine yol agilmistir

(62).

Bu calismada, Kayseri ve civarinda yetistirilen damizlik disi Holstayn’lar da FXID’ e

neden olan mutant allelin frekansmin belirlenmesi amag¢lanmustir.



3. GEREC VE YONTEM

3.1. HAYVAN MATERYALI

Arastirmanin hayvan materyalini olusturan disi Holstanlar, Kayseri ilinin Develi ve
Biinyan ilcelerinden siit sigir yetistiriciligi yapan isletmelerde ki sagmal inekler ve
damizlik adayi diiveler olusturmustur. Hayvan materyalinin se¢iminde sadece calismada
kullanilan canli materyalin yakin akraba olup-olmadiklar1 disinda baska bir 6n se¢cim

yapilmamustir.
3.2. KAN ALMA

Calismada DNA izolasyonu i¢in kullanilan kan 6rnekleri, ¢alisma materyalini olusturan
hayvanlardan vakumlu 10 mL’lik EDTA’D tiiplere, steril tek kullanimlik igneler ile
vena jugularis’ten steril olarak alinmistir. Kan alimi sonrasinda, kanlarda hemolizi ve
pthtilagsmalar1 engellemek icin kanlarin alindigi EDTA’D tiipler birka¢ defa alt iist
edilerek karigtirilmistir. Aliman kan Ornekleri soguk zincir korunarak laboratuara
getirilmistir. {1k olarak DNA izolasyonunda kullanilacak 16kositlerin toplanabilmesi igin
laboratuar getirilen kanlar 3000 devirde 10 dakika santrifiij edilmistir. Santrifiij
sonrasinda, cam pastor pipetleri ile kanlarin toplandig tiiplerin orta kisminda toplanmig
olan lokosit tabakas1 alinarak daha once etiketi yazilmis olan 1,5 mL’lik steril tiiplere
konulmustur. Icinde I6kosit bulunan bu tiipler -20°C de konarak DNA izolasyonu

yapilincaya kadar saklanmaistir.
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3.3. DNA iZOLASYONU

Santrifiij sonunda ayrilan 16kositlerden DNA fenol-kloroform ekstraksiyon yontemi ile
izolasyonu edilmistir. DNA izolasyonunda ilk olarak, -20°C de dondurularak saklanan
ve icerisinde lokosit bulunan tiipler oda isisinda eritilmistir. Coziilen ve igerisinde
l6kosit bulunan tiiplerden, daha dnce etiketlenmis DNaz ve RNaz bulunmayan steril 1,5
mL’lik ependorf tiiplerine otomatik pipet yardimiyla 100 pL 16kosit konulmustur. Daha
sonra ependorf tiipiine konulan 16kosit tizerine 300 uLL 1 X TNE soliisyonu, 30 pL Tris-
HCI (pH 8), 5 pL proteinaz K (10mg/ml) ve 10 uL %20’lik SDS soliisyonu eklendikten
sonra karisim vortekslenerek karistirilmustir. Tyice karistirilan bu karisimm bulundugu
tiipler 50°C’lik etiivde konarak bir gece bekletilmistir. Ertesi giin tiipler etiivden
cikarilarak karigimin iizerine 445 pL fenol eklenmis ve 10 dakika hafifce sallanarak
karigtirilmistir. Karistirilma isleminden sonra, karigim 3000 devirde 10 dakika santrifiij
edilmistir. Santrifiij sonunda {iisteki sivi kistm otomatik pipet yardimiyla dikkatlice
alinarak daha once etiketlenmis DNaz ve RNaz bulunmayan yeni bir 1,5 mL’lik steril
ependorf tiipiine konulmustur. Yeni tiipe aktarilan bu siipernatantin iizerine 445 pL 1:1
oraninda hazirlanan fenol-kloroform karigimi eklenmistir. Hazirlanan karigim tekrar 10
dakika alt iist edilerek karistirilmis ve siirenin sonunda 3000 devirde 10 dakika santrifiij
edilmistir. Santrifiij sonunda yine tisteki sivi kistm otomatik pipetle dikkatlice ve alttaki
kism1 karismayacak sekilde alinarak yine daha Once etiketlenmis bagka bir steril 1,5
mL’lik ependorf tiipiine konulmustur. Alinan bu siipernatantin iizerine 445 ul 24:1
oraninda hazirlanmig kloroform-izoamil alkol karisimi ilave edilmistir. Hazirlanan bu
karigim tekrar 10 dakika alt iist edilip karigtirilmistir. Siire sonunda, karistm 3000
devirde 10 dakika santrifiij edilmistir. Santrifiij sonunda yine iisteki sivi kistm otomatik
pipet yardimiyla alttaki kismu karigmayacak sekilde dikkatlice almarak yine daha
onceden etiketlenmis olan baska bir 1,5 mL’lik steril ependorf tiipiine konulmustur.
Alman siipernatantin iizerine daha once -20°C’ye konmus olan %100’lik saf etil
alkol’den 890 pL eklenmistir. Etil alkol eklendikten sonra ependorf tiipleri i¢inde
bulunan DNA iplik¢iklerinin kiimeleserek pamukcuk tarzi bir goriintii olusturuncaya
kadar 4-5 kez hafifce asag1 yukar1 hareket ettirilmistir. Kiimelesen DNA iplikciklerinin
tiiplerin diplerine c¢cokmesi i¢in tiipler 10000 devirde 10 dakika santrifiij edilmistir.
Santrifiij sonunda iistteki alkol atilarak tiiplerin dibine ¢okmiis olan DNA peletlerinin
tizerine %70’lik etil alkol’den 890 puL eklenmistir. Alkoliin eklenmesinden sonra tiipler

tekrar 10000 devirde 10 dakika santrifiij edilmistir. Santrifiij sonunda yine tiipiin



17

istiinde bulunan alkol dokiilerek uzaklastirilmistir. Tiiplerin i¢indeki alkoliin tamamen
uzaklagmas: icin tiipler iclerine herhangi bir seyin diismesini Onleyerek etiivde
kurutulmustur. Tamamen kuruyan ve icinde DNA bulunan tiiplerin iizerine 100uL TE
buffer (10mM Tris, 1 mM EDTA pH 8,0) konularak DNA’lar PCR isleminde
kullanilacak sekilde sulandirilmistir. Tiiplerin icerisinde bulunan DNA peletinin eklenen
TE tampon soliisyonunda tamamen ¢6ziilmesi i¢in karisim bir gece +4°de bekletilmistir.
Ertesi giin yapilan DNA izolasyon isleminin basarili olup olmadigmin kontrolii i¢in
orneklerden 2ul almarak 15 dakika %0,5’lik agoroz jel elektroforezi ile kontrol
edilmistir. Elektroforez sonunda, Kodak Gel Logic 200 Imaging System® ile fluoresan
parildama gozlendigi Orneklerin yiiklenmis oldugu kuyucuklarda DNA izolasyonu
basaril1 oldugu sonucuna varilmistir. Izolasyon isleminin basarili oldugu 6rneklere ait
DNA’lar daha sonra yapilacak olan polimeraz zincir reaksiyonunda (PCR) kullanilana

kadar +4°C de saklanmustir.

3.3.1. DNA Izolasyonu i¢in Kullanilan Soliisyonlar Ve Hazirlamis Formiilleri
1 X TNE (Toplam 30ml)

1,5 mL Tris-HCI pH 8

3mL 1 M NaCl

300 uL 0,5 M EDTA pH 8

25,2 mL bidistele su

Tris-HCI pH 8 (1L)

12,1 g Tris

800 mL distile su

HClT ile pH ayarlandiktan sonra distile su ile 1 litreye tamamlanir.

3.4. KULLANILAN PRIMERLER ve POLIMERAZ ZiNCiR REAKSIYONU
(PCR)

Holstayn ki sigirlarda goriilen FXID’ye sebep olan mutant alleli belirlemek i¢in
yapilmig olan polimeraz zincir reaksiyonunda primer olarak FXIF 5~
CCCACTGGCTAGGAATCGTT-37 FXIR 5~ CAAGGCAATGTCATATCCAC -3°,

olacak sekilde bir primer seti kullanilmistir. Primerler liofilize olarak satin alinmis ve
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primerin satin alindigr firmanin Onerdigi sekilde sulandirilarak PCR isleminde
kullanilmigtir. Bu primerler kullamilarak yapilan PCR sonunda Mutant FXID alleli
tastmayan bireylerde PCR sonunda 244 bp’lik tek bant, mutant FXID alleli yoniinden
homozigot hasta bireylerde 320 bp’lik tek bant ve mutant FXID alleli yOniinden
heterozigot tasiyici bireylerde 244 ve 320 bp’lik cift bant aranmistir. PCR islemi
sirasimnda hazirlanan karigimin toplam hacmi 20 pl olacak sekilde 10’Ii tiiplere PCR
karisimi hazirlanmistir. PCR karisimi; 14,3 uL dH,0, 2,8 uL 10 x PCR buffer, 2 uL
dNTP, forward ve reverse primerlerden 0,4’er uL (20nmol), 0,1 pL Taq polimeraz
enzimi (5 U/ pL) hazirlanan karigimla yapilmistir. Hazirlanan bu karisimdan her bir
ornek icin 20 pL alinarak daha once etiketlenerek buz iizerine yerlestirilen 0,2 mL’lik
ependorf tiiplerine dagitilmistir. Hazirlanan PCR stok karigiminin 0,2 mL’lik ependorf
tiiplerine dagitilmasindan sonra daha Once izolasyonu yapilarak +4’de bekletilen
calisma materyali olan Holstayn sigirlarina ait genomik DNA’lardan 5 pL ilave edilerek
her 6rnek i¢in toplam 25 pL’lik PCR karisimi hazirlanmistir. Her bir 6rnege ait DNA
konduktan sonra hazirlanan PCR karisimlar1 otomatik pipetle 2-3 kez pipete edilerek
karigtirllmistir. Daha sonra ependorf tiiplerinin kenarlarina yapismis olan kismi dibe
coktiirmek i¢in kisa bir santrifiij yapilmustir.

Calisma kolayligi nedeniyle PCR islemi her seferinde 20 ornekle yapilmistir. Buz
iizerinde hazirlanan PCR karisimi, 94 °C’ye kadar 1sitilan 1s1 diizenleme aletine

yerlestirilmistir. Kapak kapatildiktan sonra PCR islemi baslatilmistir.

Holstaynlarda FXID mutant allelinin PCR ile belirlenmesi isleminde, hazirlanan ve 0,2
mL’ilk ependorflara dagitilan PCR karigimlar1 énce 95 °C de 10 dakika tutulmus ve bu

slirenin sonunda her bir dongiisii;

95°C 30 saniye
55°C 1 dakika
72 °C 30 saniye,

olacak sekilde ii¢ farkli 1s1 derecesinde tutulacak sekilde 34 dongii yapilmistir. Son
dongiiden sonra 6rnekler, 72 °C de 10 dakiak tutularak PCR islemi tamamlanmustir. Is1
diizenleme aletinden c¢ikarilan PCR iiriinleri kisa bir siire santrifiij yapilmistir. Daha
sonra, dogrudan elektroforez uygulanarak incelenen orneklerin PCR islemi sonunda

FXID yoniinden genotiperi belirlenmistir.
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3.5. ELEKTROFOREZ

Elektroforez isleminde, tampon c¢ozeltisi olarak Tris-Borat-EDTA (TBE) karisim
kullanilmistir. Kullanilan elektroforez tampon cozeltisi énce 5 X yogunlugunda stok
soliisyon olarak hazirlanmistir. Hazirlanan bu stok soliisyonu elektroforez tankindaki
elektrolit cozeltisinde ve jel hazirlamada 1 X oraninda seyreltilerek kullanilmistir.
Elektroforez ¢ozeltisi stok olarak 5 X hazirlanirken; 54 g Tris base; 27,5 g Borik asit; 20
mL 0,5 M EDTA (pH 8,0) 1 litre distile suda ¢ozdiiriilerek hazirlanmistir. Hazirlanan
karisim koyu renkli siselere konarak oda isisinda saklanmistir. Kullanilacagi zaman
alinan bir dlgek stok soliisyonu, distile su ile dort kat1 sulandirilarak kullanma soliisyonu
hazirlanmustir. Seyreltilen elektroforez tampon ¢ozeltisi, jelin hazirlanmasinda 35 mL,
elektrolit c¢ozeltisi olarak eletroforez tankinda ise 300 mL olarak kullanilmistir.
Elektroforez tankinda bulunan elektrolit soliisyonu, elektroforez islemi sirasinda
elektrolit ¢ozeltisinde kopilirme ve bantlarm goriintii kalitesinde diisme oldugunda veya

6-7 elektroforez denemesinden sonra degistirilmistir.
3.5.1. Jel Hazirlanmasi

Calismada, jel hazilanmasinda PRONA® Basica le agaroz kullanilmustir. Jel, PCR
isleminde %?2’lik yogunlukta hazirlanmistir. Bu amagla PCR i¢in 0,7 g agaroz tartilmig
250 mL’lik erlenmayere konulmustur. Tartilan agarozun iizerine 35 mL 1 X TBE
cozeltisi eklenmistir. Hazirlanan karigimin homojen olmasi i¢in karigim mikro dalga
firnda tamamen saydamlasincaya kadar isitilmistir. Isitma islemi sonunda seffaflasan
jel tizerine 0,5 pL/mL oraninda ethidium bromide katilmistir. Ethidium bromide’in jel
icine homojen dagilmasmi saglamak amaciyla karisim hafifce karistirilmis ve jel
teknesine dokiilmeden Once erlenmayer el yakmayacak kadar sogutulmustur. Soguyan
jel mini elektroforez tanki igindeki jel teknesine dokiilerek tarak yerlestirilmis ve
saydam bir sekilde olan jel opak bir hal alarak donmasi icin yaklasik 30 dakika

beklenmistir.
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3.5.2. Jel Dokiilmesi

Calismada, elektrotlar1 arasindaki uzaklik 10 cm olan OwI® marka mini elektroforez
tank1 kullanilmigtir. Jel, boyutlar1 9 x 8 x 0,5 cm olan ve ultra-viyole 151k geciren jel
teknesine dokiilmiistiir. Jel tekneye, hava kabarcigi olmayacak sekilde dokiildiikten
sonra jel taragi jele yerlestirilmis ve jelin katilagsmasi beklenmistir. Jelde hava
kabarciklar1 kalmigsa, kullanilmamus steril bir pipet ucuyla bu hava kabarciklar: jelin
taraktan en uzak tarafina dogru cekilerek o©rneklerin yiiklenecegi kuyulardan
uzaklastirilir. Tarak, katilasan jeli yirtmadan dikkatlice ¢ikarilmis ve jel elektroforez
tankina yerlestirilmistir. Jel tanka yerlestirildikten sonra tanka, jelin iistiinii tamamen

ortecek kadar elektrolit ¢ozeltisi eklenmistir.
3.5.3. Kuyulara Orneklerin Yiiklenmesi

PCR sonunda elde edilen iiriinler kuyulara yiiklenirken 6nce 1,5 cm eninde, 3 cm
uzunlugunda parafilm kesilmis ve parafilm iizerine kuyulara yiiklenecek Ornek sayisi
kadar yiikleme ¢6zeltisi (loading buffer), ornekler i¢in 0,4 uL olacak sekilde otomatik
pipetle konulmustur. Parafilm iizerine konan 0,4 pL yiikleme ¢o6zeltisinin {izerine
orneklere ait PCR fiirtinlerinden 3 pL eklenerek otomatik pipetle karistirilip her bir
ornege ait PCR iiriinii ayr1 bir kuyuya yiikklenmistir. En son kuyuya da PCR
riinlerinden elde edilecek bantlarm belirlenmesi i¢in 50 b¢’lik (MBI Fermentas®
SMO241) standart DNA merdiveni (DNA Ladder) yiiklenerek elektroforez islemi
baslatilmistir. Elektroforez, 35 dakika 80 volt elektrik gerilimi uygulanarak yapilmaistir.
Jelde ki orneklerin ilerleyisleri izlenerek siirenin sonunda elektroforez bitirilmis ve
tanktaki jel, teknesi ile birlikte tanktan c¢ikarilarak ultra-viyole (UV) 11k veren jel

goriintiilenme sehpasinda incelenmistir.
3.6. BANTLARIN GOZLENMESIi VE FOTOGRAF CEKIiLMESI

Ethidium bromide ile boyanan DNA molekiilii UV 1sikta, floresan yansima gostermistir.
Yansimanmn goriilmesi PCR sonunda aranan bantlarin  varligi  kanitlanmastir.
Elektroforez sonunda jel teknesi, iizerindeki jel ile birlikte tanktan alinarak jel
goriintiilenme sehpasma konulmustur. Sehpanin UV 15181 acilarak, dnce aranan 320 bg
ve 244 b¢ uzunlugundaki bantlar jelde goriintiilenerek fotografi ¢ekilmis ve incelenen
orneklerin; FXID yoniinden genotipleri belirlenmistir. Fotograf cekimi Kodak Gel

Logic200 Imagine goriintiileme sistemi ile yapilmistir.



4. BULGULAR

Calismada incelenen 150 bas sagmal disi Holstayna ait DNA’lar, incelenen bireylerden
alman kan orneklerinin fenol-kloroform yontemi ile basar1 bir sekilde izole edilmistir.
DNA izolasyonunun basarist amaci ile once %0,5’lik agaroz jel elektroforezinde
DNA’nin olup olmadigmin kontrolii yapilmistir. Yapilan 15 dakika elektroforez
sonunda jeldeki etidyum bromid ile birlesen DNA’larin floresan parildama vermesi ile
DNA izolasyonunun basaris1 dogrulanmustir. incelenecek oOrneklere ait kan
numunelerinden izolasyonu yapilan DNA’lar kullanilarak PCR islemi yapilmigtir.
Yapilan PCR sonunda elde edilen iiriinlerin % 2’lik agaroz jel elektroforezlerinde 233
b¢’lik tek bandin goriilmesi ile PCR’nin basaris1 dogrulanmustir. Elde edilen 233 bg’lik
bantlar elektroforez sonunda, jelin ultraviyole 151k veren jel goriintiileme sehpasi tizerine
konuldugunda c¢iplak gozle kolaylikla saptanmustir. Daha sonra 233 bg¢’lik PCR
iriinlerinin agaroz jel elektroforezlerinin fotograflar1 cekilmistir. PCR sonunda elde
edilen iiriinlere gore. Bu biiyiikliikteki PCR iiriinlerinde en iyi goriintiiyli %2’°lik agaroz
jelde vermektedir. Yapilan elektroforez sonucunda kullanilan 6rneklere ait 233 bg’lik

bantlar Resim 1’de goriilmektedir.
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PCR sonunda, tasiyict bireylerde 244 ve 320 bg¢’lik iki bant, homozigot normal
bireylerde ise 244 b¢’lik tek bant goOriilmiistir (Resim 1). Yapilan PCR sonunda
incelenen 150 bas disi Holsyatn’in sadece birinin FXID yoOniinden tasiyici oldugu ve

tastyicilarin prevalansinin yaklasik olarak %0.67 oldugu belirlenmistir.

Resim 4.1. M; 50 bg¢’lik DNA merdiveni, 1: FXID tasiyic1 kontrol: 2: FXID homozigot normal kontrol; 3
FXID tastyici birey (a: 244 ve b: 320 b¢’lik PCR fiiriinleri): 4-6 FXID yoniinden homozigot normal
bireylere ait 244 b¢’lik PCR iiriinleri.



5. TARTISMA VE SONUC

Siit sigirciligr isletmelerinde hedef, eldeki damizlik varligindan en yiiksek verimi elde
etmektedir. Bu da ancak, isletmede bulunan damizliklarm 305 giin sagilmasi ve her bir
hayvandan yilda bir yavru alinmas: ile saglanabilir. Dolayisiyla bir isletmede bu hedefe
ulasmay1 engelleyecek bakteriyel ve viral enfeksiyonlar, metabolik hastaliklar,
beslenme hastaliklar1 ve siirii idaresinden kaynaklanan sebeplerin damizliklarin
seciminden Once ve secilmelerinden sonra periyodik olarak kontrol edilmeleri
gereklidir. Siit sigirciliginda hayvan basina alinan verimin diismesinde etkili olan
sebeplerden bagka Ozellikle 90’l1 yillardan itibaren kalitsal hastaliklar konusu da
Onemini giderek artirmaktadir. Kalitsal hastaliklar birim hayvana basina verim
kayiplarina neden olan gerek enfeksiyon ve besleme hastaliklar1 gerekse siirii
idaresinden kaynaklanan problemlerden farkli olarak damizlik adaylarinin secim
asamalarinda veya secildikten sonra bir kez taranir ve elde edilen sonuglara gore mevcut
damizlik veya damizlik adaymin siirii icindeki akibetine karar verilir. Son yillarda
gelistirilen molekiiler genetik metotlari, kalitsal hastaliklar yoniinden damizlik
adaylarinin durumlar1 heniiz yavru iken hatta embriyonal asamada belirlenmesi
damizlik seciminde zaman kaybinin Oniine gecilmesine yardimci olabilmektedir.
Tiirkiye’de ki ciftlik hayvanlar yetistiriciliginde kalitsal hastaliklar yeterli derecede
dikkate alinmamaktadir. Ancak su unutulmamalidir ki bakteriyel ve viral enfeksiyonlar

ile ilgili olarak tan1 konana kadar bu tiir hastaliklar bir siiriiyii, bir bolgeyi en fazla bir
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tilkeyi etkilerler. Beslenme hastaliklar1 ve siirii idaresinden kaynaklanan problemler ise
sadece bu problemlerin bulundugu siiriiler icin 6nemidir. Ancak kalitsal hastaliklar,
hastalik kaynagi tasiyicilarin belirlenmesine kadar, ozellikle son birka¢ on yildir siit
sigir1 yetistiriciliginde yaygin olarak kullanilan suni tohumlama yontemi nedeniyle cok
kisa siirede iilkeler hatta kitalar asarak kiiresel bir problem olabilmektedir. Buna en
giizel Ornek siit sigiciliginda en yaygimn kullanilan Holstayn irkinda goriilen BLAD’ dur.
Bu kalitsal hastaligin varlig ilk olarak Takashi ve arkadaslar1 tarafindan 1980’1i yillarin
basmnda Holstayn wkinda bildirilmistir (65). Hastaligin genetik temeli 1992 yilinda
belirlendikten sonra ABD’den Japonya’ya kadar bir¢ok iilkede bu kalitsal hastalik
yoniinden tasiyict bireylere rastlanilmistir (34). Nitekim ABD’de Holstayn ki bir
bogadan koken alarak tiim diinyaya yayillan BLAD bakimindan, 90’1 yillarda diinya
Holstayn popiilasyonunun yaklasik % 5,8 inin tasiyici oldugu tahmin edilmektedir (65,
60).

Bu tarihten itibaren BLAD yoOniinden kararli tarama ve eradikasyon programlari
uygulayan iilkelerde hastalik prevalansi dramatik bir sekilde diiserken Tiirkiye gibi
ilkelerde ise BLAD prevalans: arti egilimindedir. Ayrica, gelisen molekiiler genetik
yontemler Ozellikle erkek damuzliklardan alman 10 mL’lik bir kan Orneginden elde
edilen DNA’lar kullanilarak su anda bilinmeyen ancak belki on yillar sonra varligindan
haberdar olunabilecek kalitsal hastaliklar yOniinden de genetik durumlarinin
incelenmesine olanak vermektedir. Yine buna en giizel 6rnek BLAD’dir. Hastaligin
genetik temeli belirlendikten sonra tiim diinyada ki BLAD tasiyicis1 erkek ve disi
damizliklarin hepsinin 1952’de ABD’de dogan Osborndale Ivanhoe isimli boga ile hem
anne hem de baba tarafindan akraba olduklar1 ve bu bogadan kalma mutant genin anne
baba tarafindan yavruya aktarilmasi sonucu dogduklar1 belirlenmistir (65). Daha sonra
yine Holstaynlarda bildirilen CVM’ye sebep olan mutant allel varligmin ilk kez
belirlendigi Carlin-M Ivanhoe Bell isimli boganin ayn1 zamanda BLAD tasiyicisi
oldugu da belirlenmistir (67).

Tiirkiye’de verim kayiplarina neden olan sebepler arasinda yetistiriciler ve veteriner
hekimler tarafindan en az bilinenler ve en az 6nemseneni kalitsal bozukluklardir. Kendi
damizlik stokunu olusturan bircok iilke, 6zellikle erkek damizlik adaylarimi her irkta en
yaygin goriilen kalitsal hastaliklar gdz Oniinde tutarak tarayip, bilinen kalitsal

bozukluklar yoniinden genotip bilgilerini damizlik kataloglarma kaydederler. Ancak
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Tiirkiye’de kalitsal bozukluklar konusu sadece konu ile ilgili ¢aligmalar1 olan

arastiricilarin ilgisini gekmektedir.

Bir gende meydana gelen mutasyon, yavrunun 6liimiine veya dol tutma problemlerine
neden olarak dol verimini diisiiriir ve isletme i¢in ekonomik kayiba neden olurlar. Bazi
durumlarda da hasta yavrular dogar, dogan hasta yavrularda kalitsal hastali§in neden
oldugu semptomlarin tedavisi amaciyla yapilan veteriner hekim miidahaleleri ve
yapilacak saglik harcamalar1 isletme icin ekonomik kayba neden olur. Ciftlik
hayvanlarinda onemli ekonomik kayiplara neden olan kalitsal bozukluklar ¢ogunlukla
resesif otozomal kalitim yolu izlerler. Bu nedenle bir mutasyon yoniinden tasiyici
bireylerin damizlik olarak kullanilmadan 6nce taranmalar1 gereklidir. Bu uygulamalar
ozelliklede erkek damizliklarin, hasta yavru dogumuna neden olabilecegi i¢in damzlik
olarak kullanilmadan ©Once genotiplerinin belirlenerek tasiyicilarm  yetistirme
programlarindan cikartilmalar1 gereklidir (68). Bazi kalitsal hastaliklar ¢ok kisa siirede
smirlar ve hatta kitalar asarak tiim diinya igin problem olusturabilmektedirler. Ornek
olarak BLAD, CVM, EXID ve DUMPS vs (41). Bazilar1 ise sadece bir iilkede lokal bir
rkta goriilmekte ve bu iilke ile sinirl kalmaktadir. Ornek olarak Japon Siyah sigir

irkinda goriilen klaudin-16 (CL-16) hastalig1 verilebilir (69).

Entansif sigir yetistiriciliginde yiiksek genetik degere sahip az sayidaki bogadan elde
edilen spermalar tiim diinyada ki 1slah programlarinda yaygin olarak kullanilmaktadir.
Suni tohumlama ve multiple ovulasyon, in vitro ve in vivo fertilizasyon yontemleri ve
embriyo transferleri gibi gelismis tireme teknolojilerinin sigir yetistiriciliginde yaygin
kullanilmasi, iistiin verimli tek bir boganin tiim diinyada binlerce buzagmin babasi
olmasmna imkan vermektedir. Siit sigmr1 yetistiriciliinde kullanilan bu yOntemler
yardimiyla entansif yetistiriciligin yapildig1 {iilkelerde hayvan bagma siit verim
ortalamasinda 6nemli Olciide iyilestirme elde edilmistir. Islah ¢alismalarinda kullanilan
bu ileri tireme teknikleri seleksiyon etkinligini artirmis ve sigirlarda jenerasyon araligini
kisaltarak genetik iyilestirme ve seleksiyonda basariyr artirmistir. Bazen kizlarinin
yiiksek siit ve dol verimleri nedeniyle, 1slah ¢aligmalarinda yaygimn olarak kullanilan
bogalar, mutasyona ugramis allel yoniinden tasiyici olabilmektedirler. Bu avantajlarinin
yaninda, damizlik bir bireyde ortaya cikarak dol tutma problemlerine ya da yavru
kayiplarina sebep olan mutant allellerin frekansinin popiilasyon icinde hizla artmasma

yardim etmesi de bu tekniklerin dezavantajlaridir (70).
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Holstayn sigir rka, siit sigir1 yetistiriciliginde disilerin yiiksek siit verimi erkeklerin ise
yiiksek etcilik 6zelliklerinden dolay: tiim diinyada en c¢ok tercih edilen, dolayisiyla en
yaygin olarak yetistirilen siit¢ii sigir wrkidir. Holstayn irkina ait erkek buzagilarin sadece
%14’ damizlik olarak kullanilmaktadir. Bu uygulama ise tiim diinyadaki Holstayn wrk:
icindeki akrabalig yiikseltmektedir (65). Ayrica projeni test verilerine gore siralanan ve
kizlar1 yiiksek verim Ozelliklerine sahip bogalarin genetik materyal olarak yaygin
kullanilmasi genetik havuzun daralmasina neden olmaktadir. Irk i¢inde {iistiin verimli
damizliklarin bu sekilde yaygin kullanilmasi, hayvanlar arasindaki genetik benzerligi
artirmasmin yani sira BLAD, CVM ve DUMPS gibi resesif genetik bozukluklarin
yayllmasmi da kolaylastirmaktadir. Yani akrabali yetistirme resesif kalitim sekli
gosteren genetik bozukluklar1 determine eden genlerin frekansinin artmasina neden

olabilmektedir (65, 66).

BLAD ve DUMPS gibi kalitsal hastaliklarin Holstayn yetistiriciliginde yilda bir yavru
elde edilmesini hedefini ©Onledigi 1990’lh yillarin basinda fark edilmistir (23).
Hayvancilikta ilerlemis iilkelerde, hayvansal iiretimi olumsuz yonde etkileyen kalitsal
bozukluklar1 tasiyan bireylerin belirlenerek siiriiden ayiklanmasma yonelik caligmalar
1980’11 yillarin sonundan beri yapilmaktadir. Ancak, Holstayn yetistiriciliginde 6nemli
kayiplara neden olan CVM, BLAD ve DUMPS gibi kalitsal bozukluklarin resesif
kalitim yolu izlemeleri eldeki siiriide tastyicilarin en etkili yontemle belirlenerek
stiriden uzaklastirilmalar1 6nemli bir sorun olusturmaktadir. Bu sorunda son yillarda
gelistirilen ve insan hekimliginde de kalitsal hastaliklarin belirlenmesi amaciyla yaygin
olarak kullanilan ve bir damla kan, digki veya kil kokiinden elde edilen DNA’nin
kullanilmasma izin veren molekiiler genetik yoOntemlerin veteriner hekimlikte
kullanilmaya bagslanmast ile kolaylasmistir (68). Molekiiler genetik alanidaki
gelismeler dogumla birlikte veya yasamin ilerleyen donemlerinde ortaya c¢ikabilen
anomalilere sebep olan mutasyonlarin belirlenmesine izin verir. Bu islemde mutant
allellerin veya mutant gene yakin olan markir gen olarak adlandirilan genlerin
belirlenmesi ile tanmin konmasi seklinde yapilir (71). Ciftlik hayvanlar:
yetistiriciliginde bu yeni molekiiler genetik tekniklerin kullanimi anomalilere sebep olan
genlerin yayilmasini Onleyebilir. Bu sayede istenmeyen alleller molekiiler metotlarla

belirlenerek hasta yavrularin dogumu engellenebilir (71).
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Ciftlik hayvanlar1 yetistiriciliginde, yetistiriciligi yapilan tiirler ve irklarda yaygin
goriilen genetik bozukluklar yetistiriciler i¢in Onemli ekonomik kayiplara neden
olabilmektedir. isletmede kullanilan hayvanlarda goriilen kalitsal hastaliklara bagh
olarak anormal anatomik yapilar veya dol verimi diisiikliigiine neden olabilmektedir. Be
nedenle kalitsal hastaliklarin negatif etkileri, yetistiriciler ve yetistirici birlikleri
tarafindan bir iilkedeki mevcut damizlik popiilasyonunda verim kayiplarina neden olan
genlerin etkilerinin kontrol altinda tutmalarmi zorunlu kilmaktadir (71). Ornek olarak,
bir kalitsal hastalik oldugu 1980°li yillarin sonunda belirlenen BLAD’mm ABD
ekonomisine yillik kaybimnin bes milyon dolar oldugu belirlenmistir (34). Bu nedenle
bilinen kalitsal hastaliklarin sebep olabilecekleri ekonomik kayiplarin Onlenmesi
onemlidir. Bu da ancak kullanilmas: diisiiniilen damizliklar igerisinde tasiyicilarin en
kisa siirede kesin ve dogru olarak belirlenmesine olanak saglayan yoOntemlerin
gelistirilmesi ve kullanilmasi ile gergeklestirilebilir. Molekiiler genetik alaninda ki
ilerlemeler kalitsal bozukluklara neden olan mutant allellerin canlinin hayatinin belirli
donemlerinde ve yiiksek dogrulukta belirlenmesine olanak vermektedir. Bu sayede
kalitsal kusurlarin popiilasyon icerisinde ki tasiyici damizliklarin belirlenerek hasta

yavru dogmasi engellenebilir.

Eldeki damizliklar, kalitsal kusura neden olan mutant genler yoniinden taranip, normal
ve tasiyici1 bireyler belirlendiginde mevcut damizliklar arasindaki c¢iftlestirmeler
planlanabilir veya tasiyic1 bireyler yetistirmeden cikartilabilir. Ciftlik hayvanlarinda
belirlenen kalitsal bozukluklarin ¢ogunun Mendel kalitim yolu izledigi ve bir veya iki
lokustan kaynaklandig: tespit edilmistir (72). Sigirlarda Mendel kalitim sekli gosteren
yaklasik 300 kalitsal bozukluk belirlenmesine ragmen bunlarin ¢ok azinm genetik

nedeni belirlenebilmistir (71, 72).

Yapilan bu caliymada kullanilan hayvanlara ait DNA’lar fenol-kloroform yontemi ile
izole edilmistir. Son yillarda iiretilen DNA izolasyon kitleri ile karsilastirildiginda bu
yontemin daha ucuz ve elde edilen DNA’larin miktarmin ¢oklugundan dolayi ticari
kitlere tercih edilebilecegi diistiniilmiistiir. Calismada DNA izolasyonu i¢in calisma
materyali olan hayvanlardan alinan kanlar i¢in 100 pL I6kosit kullanilmistir. Kullanilan
bu miktar DNA izolasyonunda karsilasilabilecek olas1 sorunlar karsisinda geriye
doniilerek tekrar DNA izolasyonuna olanak vermektedir. Bdylelikle incelenecek

hayvanlardan fazla kan alma ihtiyac1 ortadan kalkmaktadir. Bu nedenle tiim kanin
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kullanildig1 diger fenol-kloroform yontemlerine tercih edilmistir. Ayrica bu yontem ile
DNA izolasyonunda az miktarda sarf malzeme kullanilmistir. Bu ¢alismada kullanilan
fenol-kloroform DNA izolasyon yontemi dort asamada yapilmakta ve her asamada 1,5
mL’lik yeni, etiketli steril plastik tiiplerin kullanilmasim gerektirmektedir. Etiketli yeni
steril plastik tiiplerin hazirlanmasi zaman ve iscilik gerektirmektedir. Bu durum
yontemin tek olumsuz yonii olarak goriilmesine karsilik; yOntemin kolay
uygulanabilirligi, ucuzlugu ve kisa siirede tamamlanmasi avantajli yonleri oldugu icin

tercih edilebilecegi diistiniilmiistiir.

Bircok kalitsal hastaligin kalittm seklinin resesif kalittm yolu izledigi artik
bilinmektedir (73). Holstayn’larda FXID resesif kalitim sekli gosterdiginden bu kalitsal
bozuklugun yayilmasinda heterozigot damizliklarin rolii ¢ok Onemlidir. Heterozigot
bireyler spesifik semptomlar gostermedigi i¢in popiilasyon iginde fark edilmeden siirii
icinde yasamlarini siirdiirebilirler. Heterozigot bireyin mutant alleli bir sonraki
jenerasyona gecirme olasiliklar1 % 50’dir. Bu nedenle tasiyici bireylerin belirlenerek
damizlik siiriilerden uzaklastirilmast FXID neden olan mutant allelin popiilasyondan
eradikasyonu i¢in gereklidir. Ancak FXID gosteren heterozigot bireylerde dol tutma
problemlerine neden olabilecegi bildirilmektedir (73). Bu nedenle siirii i¢cindeki FXID
neden olan mutant alleli tasiyan heterozigotlarin belirlenmesinde “repat breeding”
olarak adlandirilan dol tutma problemi yasayan bireylere egilmek ©Snemli olabilir.
Holstayn yetistiriciliginde FXID neden olan mutant allele sahip inek ve bogalarin
yetistirme programlarindan cikartilmasi, bu kalitsal hastaligin siiriiden basarili
eradikasyonu i¢in Onemlidir. Bu amacla, ozellikle sigir yetistiriciliginde mutant gen
yoniinden mevcut damizliklar, 6zellikle damizlik bogalarda genis tarama yapilmasi
gerekmektedir. Bu nedenle erkek damizliklarin FXID yoniinden genetik durumlarinin
belirlenmesi ve tasiyicilarin damizliktan c¢ikarilmasi, disi damizliklarinda FXID
yoniinden durumlar1 belirlenerek olasi tasiyici/tasiyict c¢iftlestirilmesi engellenmesi,

hasta ve tastyict yavru dogmasi onlenmelidir.

FXID ilk olarak 1969 yilinda bildirilmistir. Marron ve arkadaglar1 tarafindan ABD’de
yetistirilen Holstayn sigirlarinda goriilen koagiilopati sendromunun FXI geninin 12.
ekzonuna 76 baz c¢ifti uzunlugunda ve adeninden zengin bir parcanin eklenmesi ile
olustugunu belirlemislerdir (63). Daha sonra Japon Siyah sigir wrkinda FXI geninin 9.

ekzonunda 15 baz cifti uzunlugunda bir parcanin eklenmesi sonucu Japon Siyah sigir
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irkinda FXID’ye neden oldugu bildirilmistir (74). Daha once yapilan ¢alismalarda ve bu
caligmada Tirkiye’de yetistirilen Holstaynlar incelenmistir. Tiirkiye’de bulunan yerli
sigir irklarinda FXID yOniinden yapilan bir calisma olmamistir. Hindistanda yetistirilen
Karan Fries wrki sigirlarda FXID neden olan mutant allele rastlanilmamistir (75). Ayni
sekilde FXID neden olan mutant allele Hindistanda yetistirilen farkli ekzotik sigir (B.
taurus) wklarindan, Hidistan yerli B. Indicus zebu sigirlarindan, B. taurus X B. indicus
melezlerinden ve Hindistan mandalarindan (Bubalus bubalis) 1001 bogada FXID
yoniinden yapilan calismada FXID alelline rastlanilmamistir. Bu caligmada incelenen
Holstayn’lardan sadece iki Holstayn boganin FXID tasiyicis1 oldugu belirlenmistir (76).
Bu bulgular yerli sigir irklarnda FXID’ye neden olan allelelin bulunmasi konusunda
olasiligin diisiik oldugunu diisiindiirtmektedir. Ancak yerli rklarin hem ekzon 12 hem

de ezkon 9’da goriilen insesiyonlar yoniinden taranmalar1 diisiiniilebilir.

Holstayn si8ir genomunda FXI geninin 12. ekzonuna eklenen 75 baz cifti
uzunlugundaki parcanin neden oldugu mutasyonun belirlenmesi i¢in yapilan PCR islemi
sonunda tastyici bireylerde 244 b¢ ve 320 b¢’lik iki bant goriilmektir. Yapilan ¢alismada
uygulanan PCR teknigi ile yapilan taramada tasiyici bir bireyde 244 bg¢ ve 320 bg’lik iki
bant, normal bireylerde ise 244 b¢’lik tek bant belirlenmistir.

Marron ve arkadaslar1 tarafindan ABD’de 419 bas Holstayn sigir1 kullanilarak yapilan
caligmada, incelenen hayvanlardan besinin FXID’ye neden olan allel yoniinden tasiyici
oldugunu belirlenmisler ve incelenen ornekler igcerisinde mutant allel frekansinimn %1,2
oldugu bildirilmistir (77, 78). Ghanem ve Nishibori Bat1 Japonya’da 2006-2007 yillar:
arasinda 12 farkl ciftlikten 500 bas Holstayn inegi FXID yOniinden incelenmis ve bes
inegin FXID mutasyonu tasidigi ve tasiyicilarin insidensinin ise %1 oldugunu
belirlemislerdir. Yine bu ¢alismada FXID tasiyan bir boganin spermasi ile tohumlanan
diivelerden dogan alt1 disi buzagidan sadece birinin FXID tasiyicist oldugu, bu boganin
ayn1 zamanda CVM tasiyicist oldugu ve bu boganin disi yavrularinin ii¢ tanesinin de
CVM tasiyicist oldugu belirlenmistir (78). Ghanem ve arkadaslarmin inceledigi 10
mumifiye fotusun iki tanesinin FXID tasiyicist oldugunu belirlemisler ancak FXID’nin
gebe hayvanlarda mumifiye fotus olusumu arasinda bir iligki bulunamamistir (79).
Japonya’da incelenen 40 dol tutma problemi olan inek i¢inde bir inegin FXID yOniinden
tastyict oldugunu ve bu hayvanlarda FXID prevalansinin %2,5 oldugu belirlenmistir

(63). Aym sekilde, Polonya’da yetistirilen Holstayn popiilasyonunda 140 hayvan FXID
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yoniinden incelenmis, secilen hayvanlardan 103’ Polonya’daki farkl ciftliklerden
rasgele secilmis, 28 ornek dol tutma problemli (repeat breeder) inek ve 9 Ornek ise
tekrarlayan mastitis gosteren bireylerden olusmustur. D61 tutma problemli inekler klinik
olarak saglikli ancak en az ii¢ tohumlamada gebe kalmayan hayvanlardir. Tekrarlayan
mastitisli hayvanlarin ge¢misleri incelendiginde en az iki kere mastitis testi pozitif olan
hayvanlar oldugu goze carpmaktadir (63). Calisma sonunda rasgele secilen 103 bas
mastitisli 9 bas inekte FXID sebep olan mutant allele rastlanilmamistir. Calisma
sonunda sadece dol tutma problemi olan ineklerden bir tanesinin FXId mutasyonu
yoniinden tastyict oldugu belirlenmistir (63). FXID’ye neden olan mutant alleli
genotiperinde bulunduran hayvanlarin  Ostrus sikluslarinda luteolizisin  yavas
gerceklestigi bildirilmistir. Bu durum ayni1 zamanda ovulasyona yakin zamanda
olusmas1 gereken Ostradiol pikinin yavashigma eslik eden kiigiik folikiil gelisimiyle
iligkilendirilebilir. Ayrica hasta hayvanlarda d6l tutma probleminin prevalansinin
digerlerinden %50 daha fazla oldugu belirlenmistir (78). Polonya’da yetistirilen
Holstaynlarda daha Once yapilan bir calismada ii¢ tasiyict birey belirlenmis ve
bunlardan ikisinin dol tutma problemi oldugu birinin ise normal fertilite gosterdigi

bildirilmistir (63).

Bu da gostermektedir ki FXID yoniinden dol tutma problemleri olan hayvanlari
incelemenin tasiyici bulma sansini artirabilecektir. Japonya’da rasgele secilerek
incelenen 123 Japon Siyah sigirindan (42 boga ve 81 inek) 7’sinin mutant FXID alleli
yoniinden homozigot olduklar1 ancak bu hayvanlarm her hangi bir semptom
gostermedikleri belirlenmistir. Ayrica incelenen bu hayvanlari 51 basmin ise tasiyici
olduklar1 belirlenmistir (74). Watanabe ve arkadaslarmin Japon Siyah sigirm
inceledikleri yaptiklar1 bir calismada, FXID yoniinden mutant alleli tasiyan hayvanlarin
homozigot olmalar1 durumunda klinik olarak kanama egilimlerinin olmadigi, ancak
hayatta olan hasta buzagilarda infeksiyoz hastaliklara yiiksek hassasiyet ve bu hayvanlar
icinde repeat breedering olarak adlandirilan dol tutma problemlerinin bulundugu
bildirilmistir. Klinik goriiniimdeki bu farkliliklarin sebebi Japon Siyah sigir wrkinda ki
FXI geninde meydana gelen mutasyonun Holstaynlarda FXI geninede meydana gelen

mutasyondan farkli olmasindan kaynaklanmis olabilecegi bildirilmistir (80).

Hindistan’da yetistirilen Holstayn bogalarda tasiyicilarin frekansiin %0,6 oldugu ve

bogalarin pedigrileri incelendiginde, bu bogalarin annelerinin homozigot normal oldugu
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babalarinin ise spermalar1 Hindistan’da suni tohumlamada kullanilan Danimarka orijinli
bir boga oldugu belirlenmistir. ABD Holstayn popiilasyonunda bu kalitsal hastaligin
frekansinin %1,2 oldugunu bildiren caligmalarla karislastirildiginda Hindistan’da FXID
frekansinin ABD’ye goOre yar1 yariya diisik oldugu belirlenmistir (76). Yine
Hindistan’da yetistirilen 307 Holstayn sigir incelenmis ve FXI yetmezligi yoniinden

hasta ve tastyici bireye rastlanmamustir (63).

Tiirkiye’de FXID’ye neden olan mutant allelin varhig: ilk kez 2009 yilinda Meydan ve
arkadaslar1 tarafindan 225 Holstayn inek kullanarak yapilan ¢calismada bildirilmistir. Bu
calisma sonunda incelenen hayvanlarin dort tanesinin FXID tasiyicist oldugu
bildirilmistir (61). Ayn1 arastiricilarin Ankara ve Sanlurfada mezbahaya getirilen 350
bas disi Holstayn sigirin incelendigi caligmada, incelenen hayvanlardan dort tanesinin
tastyict oldugu, mutant allelin frekansinin %0,6, tasiyicilarin prevalansmin ise yaklasik
olarak %]1,2 oldugunu bildirmislerdir (72). Oner ve arkadaslar1 2010 yilinda Bursa
ilinde yetistirilen 170 bas Holstayn inegin ikisinin FXID tasiyicist oldugunu ve
FXID’ye neden olan mutant allelin frekansinin %0,6 ve tasiyicilarin prevalansinin ise
%1.17 oldugunu bildirmislerdir (81). Bu calismada ise Kayseri ilinde yetistirilen 150
bas disi Holstayn incelenmis ve bir tane tasiyici bireye rastlanilmistir. Caliyma sonunda
incelenen hayvanlar arasinda tasiyicilarin prevalansinin yaklasik olarak % 0,7 oldugu
belirlenmistir. Bu calismada Tiirkiye’de FXID’nin arastirilmasit amaciyla yapilan
caligmalarda elde edilen prevalanslardan diisiik oldugu sonucu ortaya c¢cikmistir. Bu
diisik prevalansin sebebinin, incelenen hayvan sayis1 ve Orneklerin toplandigi
ciftliklerde dol tutma problemli bireylerin ayrilmasi ile FXID yoniinden farkinda

olmadan bir seleksiyon yapilmis olmasindan kaynaklanabilecegi diisiiniilmiistiir.

Bu dort calisma gostermektedir ki Tiirkiye Holstayn popiilasyonunda mutant FXID
alelli vardir. Bogalarin ve damizlik disilerin bu kalitsal bozukluk yoniinden taranmalar1

gereklidir.

Tiirkiye’de yetistirilen Holstayn ki sigirlarda FXID, BLAD, CVM ve DUMPS gibi
kalitsal hastaliklarin neden oldugu hastaliklara ait klinik vakalarm gercek sayisi
bilinmemektedir. Fakat bu hastaliklar yOniinden tasiyicilarinin bulunmasi, dikkatli
bakildiginda bu kalitsal hastaliklar yOoniinde homozigot bireylerin goriilebilecegi

anlamina gelmektedir.
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Yapilan ¢calismada Tiirkiye’deki Holstayn popiilasyonunda FXID’ye sebep olan mutant
allelin varhigmin arastirilmas: ve ileride Tiirkiye’deki damizliklarin mutant FXID
yOniinden taranabilmesi i¢in rutin kullanimda uygulanabilir bir yontemin belirlenmesi
amacglanmistir. Calisma sonunda incelenen bireyler arasinda bir tane tasiyicit bireye
rastlanilmasmin sebebinin Ornek sayisinin  azligindan kaynaklanmis olabilecegi

diistiniilmiistiir.

Daha sonraki ¢calismalarda FXID, CVM ve BLAD gibi kalitsal hastaliklarm igletmelerde
onemli ekonomik kayiplara neden olabilecegi, kalitsal hastaliklar yoniinden disi ve
erkek damizliklarin ve 6zelliklede dol tutma problemi olan hayvanlarin incelenmesi bu
kalitsal hastaliklarin frekanslarinin popiilasyon i¢cinde azaltilarak kalitsal hastaliklardan
kaynaklanan ekonomik kaybin Onlenmesi i¢in Onemlidir. Bu ve benzer kalitsal
hastaliklar yoniinden tasiyici bireylerin belirlenmesi siit sigir1 yetistiriciliginde, tiretimin

genetik olarak iyilestirilmesi i¢in cok énemli bir adimdir.

Molekiiler seviyede belirlenen kalitsal anomalilerin sayisinin giin gegtikce artacagimi
sOylemek yanlis olmayacaktir. Kalitsal anomalilerden sorumlu genlerdeki mutasyonlari
belirlemek i¢in gelistirilen testler, yakin gelecekte 1slah programlarinda yogun olarak
kullanilacag: diisiiniilmektedir. Gittik¢ce kiiciilen ve uluslar arasi ticaretin Oneminin
arttig1, ticaret i¢in iilkeler arasindaki giimriik engellerinin kalktig1 diinyada, anomalilerin
genetik tanisinin yapilmasi yetistiriciler ve yetistirici birlikleri agisindan mutant genin

orijini olan bogalarin tiim diinyada kullanilmasini1 dnleyebilecegi i¢in ¢ok dnemlidir.
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