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ONSOZ

Diinya’da ve Tirkiye’de sigir yetistiriciligi, hayvanciligin 6nemli bir kolunu
olusturur. Ciinkii insan beslenmesinde degerli gida maddeleri olan siit, et ve iiriinleri
biiyiik dl¢iide sigirlardan elde edilir. Hayvan tiirleri igerisinde sigir, siit ve et verimi
en yiiksek olan hayvandir. Hayvancilikta temel hedeflerden biri, bagarili 1slah
caligmalariyla birim hayvandan alinan verim miktarinin artirilmasidir. Sigir, 1slah

caligmalarina kisa siirede ve etkili sekilde cevap veren bir hayvan tiiriidiir.

Hayvanlarda basarili bir 1slah caligmasinin yapilabilmesinde oncelikle
irklarin  genetik yapilarmin iyi bir sekilde belirlenmesi 6nemlidir. Genetik
polimorfizmler canlilarda istenmeyen mutasyonlara neden olabildigi gibi, bazen de
canlilarin yasam giicii ve verimlerini olumlu yonde etkileyebilmektedir. Ekonomik
onemi olan karakterleri kontrol eden gen(ler)in polimorfizmlerinin belirlenmesi
hayvan yetistiriciliginde molekiiler 1slah programlarinin gelistirilmesi i¢in

kullanilabilir.

Bu tezde Tiirkiye’de bulunan bazi sigir irklarinin OLR1 (oxidized low density
lipoprotein receptor 1; diisiik dansiteli lipoproteini oksitleyici reseptor 1) geni
tizerinde bulunan 3’UTR bolgesindeki polimorfik yapinin PZR (Polimeraz Zincir
Reaksiyonu) ve RFLP (Belirlenen Pargacik Polimorfizmi, Restriksiyon Enzimleri
Uzunluk Polimorfizmi) yontemleri kullanilarak ortaya konulmasi amaclanmistir.
Sonuglarin, siit ozellikleriyle ilgili yapilabilecek c¢aligmalara katki saglamasi ve

genetik karakterizasyon arastirmalarina destek olmasi hedeflenmistir.

Calismanin projelendirilmesi ve yiiriitiilmesi asamalarinda yardimlarimi
benden esirgemeyen Selguk Universitesi Veteriner Fakiiltesi Biyokimya Anabilim
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1.GIRIS

Beslenme insanlik i¢in vazgeg¢ilmez yasamsal ihtiyaclardan biridir.
Beslenmenin Onemli bir paymi olusturan siit, et ve Uriinleri saglikl, kaliteli ve
nitelikli olmak zorundadir. Saglikli nesillerin olusabilmesi i¢in bu gereklidir.
Hayvancilik sektoriiniin iyilestirilmesi, sofralarimiza kadar ulasan iiriinlerin saglikli
ve kaliteli olabilmesinde etkilidir. Hayvancilik, lilkemizde oldugu kadar diinyada da

hizla gelisen ve 6nem kazanan bir sektordiir.

Onceleri siite, baska besin maddelerinde oldugu gibi, yalnizca kalori ve
protein kaynagi olarak deger verilmekteydi. Oysa artik, yapilan arastirmalar
sonucunda, kalori ve protein saglamanin yani sira baska dnemli besin degerlerini de
bulundurdugu bilinmektedir. Biitiin hayvansal proteinler i¢inde en uygunu siitteki
proteindir. Insan beslenmesinde oldugu kadar hayvan beslenmesinde de bu nokta
onem tasimaktadir. Siitiin bilesiminde bulunan basta vitaminler olmak iizere tiim
besin ogeleri, hayati fonksiyonlarda onemli gorevlere sahiptir. Siit biiylime ve
gelisme i¢in elzemdir, bunun yani sira yapisinda bulunan ve fizyolojik 6neme sahip
enzim, hormon, vitamin, protein ve peptit yapili 6geler ve yag asitleri yasam dongiisii
iginde énemli yere sahiptir. Ozellikle yetiskin kadinlar, gocuklar ve gengler olmak
lizere tlim yas gruplarinin siit ve siit trlinlerini hergiin tilketmeleri gerekmektedir

(Yarkin 1961, Unal ve Besler 2004).

Siitte bulunan siit yagi; yagda eriyen vitaminler ve viicudun enerji ihtiyact
icin kaynak olusturmaktadir. Siit yag1 %5 oraninda doymus yag icermesine ragmen
kronik hastaliklar i¢in olumlu etkinlikleri olan linoleik asit, sfingomyelin, biitirik asit,
miristik asit gibi ozel bilesenler icerdiginden ©nem tasimaktadir. Insan
beslenmesinde 6nemli yere sahip olan siit iirlinleri biiyiik 6lciide sigirlardan elde
edilmektedir. Bu bakimdan hem Diinya’da hem de Tiirkiye’de sigir yetistiriciligi

hayvanciligin &nemli bir kolunu olusturmaktadir (Unal ve Besler 2004).

Tiirkiye’de Cumbhuriyetin ilk yillarindan itibaren sigircilik 6nemli bir tiretim
kolu haline gelmeye baslamis ve diger hayvansal tiretim kollarina gore daha fazla ilgi
gormiistiir. Bunda, sigirin biyolojik {stiinliiklerinin olmasinin avantaji  biiyiik

olmustur. Si8ir yetistiriciligine yonelik Ozellikle genotipi iyilestirme calismalar



agirhik kazanmistir. Bu amagla, yerli irklarin seleksiyonla 1slahi tizerinde durulmus
bir yandan da kiiltiir irklart ithalatina yonelinmistir. Suni tohumlama ¢alismalarina
baslanmis ve bu ¢alismalar kamunun gorevi haline getirilmistir ardindan 6zel sektore
de agilmistir. Farkli lilkelerden saglanan desteklerle gelistirme, egitim amagli projeler
yirltilmistir. Damizlik yetistiriciligi s6z konusu oldugunda diisiik faizli krediler
kullanilmistir. Bunca ¢abaya ragmen yine de genotipi iyilestirme adina istenen

noktaya heniiz gelinememistir (Akman ve ark 2011).

Sigir, Diinya’nin hemen her yerinde yetistirilebilen ve insanlarla birlikteligi
cok eskilere dayanan bir hayvandir. Bu birliktelikte sigirin insanlar igin et, siit gibi
besin maddeleri saglamasmin disinda derisi, tirnagi, boynuzu, giibresi ve ¢eki
giicliyle de insanlara hizmeti fazlaca olmustur. Sigir, diinya siit iiretiminin neredeyse
tamamini, et tiretiminin de yaklasik %25’ini tek basina saglamaktadir. Besin maddesi
yoniinden biiyiik bir paya sahip olan sigir, sigir yetistiriciligini 6nemli hale getirir.
Tiirkiye s6z konusu oldugunda; sigirin, 6zellikle kirmizi et {iretimine toplam {iretimin
manda, koyun ve ke¢i disinda katki yapmasi beklenen baska bir alternatifi yoktur.
Bir diger ifadeyle, Tiirkiye i¢in sigir sadece siit iiretimi degil, et liretimi i¢in de
oldukga onemli, hatta vazgegilmez kabul edilmelidir. O halde Tiirkiye’nin sigir
yetistiriciligi hem kirmizi et hem siit dikkate alinarak tartisilmalidir. Simdiye kadar
meydana gelen degismelerin yonii ve gelecek yillar g6z 6niine alindiginda boyle bir

degerlendirmenin hatali olmayacagi agikardir (Akman ve ark 2011).

Devlet Istatistik Enstitiisii (DIE) niin 2009 yil1 verilerine gére Tiirkiye 10 723
958 bas si1gir, 20 721 925 bas koyun ve 5 128 285 bas keci mevcudu ile diinya
iilkeleri arasinda onemli bir yere sahiptir (DIE 2011). Istatistiklerden de goriildiigii
gibi sigir yetistiriciligi, hayvanciligin 6nemli bir kolunu olusturur. Degerli gida
maddeleri olan siit ve et biiyiik dl¢iide sigirlardan elde edilir. Tiirkiye’de dnemli yerli
sigir irklart mevcuttur. Bunlardan bazilar1 Boz Irk, Yerli Kara ve Giiney Anadolu

Kirmizist wrklarndir.

1.1. Molekiiler Biyolojide Genetik Yaklasimlar

1984 yilinda Insan Genom Projesi (Brown 2002) ve 1990’1 yillarda Sigir

Genom Haritalama c¢alismalar1 baslatilmistir. Son yillarda da ciftlik hayvanlarinda



ekonomik olarak onemli 6zellikleri belirleyen genlerin taninmasina yonelik olarak
pek ¢ok calisma yapildig1 gériilmiistiir. Insanlar1 ve fareleri konu alan molekiiler
genetik c¢alismalar1 6zellikle ¢esitli hastaliklarin  daha iyi anlasilmasina ve
tanimlanmasina yonelik olurken, evcil hayvanlarda yapilan ¢alismalar ise daha ¢ok
ekonomik olarak 6nemli ¢esitli nitelikler ya da bunlarla ilgili oldugu diisiiniilen diger
genler {lizerinde siirdiiriilmiistiir. Bu nedenle gerek sigirlarda gerekse koyun, keci gibi
diger ciftlik hayvanlarinda, ekonomik olarak énemli oldugu tespit edilmis lokuslarin
belirlenmesine ve hayvanlarin bu 06zellikleri bakimindan genotiplerinin analizine
olanak saglayacak 0Ozgiin molekiiler yontemlerin gelistirilmesine arastiricilar

tarafindan fazlaca yer verilmistir (Elmac1 ve ark 2007).

Populasyonlar arasinda ve icinde meydana gelen genetik varyasyonlarin
kalitmimin incelenmesi, mutasyon, seleksiyon etkilerinin, delesyon, genetik kayma
ve rekombinasyonun arastirilmasi gibi konular populasyon genetiginin konular

arasinda yer almaktadir (Erensayin 2000).

Polimorfizmler canlilarda bazen istenmeyen mutasyonlara neden olurken
bazen de canlilarin yasam giiclinii ve verimlerini olumlu yonde etkileyerek yararli bir
duruma doniisebilirler. Sigirlarda ekonomik 6nemi olan karakterleri kontrol eden gen
veya genlerin polimorfizmlerinin belirlenmesi hayvan yetistiriciligindeki molekiiler

1slah programlarinin gelistirilmesinde kullanilabilir (Kiraz ve ark 2007).

Son yillarda c¢esitli molekiiler teknikler gelistirilmistir. Molekiiler teknikler;
biyoloji, ziraat, tip, veteriner, ormancilik gibi calisma alanlarinda yaygin olarak
kullanilmaktadir. Molekiiler tekniklerle; populasyonlar genetik yapisinin tespiti,
markor destekli 1slah calismalari, genetik haritalar, filogenetik analizler, ebeveyn ve
cinsiyet tayinleri, baz1 hastaliklarin tanisi ve ekonomik Onemi olan karakterlerin
belirlenmesi  gibi uygulamalar yapilmaktadir. Farkli markdr sistemlerinin
kullanilmast ile sigir, koyun, keci gibi evcil ¢iftlik hayvanlarinda yapilan genetik
haritalama ve kodlayan kromozom bdlgelerinin tespiti (QTL) haritalama ¢alismalari

kolaylik kazanmstir (Kiraz ve ark erisim 2007).



1.2. Quantitative Trait Loci - Kantitatif Karakter Lokuslar1 (QTL)

Canlilarda tiirler arasinda degisiklik gosteren yapilar, 6rnegin viicut yapist,
sa¢ rengi, goz rengi; hayvanlarda kil yapisi, siit verimi, canli agirlik gibi 6zellikler
DNA’nin bazi bolgelerindeki polimorfizmlerden kaynaklanir. DNA iizerinde
bulunan ve tiirler i¢i veya tiirler arasi dogurganlik, et ve siit verimi, siitiin bilesimi
gibi verim ile ilgili farkliliklarin kontroliinden sorumlu olan bdlgelere QTL
(Quantitative Trait Loci) adi verilir. QTL belirleme calismalarinin temeli, 6zel
genetik markdrler ile fenotipler arasindaki iliskinin belirlenmesidir. Ciftlik
hayvanlarinda, markor-QTL baglanti ¢alismalar1 genellikle populasyonlar iginde
yuriitillir ve polimorfik olan markor boélgelerinin varligini gerektirir (Primrose

2006, Weller 2009).

Genom analizi i¢in kullanilan genetik markorlerin belirlenmesine yonelik
caligmalar, baz1 6zel gen allellerinin varligin1 belirlemek agisindan gerekli bilgileri
edinmek amaciyla kullanilmaktadir. Ekonomik agidan verim ozellikleri {izerinde
biiyiik etkisi olan kantitatif karakter lokuslarinin (QTL) belirlenmesi, genomik

bolgelerin tanimlanmasina olanak saglamaktadir (Ashwell ve ark 2001).

QTL belirleme ¢alismalar1 Georges ve ark (1995) tarafindan siit¢ii sigirlarda
yapilan ¢alismalar ile baslamis ve yayginlagsmistir. Khatkar ve ark (2004), yaptiklari
calismada 29 sigir kromozomundan 20°sinde siit liretimine etkisi olan QTL
belirlediklerini bildirirken, belirlenen QTL’lerin pleotropik etkilerinin oldugunu ve
fenotipler arasindaki genetik iliskilerin degerlendirilmesine katki saglayacagini ileri

siirmiislerdir.

Heyen ve ark (1999) yaptiklar1 bir ¢alismada, iki farkli populasyonda sigir 5.
kromozomu fiizerinde 6 farklt QTL rapor etmislerdir. Yine Koning ve ark (2001),
Finnish-Ayrshire irk1 populasyonunda 5. kromozom iizerinde 107 cM (sentimorgan)
pozisyonunda siit verimine etkisi olan bir QTL belirlemislerdir. Yapilan diger
calismalarda da  (Ashwell ve ark 2004, Khatkar ve ark 2004), sigir 5.
kromozomundaki OLR1 (oxidized low density lipoprotein receptor 1; diisiik dansiteli

lipoproteini oksitleyici reseptor 1) geni lizerinde de QTL bdolgelerine rastlanmigtir.



1.3. Sigir OLR1 Geni ve Polimorfizmleri

Sigir aort endotel hiicrelerinde tanimlanan OLR1, diisiik dansiteli lipoproteini
baglayan ve indirgeyen bir major protein olarak bilinmektedir. OLR1’in genomik
DNA dizisine bakildiginda, 4. ekzonda (kodlayici bolge) 2 SNP (single nucleotide
polymorphism), 4. intronda (kodlayict olmayan bdlge) 5 SNP ve 3°’UTR
(untranslated region) bolgesinde de 1 SNP belirlenmistir. Haplotip analizlerinde
3’UTR bolgesindeki C (sitozin) allelinin; siit yagi verimi ve yiizdesini 6nemli 6lgiide
etkiledigi gosterilmistir. Ancak 4. ekzondaki SNP’lerin bu degerlere etkisinin
olmadig1 gozlenmistir (Khatib ve ark 2006).

Sigirlardaki  OLRI1 geni, siit bilesim 06zellikleriyle iligkisinin oldugu
diistiniilerek aday gen olarak secilmistir. Sigirlarda yapilan bir genotiplemede OLR1
(NW_215807) geni 8232. pozisyonda bir SNP gosterilmistir (Khatib ve ark 2007).

Khatib ve ark (2007) Kuzey Amerika Holstayn populasyonunda yaptiklari
calismada “"NW 215807’ referans numarasinda belirtilmis “’C7160T; A7161G;
T7278G; A7381G; C7409T, C7438G; C7512G ve C8232A’° pozisyonlarinda 8
farklt SNP belirlemistir. Bu polimorfizmlerden 4’tinde intrajenik haplotip tespit
edilmistir. C8232A haplotipinin siit yagi verimi ve yiizdesini yiiksek oranda

etkiledigi bulunmustur.

Komisarek ve ark (2008) siit iiretimi, uzun Omiir ve lireme lizerine etkili
oldugu tahmin edilen ABCG2 (ATP-binding cassette sub-family G member 2),
PPARGCI1A (peroxysome proliferator-activated receptor-c coactivator-1a), OLR1 ve
SCD1 (Stearoyl-CoA desaturase 1) genlerinde 6 polimorfizm bolgesini
aragtirmiglardir. Bu ¢alisma 453 Polonya Holstayn bogasi {izerinde yiiriitiilmustiir.
Calisma sonunda OLR1 geninde (NM 174132 referans numarasina gore) C223A

polimorfizminin siit verimi {izerine etkisi tespit edilmistir.

Schennink ve ark (2009), hayvancilik ekonomisinde énemli yeri olan OLR1
geni {iizerinde aragtirma yapmislar ve genin C8232A polimorfizmi bulunan
hayvanlarmn, siitlerindeki yag yiizdesinin diisiik oldugunu saptamislardir. FASN
(Fatty acid synthase), OLR1, PPARGC1A (peroxysome proliferator-activated



receptor-c coactivator-la), PRL (Prolactin) ve STAT5A (Signal transducer and
activator of transcription 5A) genleri {izerindeki polimorfizmlerin etkilerini
belirlemek tizere Hollanda Holstayn 1rki populasyonu {izerine yaptiklar1 bu
calismayla FASN ve OLRI genlerindeki polimorfizmlerin siit yagi ytizdesinde
Oonemli bir etki gosterdigini belirlemislerdir. Calismada siit yagi ve proteini disinda
trans yag asitleri, doymamiglik, siit verimi gibi 28 6zellik incelenmistir. Ancak tim
belirlenmis polimorfizmlerin, siit yag1 ylizdesine etkisini gosteren ve ayni genlere ait

onceki ¢alismalarda raporlanan sonuglarla yakinlik saptayamamuislardir (Schennink
ve ark 2009).

1.3.1. Sigir OLR1 Geni 3’ UTR Balgesi Polimorfizmi

Mutasyon analizleri ile OLR1 geninde 8 polimorfik bolge bulunmustur.
OLR1 geninin 3°’UTR bolgesinde 10497. pozisyonda (Erisim: NC_007303) bulunan
sitozin (C) niikleotidinin, adenin (A) niikleotidine degistigi bir polimorfizm
belirlenmistir (Khatib ve ark 2006).

10141 agggagctgtttcccgtatgtatccttcagggacctgtgcatatattcaaaggggaactg
10201 tttttgctgaaaactgcattttaactgcattcagtatatgtcaaaagaaggcgaatctat
10261 tqaqaﬁcacagtgaatttgaaggatctggaggaaaagaaggaaacctttgaattctcttc
10321 tggaatttaagctatacttcatcacttagatgtaaaccattagagcccagggaaatgcct
10381 gctactggttgagtgcagaactccttagcagagactggcccagctgecctggcaccttgat
10441 agcaaaagttgcaattccctctgtatatttttccctaacttgttccaagtecteccctge
10501 aqqacttcnqaqaaqtcaatttttctgtttccattgtttctaagaacttgttgccta§EE
10561 caaggtcacagcatttttctcacttttgtcctatgctttcttctaggcattgtagagttt
10621 tagattttacatggaaatctagaacttattttagattaatttctaagtgatatatggatg

Sekil 1.1. OLR1 geninin 10141 - 10680  niikleotidleri arasindaki dizi
(NC_007303).
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Sekil 1.2. OLR1 geninin anatomik yapisi. Yesil bolgeler sirasiyla 1., 2., 3., 4. ve 5.
ekzonlari; agik yesil bolge iste 3’UTR bolgesini gostermektedir
(ncbi.nlm.nih.gov).



1.4. insanda OLR1 Geni ve Polimorfizmleri

Insandaki OLR1 geninin, damar sertliginin patogenezinde etkili olan LDL’yi
(diisiik dansiteli lipoprotein) oksitleyici reseptdr gorevi bulunmaktadir. Insan OLR1
geni tizerine yapilan calismada, bu genin G501C polimorfizminin iskemik
serebrovaskiiler hastaligiyla diisiik de olsa bir ilgisinin olabilecegi saptanmistir (

Hattori ve ark 2006).

Mango ve ark (2003), Chen ve ark (2003), Sentinelli ve ark (2006) LOX-1
geninde, 3> UTR C188T bolgesi de dahil olmak iizere gesitli polimorfizmler tespit
etmiglerdir. T alleline sahip olan bireylerde koroner arter hastaligi ve miyokard

infarktiis hastalig1 icin bir risk artisi olabilecegini belirlemislerdir.

Kurnaz (2008) yaptig1 bir ¢alismada, koroner arter hastasi olan insanlardaki
LOX-1 (Lektin benzeri okside LDL reseptorii-1) yani OLR1 geninde bulunan 4 ayri
polimorfik boélge incelenmistir. LOX-1 polimorfizmlerinin serum lipoprotein
parametreleri iizerinde ¢ok belirgin bir etkisi gézlenmedigini ve hipertansiyon ile
iliskisinin de daha kapsamli olarak arastirilmasi gerektigini belirtilmistir. Erkek
cinsiyeti ve sigara kullaniminin 3’UTR 188T alleli ile birlikteliginde KAH (Koroner
Arter Hastalig1) gelisim riskini arttirdigi yoniinde izlenim elde edilmistir. K167N
polimorfizminin ise, diger Kkardiyovaskiiler risk faktorleri ile etkilesimi
gozlenmediginden bu polimorfizmin bagimsiz bir risk faktorii olabilecegi kanisina
vartlmistir. LOX-1 varyantlarinin KAH iizerinde gen-gen etkilesiminden ¢ok gen-

cevre etkilesimleri yoluyla etkili olabilecegi sonucuna varilmstir.

Yine, insandaki OLR1 geninde yapilan diger ¢alismalarda (Mehta ve Li 2002,
Ringseis ve ark 2007, Dunn ve ark 2008), bu genin vaskiiler endotel hiicre yiizeyi
reseptoriinii kodladigi ve bu durumun diisiik dansiteli lipoproteinin niteligini
bozdugu belirlenmistir. Diisiik dansiteli lipoproteinin ic¢sellestirilmesi ise; endotelin
fonksiyonunu kaybetmesi ve damar sertligiyle sonu¢lanmaktadir. Okside olmus
lipidler insan viicudunda; karaciger metabolizmasini ve glikoz metabolizmasim

etkilemektedir.



OLR1 geni tarafindan kodlanan, insan lektin benzeri okside diisiik-dansiteli
lipoprotein reseptor 1, vaskiiler endotel hiicrelerde ox-LDL (oxide-low-density
lipoprotein) i¢in bir hiicre yiizeyi endositoz reseptorii olarak belirlenmistir.
Fizyolojik durumlarda, LOX-1 ekspresyonu in vitro olarak normal aort endotel
hiicrelerde, in vivo olarak plasenta, akciger, beyin, karaciger gibi vaskiiler bakimdan
zengin hiicrelerde goriilmektedir. Diger yandan ox-LDL ve inflamatuvar sitokinler;
yumusak kas biiylime faktorleri ve 1okosit adezyon molekiillerinin endotel
ekspresyonuna yol agabilmektedir ve LOX-1 in ekspresyonunu artirabilmektedir.
Endoteldeki LOX-1, trombositlerin oto-aktivasyonuna ve endotel disfonksiyonunu
ortaya koyan endotel hiicrelerden endotelin-1 salinimina aracilik etmektedir
(Kakutani ve ark 2000).

Yapilan bir ¢aligmada, iskemik felci Onleyen asetilsalisilik asit Aspirin’in,
LOX-1 ekspresyonunu inhibe ettigi ortaya konmustur. Okside diisiik-dansiteli
lipoprotein (ox-LDL) birikimi, akut miyokard iskemisinde aterosklerotik plak
olusumuyla karakterize olmaktadir. Ox-LDL, matrix metalloproteinaz (MMP)’1n
ekspresyonuna yol agmakta ve lektin benzeri reseptor (LOX-1)’lin ekspresyonuna
neden olmaktadir. Aspirinin, LOX-1 ekspresyonunu ve ardindan olusabilecek MMP
aktivasyonunu engelleyebildigi diisiiniilmektedir. Calisma sonucunda hem Aspirin
hem de salisilat, insan koroner arter endotel hiicrelerinde, ox-LDL’nin siiperoksit
anyon lretimini azaltmigtir. Aspirinin bu etkilerinin, akut miyokard iskemisinde
trombositin inhibitor etkisine tamamlayici olabilecegi belirtilmistir (Mehta ve ark
2004).

LOX-1’in ekspresyonunun hipertansiyon, hiperkolesterolemi, diyabet ve
miyokard iskemide arttig1 gézlenmistir. Buna ek olarak LOX-1 erken aterosikleroz
lezyonlar1 igceren endotel hiicreler, diiz kas hiicreleri ve ileri diizey aterosiklerotik
plaklarin makrofajlar1 tarafindan belirgin olarak ifade edilmistir (Kataoka ve ark
1999).

1.5. insanda Diisiik Yogunluklu Lipoprotein (LDL)

Ailesel hiperkolesterolemi, yaklagik 500 kisiden 1’inde goriilen, otozomal

dominant kaliimli bir hastaliktir. Bu hastalik, kolesterol-ester baglayan diisiik



yogunluklu lipoprotein (LDL)’in hiicre yilizeyinin yap1 ve islevini etkileyen
mutasyonlart sonucunda olusmaktadir. Hastalik, LDL’ye bagli kolesteroliin plazma
konsantrasyonunda artmasi ve bunun sonucunda kan damarlari, cilt ve tendonlarda

fazla miktarda birikmesine neden olmaktadir (Passarge 2000).

LDL reseptdrii, 839 amino asitten olusan, zara bagl bir proteindir. Insanlarda
reseptor geni 19. kromozom iizerinde yaklasik 45 kb’lik bir bolgede bulunmakta ve
18 ekzon bolgesi igermektedir. Ekzon-1 tarafindan kodlanan bir sinyal dizisi,
endositoz sirasinda reseptdr proteinin hedefe yonlendirilmesini saglamaktadir

( Francke 1984, Yamamoto 1984).

Insan LDL reseptdor geninde delesyonlar ve nokta mutasyonlari
tanimlanmistir. Toplam olarak 127 LDL mutasyonu bilinmektedir. Bu mutasyonlar
sinyal dizisi, ligand baglanma bolgesi, sitoplazmik kuyruk ve promotor gibi bolgeleri
etkilemektedir (Passarge 2000).
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Resim 1.1. Diisiik yogunluklu lipoprotein (LDL)’in yapist (Engelking 2011).

1.6. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR)

Ilk olarak Karry Mullis tarafindan 1985°de tanimlanan ve 1993 yilinda Nobel
odiiliinii almasimi saglayan polimeraz zincir reaksiyonu yontemiyle, bir DNA
segmenti tek bir orijinal kopyadan milyonlarca  hatta  milyarlarca
cogaltilabilmektedir. Boylece, molekiiler genetik alanindaki pek ¢ok arastirma icin

gerekli kaynak saglanabilmektedir. DNA igerisinde yer alan, dizisi bilinen iki
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segment arasindaki Ozgiin bir bolgeyi enzimatik olarak cogaltmak prensibine

dayanmaktadir.

PZR’da 3 temel basamak mevcuttur. Oncelikle amplifiye edilecek DNA
segmenti 95°C de tek iplikli yapiya doniistiiriilmektedir (denatiirasyon). Bu yapilar,
yeni sentezlenecek DNA ig¢in kalip gorevi gormektedirler. Bu reaksiyon primer adi
verilen ve hedef DNA’y1 tamamlayici olan sentetik oligoniikleotidler tarafindan
baslatilmaktadir. Primerler spesifik bir dizi igerisindeki kisa niikleotid sekanslarindan
meydana gelmektedirler. Bu primerler hedef bdlgenin uglarma 50-65°C de
baglanarak (annealing ya da hibridizasyon islemi) amplifiye olacak sekilde DNA
bolgesinin  smirlarin1  belirlemektedirler. Baglanma  sicakliklari, kullanilan
primerlerdeki niikleotidlerin sayisina ve cinsine gore hesaplanmakta ve bu ylizden
primerlere gore degisiklik gostermektedir. Sekanslar 5' ve 3' olmak iizere iki uca
sahip olup amplifikasyon siirekli olarak 5' ucundan 3' yoniine dogrudur ve
primerlerin yerlestigi bolgenin tersi yonde olugsmaktadir. Son olarak 72 °C de DNA
polimeraz enziminin etkisiyle polimerize olmaktadir. Bu 3 adim bir PZR dongiisiinii
olusturmaktadir. Yeni sekillenmis olan sarmal, orjinal hedef DNA’dan denatiirasyon
yoluyla ayrilmakta ve primer hibridizasyonu, DNA sentezi ve denatiirasyon siklusu
tekrar etmektedir. Bu islem ilgilenilen sekansin milyonlarca sayida ¢ogalmasi ile
neticelenmektedir. 30 dongii sonunda yaklagik 250 milyon kisa DNA iiriini elde
edilmektedir (Passarge 2000, Brown 2002, Weissensteiner 2003, Turner 2004,
Mulhardt 2010).

Termokararli DNA polimerazlar, PZR’da kullanilmak iizere bazi termofilik
bakterilerden izole edilmis ve klonlanmistir. En yaygin kullanilant Thermus
aquaticus isimli bakteriden elde edilen ve 95°C ‘nin istiindeki sicakliklara dayanikli
olan Taq polimerazdir (Chien ve ark 1976) ve modifikasyonlari neredeyse tiim DNA
amplifikasyonlarinda kullanilmaktadir. Diger DNA polimerazlar da birbirlerinden
niikleotid ekleme hizlari, yarilanma Omiirleri, 1s1 tolerans farkliliklari, ekzontikleaz
ozelliklerinin olup olmamasi gibi yonleriyle ayrilmaktadirlar. Enzim tipinin se¢imini,

yapilacak amplifikasyonun kosullar1 belirlemektedir (Brown 2002, Turner 2004).
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1.7. Restriksiyon Endoniikleazlar (RE)

RFLP (Belirlenen Parcacik Polimorfizm Yontemi / Restriksiyon Enzimleri
Uzunluk Polimorfizmi) analizleri ve genom haritalamalar1 da dahil olmak iizere
cesitli uygulama i¢in kullanilan 6nemli bir reaktif olan restriksiyon enzimleri genelde
restriksiyon endoniikleazlar olarak adlandirilan ve DNA’y1 tanimlanmis ve
tiretilebilir fragmentlere kesen bakteri kokenli enzimlerdir. Bu enzimler bakterilerde,
yabanc1 DNA’lara karsi savunma mekanizmasit olarak gorev yapmaktadirlar.
Disaridan hiicrelere giren genetik materyalleri 4-8 bazlik tanima bolgelerine gore
taniylp keserek bakteri DNAsmi korumaya calismaktadirlar (Gerstein 2001,
Mulhardt 2010, Arda, Erigim tarihi: 25.08.2011).

Giliniimiizde 400 den fazla farkli restriksiyon enzimi izole edilmistir (Passarge
2000, Turner 2004). RE’ler izole edildikleri bakterilere gore adlandirilip, ii¢ harften
olusan kisaltma ile gosterilmektedirler. Ilk harfler enzimin izole edildigi bakterinin
cinsini, sonraki iki harf bakterinin tiiriinii gostermektedir. Adlandirmanin sonunda
yer alan Romen rakamlar1 da, ilgili bakteriden elde edilmis olan restriksiyon

enzimlerinin sayisini ifade etmektedir (Mulhardt 2010).

Bir restriksiyon enziminin tanima dizini, belli bir DNA bélgesinde, diizensiz
sekilde yer almaktadir. Bu nedenle, restriksiyon noktalar1 arasindaki mesafeler
farklidir. Bir restriksiyon enzimi ile kesim sonrasinda, gesitli biiyiiklilklerde DNA
parcalar1 ortaya ¢ikmaktadir. Belirli bir restriksiyon enzimi, belli bir DNA bdlgesini
karakteristik Olgiilerde bir dizi DNA fragmanina ayirmakta ve tani amaciyla

kullanilabilecek bir kalip olusturmaktadir ( Passarge 2000).

Restriksiyon endoniikleazlar ¢ift iplik¢ikli DNA’da yaptiklart kesimlerin
ozelliklerine gore 3 gruba ayrilmaktadirlar. Tip I RE’ler DNA’y1 tanidig1 bolgeden
1000 bg.lik uzakliktaki 6zgiil olmayan yerlerden asimetrik kesmektedir. Tip 1l RE’ler
kesim esnasinda enerjiye ihtiyac duymadan ve DNA’y1 tam tanmima bolgesinden
keserek, palindromik fragmentler olusturmaktadir. Tip Il RE’ler ise kesim esnasinda
enerjiye ihtiyag duymaktadir. Bu 3 tip géz Oniine alindiginda, sahip olduklar
ozelliklerinden dolayr en yaygin olarak Tip II RE’ler kullanilmaktadirlar. Farkli
bakterilerden elde edildigi i¢in farkli isimlerde bulunan ancak ayni DNA dizinini
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taniyip kesen izosizomer restriksiyon endoniikleazlar da bulunmaktadir (Solak ve ark

2000, Mulhardt 2010, Arda 2011).

1.8. DNA Temelli Markorler

DNA markorleri, farkli genotiplere ait asit diziliglerindeki farkliligi ortaya
koymaktadirlar. Bu markorler DNA’nin enzimle kesimi sonrasinda elde edilen
RFLP’ler ve PZR kullanimina dayali olan tek iplik konformasyon polimorfizmi
(SSCP), rastgele cogaltilmis DNA farkliligi (RAPD), ¢ogaltilan parga uzunlugu
polimorfizmi (AFLP), sekans etiketli bolge (STS), tek niikleotid polimorfizmi (SNP),
degisken sayili ardarda tekrarlar (VTNR), mitokondrial DNA (mtDNA), basit dizi
tekrarlar1 (SSR) veya mikrosatellitlerdir (STR) (Bulut 2004).

1.8.1. Restriksiyon Enzimleri Uzunluk Polimorfizmleri (RFLP)

Ik olarak 1980°de Botstein ve arkadaslarmin ifade ettigi RFLP (Primrose
2006), populasyon c¢alismalari ve genomik haritalamalar igin siklikla kullanilan
genetik markdr sistemidir ve ilk olarak viriislerdeki genetik farkliligi belirlemek icin
kullanilmigtir (Wu 2007, Weller 2009). Normal ve polimorfik gen segmentlerinin
baz dizilerinde bireysel farklilik yani polimorfizmler varsa, bu restriksiyon enzimleri
uzunluk polimorfizmi (RFLP) yontemiyle saptanabilmektedir. Yani, bir kromozom
tizerinde bulunan bir restriksiyon enzimi tanima bolgesi, bir digerinde bulunmamakta
ve restriksiyon fragment biiytikliikleri bu bolgelerde farkli farkli olmaktadir. Olusan
DNA fragmentleri RFLP olarak adlandirilmaktadir ve bu fragmentler jel
elektroforezle birbirinden ayristirilmaktadir (Passarge 2000, Wu 2007).

Bu yontem, arastirilmakta olan belirli bir DNA parcasinin benzer yada ayni
dizilisteki DNA’ya melezlenebilmesini temel almaktadir. RFLP teknigi, kesim
enziminin tamdig1 bolgedeki tek niikleik asit baz degisikligini bile taniyabilmektedir.
Tanima bolgesindeki baz degisikligi farkli genotipler arasindaki polimorfizmin
sebebidir. RFLP i¢in biiyiik miktarlarda DNAya ihtiya¢ oldugu i¢in, dncelikle PZR
teknigiyle DNA bolgesinin ¢ogaltilmasi gerekmektedir (Passarge 2000, Bulut 2004,
Wu 2007).
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1.8.2. Tek Niikleotid Polimorfizmi (SNP)

Tek nokta polimorfizmleri (SNPs), DNA’daki tek niikleotid degisiklikleridir.
SNP’ler transisyonlar (bir piirin bazin [A,G] diger bir piirin bazina veya bir pirimidin
bazin [C,T] diger pirimidin bazina degismesi) ve transversiyonlar (bir piirin bazinin
bir pirimidin bazina degisimi veya tersi) gibi baz degisimlerini icermektedir
(Holliday 1993). SNP’ler populasyonda en az %1 siklikla goriilmektedirler ve genom

haritalamalar1 i¢in 6nemli sekans markorleridir (Primrose 2006).

Genetik iliskilendirme c¢alismalarinda kullanilan SNP markorleri sayesinde
bir takim genetik hastaliklarin kesfine ve yasam kalitesini 6nemli Olciide etkileyen
diyabet, kemik yogunlugu, glokom, koroner arter hastaligi, kan lipit
konsantrasyonlari, viicut agirhigi, goz rengi gibi konularin arastirilmasina olanak

saglanmistir (Pierce 2010).

DNA sekans varyasyonlariin biiyiik ¢ogunlugunu SNP’ler olusturmaktadir.
Bazi SNP’ler protein driiniindeki amino asidi degistirmekte veya proteinin
regiilasyonunu yada ekspresyonunu etkilemektedir, bazilari ekzon igerikli farkli
protein varyantlariyla sonuglanir. Ekzon, intron ya da kodlanamayan bdolgelerdeki
pek ¢ok SNP’nin, yalnizca bir yada birkag1 direk olarak fenotipi etkilese de, hastalik
ve fenotiple iliskili olabilmektedir (Kwok 2003). Bazi SNP allelleri, direk olarak
genin fonksiyonunda yada regililasyonunda farkliliga yol ac¢ip hastaliga neden
olurken, bazilar etkisiz yani ¢ekinik kalmakta veya canli igin olumlu olabilecek etki
gostermektedirler. Ancak ¢cogu SNP allelik varyant olarak kalir ve fenotipik farklilik
olarak ortaya ¢ikmaz (Brookes 1999, Pierce 2010)

1.8.3. Diger DNA Markorleri

Diger DNA markérlerine kisaca deginecek olursak; VNTR (Degisken sayida
ard1 ardina tekrarlar), genelde DNA {izerindeki ardisik tekrarlayan diziler i¢inde yer
alan kisa tekrar birimleridir. Tekrarlarin sayisindaki degisiklikler polimorfizmleri
olusturmaktadir. SSCP (tek-iplik konformasyon polimorfizmi), niikleotid baz
dizisindeki polimorfizm nedeni ile olugmus farkliligin ortaya c¢ikarilmasini

saglamaktadir. Bagka deyisle ortak kokenli DNA parcalarinin (tek iplikli) birbirinden

13



farkli olup olmadiklarin1 saptamaktadir. STS (Sekans etiketli bdlge), dizisi bilinen
kisa bir DNA bolgesidir. PZR ile ¢ogaltildiktan sonra genom haritalar1 i¢in baglangic
nesnesi olarak kullanilabilmektedir. RAPD (rastgele ¢ogaltilmis polimorfik DNA),
ters yonelimdeki primer dizisiyle c¢evrili gizli DNA bdlgeleridir. AFLP (¢ogaltilan
parca uzunlugu farklilig1) restriksiyon enzimlerince kesime dayali bir tekniktir ve
yiiksek ayrim giiciinden dolay: tercih sebebi olmaktadir. Dairesel yapida olan ve
sadece anne tarafindan kalitilan mtDNA’lar ise hiicrede mitokondri igerisinde
bulunurlar. Her mitokondri iginde ortalama 4-5 kopyalar1 vardir ve genetik
aragtirmalar i¢in biiyiik 6nem tasirlar. Eksprese dizi etiketleri yani EST’ler, eksprese
edilen genleri ve genomik dizilerin kodlayici bolgelerini belirlemekte kullanilirlar.
Mikrosatellitler (SSR) ise dkaryotik hiicre genomunda ardisik tekrar eden kisa DNA
dizileridir (Passarge 2000, Bulut 2004, Butler 2005, Wu 2007, Pierce 2010).
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1.9. Calismada Kullanilan Yerli Sigir Irklarinin Genel Ozellikleri

1.9.1. Giiney Anadolu Kirmizis1 (GAK)

Resim 1.2. Giiney Anadolu Kirmizisi sigir1 (turkhaygen.gov.tr)

Yayilma alan1 Toroslarin gilineyinde kalan Akdeniz boélgesi ile Giineydogu
Anadolu Bolgesidir. Tiirkiye’nin en iri yapili ve siit verimi en yiiksek yerli wrkidir.
Uzun yillardan beri bu bolgelerde yetistirildiklerinden dolay1 Giineydogu Anadolu ve
Akdeniz bolgelerinin mevcut kosullarina, 06zellikle sicak iklimine iyi adapte
olmuslardir. Bakim ve beslemenin diizenli olmadig: ilkel sartlarda yetistirilebilirler.

Uzun mesafeleri rahatlikla ytirtirler.

Gliney Anadolu Kirmizisi kirli saridan kirmizi targiniye kadar degisen renkler
gosterirler. En ¢ok goriilen tar¢in rengidir. Viicudun 6n kismi arka kismindan daha
koyu renklidir. Genel olarak burun etrafinda viicut renginden daha ac¢ik bir halka
vardir. Bacaklarin i¢ ylizeyleri, memeler ve karin alt1 viicuda nazaran daha agik

renktedir.

Laktasyon siireleri kisa olup yedi ay kadardir. Makineli sagim i¢in uygun
degildirler. Siit verimleri, i¢cinde bulunduklar1 bakim ve beslenme sartlarina gore
ortalama 1500 - 2500 kg arasinda degisir. Siit verimi yoniinden varyasyon biiyiik

olup 5000 kg’a kadar siit veren ineklere rastlanmaktadir. Laktasyon siiresi 240 giin
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olup siitteki yag oran1 %3-3.5’tur. Ergin canli agirliklar1 disilerde 400 kg, erkeklerde
600 kg civarindadir. Beside giinlilk canli agirlik artist 800 - 900 g arasindadir

(tarimkutuphanesi.com).

1.9.2.Yerli Kara (YK)

Resim 1.3. Yerli Kara si1gir1 (tarimkutuphanesi.com).

Yerli Kara irki sigirlar, genelde Orta Anadolu boélgesinde yetistirilirler ve bu
bolgenin iklim ve ¢evre sartlarina adaptedirler. Baglar1 viicutlarina oranla biraz iridir.
Boynuzlar hilal seklinde olup ince ve kisadir. Anadolu’ya adapte olmus irklar
arasinda en ufak yapili olanlaridir. Deri rengi genelde siyah olup meme bdlgesinde

beyaz veya acgik tonlu kisimlar bulunabilmektedir.

Yerli Kara sigir irkinin en 6nemli goriilen ozelliklerinden birisi ¢ok uysal
olmasidir. Az ot ve az samanla beslenerek kanaatkar oldugunu da ispatlamigtir.

Laktasyon siireleri 200 giin, siit verimi 700 - 900 kg, siit yagi oran1 %4
civarindadir. Bakim ve besleme sartlar iyilestirilirse siit verimi 1200 kg’a kadar
cikartilabilir. Ergin canli agirliklar: disilerde 200 kg, erkeklerde 300 kg civarindadir.
Beside giinliik canli agirlik artigi yaklasik 900 g kadardir (tarimkutuphanesi.com).
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1.9.3. Boz Irk (BI)

Resim 1.4. Boz Irk sigir1 (tarimkutuphanesi.com).

Yayilma alan1 Tirkiye’nin Trakya, Gliney Marmara, Kuzey Ege ve Orta
Anadolu’nun bat1 bolgeleridir. Bu bolgelerin iklim ve c¢evre sartlarina adapte olmus
ve fakir gida ile yetinen bir 1rktir. Sayilari olduk¢a azalmis olan bu irkin dogal yasam
alanlart genelde daglik bolgelerdeki orman igleri ve engebeli arazilerdir. Bu tiir
alanlarda higbir insan miidahalesi olmadan beslenip iireyebilirler. Olduk¢a geligmis
bir sindirim sistemine sahiptirler. Diisiik kalitedeki yemleri iyi degerlendirebilirler.

Iklime uyma kabiliyetleri ok yiiksektir.

Viicut rengi agik giimiisiden koyu kiil rengine kadar degisir. Bogalarin goz
etrafinda koyu bir halka, burun ucunun iist smirinda siyah bir halka vardir. Inekler

bogalara gore daha acik renkli olurlar. Beden saglam yapilidir. Ergin canli agirliklari

disilerde 300 - 350 kg, erkeklerde 400 - 450 kg civarindadir.

Meme yapilar kiigiik olup siit verimleri disiiktiir. Asabi karakterli olan bu
irkin sagim giictiir. Laktasyon siiresi 180-240 giindiir. Laktasyon siit verimi ortalama
800 - 1000 kg ve siit yagi %4 civarindadir. Beside giinde yaklasik 700 - 900 g canh

agirhik artis1 saglayabilmektedir (tarimkutuphanesi.com ).
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1.10. Populasyon Genetigi ve Istatistiki Yontemler

Populasyon genetigi, bir populasyondaki farkli genotiplerin frekanslar ile
ilgilenmektedir. Bir populasyondaki belirli bir gen lokusunda bir allelin bulunma
siklig1 ise allel frekansini vermektedir. Populasyonun zaman ic¢inde nasil bir degisim
gosterdigi  allel frekanslariyla  saptanabilmektedir.  Populasyon  genetigi
caligmalarinda allel frekanslari, genotip frekanslarmma goére daha kullamighidir
(Passarge 2000). Allelik ve genotipik frekanslarin Mendel yasasiyla uyumunun
kontrol edilmesi i¢in populasyon genetiginin 6nemli prensiplerinden biri olan Hardy-

Weinberg denge kanunuyla uyumunun incelenmesi gerekmektedir (Pierce 2010).

1.10.1. Hardy-Weinberg Denge Kanunu

Bir allelin sikligi bilindigi takdirde, genotipin populasyondaki siklig
saptanabilmektedir. 1908 yilinda, Ingiliz matematik¢i Geoffrey H. Hardy ve bir
Alman doktoru Wilhelm Weinberg’in birbirinden habersiz olarak gelistirdikleri ve
‘Hardy-Weinberg (HW) Denge Kanunu’ denilen kurala goére; populasyonun
yeterince biiyiik olmasi, populasyonda rastgele ciftlesmelerin olmasi, seleksiyon,
mutasyon ve gé¢ olmamasi durumunda allel frekanslar1 jenerasyonlar arasinda sabit
kalmakta ve populasyon genetik olarak dengede oldugu kabul edilmektedir. HW
dengesine gore iki allelli bir lokusun dagilimi (p+¢)?=1 yani p*+2pq+q*=1 seklinde
olmaktadir. Burada p, A allelinin; g, a allelinin sikligin1 temsil etmektedir. A allelinin
siklig1 (p) biliniyorsa, a allelinin siklig1 (q); a allelinin siklig1 biliniyorsa, A alleinin
siklig1 hesaplanabilmektedir. Bunun tersine eger genotip sikligi gozlenmisse, allel
siklig1 hesaplanabilmektedir. Yani sadece aa homozigot bireyler biliniyorsa, ¢~
sikligina esittir ve p=1-q dan heterozigot (pq) ve AA homozigotlarin (p?) orani
belirlenebilmektedir. Populasyon bazen HW dengesinden sapabilmektedir. Bunun
tespiti i¢in, istatistiki olarak ¥? (ki-kare) testi kullanilmaktadir (Haldene 1954,
Erensaym 2000, Passarge 2000, Hamilton 2009).

1.10.2. Ki-Kare (x?) Testi

Arastirmalarda ¢ogunlukla hem zaman hem de ekonomik nedenlerden dolay:

cok biiyiikk sayida ornek tizerinde calisgilamamaktadir. Ya da bazen populasyon
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icerisinde  mutasyon,  seleksiyon, go¢  gibi  durumlarin  oldugundan
siiphelenilebilmektedir. Boyle durumlarda, arastirmalar sonucu elde edilen bulgularin

istatistiki olarak ki-kare testi ile uygunlugu test edilebilmektedir.

Sonuglarin beklenen degerlere esit olmasi yada tesadiifi sapmalarin tespit
edilmesi i¢cin kullanilan ki-kare testi, »?> = 2X(G-B)¥B formili ile
hesaplanabilmektedir. Burada G, gozlenen degeri, B, beklenen degeri temsil
etmektedir. Hesaplamaya gecilmeden once degerler arasinda onemli farkin olup
olmadigini test etmek i¢in bir hipotez one siiriilmektedir. Bu hipoteze sifir hipotezi
(Ho) denmektedir. Hipotezin kabul edilmedigi durumda ise alternatif hipotez (HA
veya Hi) one siirilmektedir. Hesaplamalar sonucu elde edilen y? degeri, istatistikte
kullanilan ve giiven sinirlarina gore olusturulmusg tabloda verilen x> degeriyle kontrol
edilmektedir. y*> degeri, tablo degerinden - belirtilen giiven sinirlari iginde - kiigiik
bulunmussa sifir hipotezi One siiriilmekte yani beklenen ve gozlenen degerler

arasinda onemli bir farkin olmadigi sonucuna varilmaktadir (Erensayin 2000,

Hamilton 2009).

Bu calismada; Tiirkiye’de bulunan ve yerli genetik kaynaklarimizdan olan
Giiney Anadolu Kirmizisi, Yerli Kara, Boz Irk sigir irklarinda, siit yagi miktar ve siit
yag1 verimi tizerinde etkili olan OLR1 (oxidized low-density lipoprotein receptor 1)
geni 3’UTR bolgesinde 10141 - 10680 niikleotidleri arasindaki polimorfik yapinin
Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR) ve Belirlenen Parcacik Polimorfizm Yontemi /
Restriksiyon Enzimleri Uzunluk Polimorfizmi (RFLP) yontemleri kullanilarak ortaya

konulmasi amaglanmaistir.
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2.GEREC VE YONTEM

2.1. Hayvan Materyal

Tiirkiye’nin degisik bolgelerinden, akraba olmayan ve rastgele secilmis Boz
Irk (Bl), Yerli Kara (YK), Giiney Anadolu Kirmizisi (GAK) irklarindan, EDTA’l1
tiiplere alman 147 kan 6rnegi kullanildi. Kan 6rnekleri TURKHAYGEN-1 106G104
numarali projesi kapsamindaki bir arastirma i¢in alman Ornekler olup

laboratuvarimizda mevcuttur.

Cizelge 2.1. Calismada kullanilan hayvan materyal

Irk Disi (n) Erkek (n) Toplam (n)
GAK 24 27 51
YK 27 22 49
Bl 23 24 47
Toplam 74 73 147

2.2. DNA izolasyonu

Kan orneklerinden standart fenol/kloroform yontemi kullanilarak DNA
izolasyonu yapildi (Sambrook ve ark 1989). Dort yiiz ul tam kan 6rnegi 2 ml lik
eppendorf tiiplere konuldu. Uzerlerine 20 pl 0,5 M EDTA (pH 8.0) konuldu.
Bununda tizerine 2X lysis buffer ile 2 ml’ye tamamlandi. On dakika boyunca tiipler
tyice karistirildi. Daha sonra 30 dakika buzun i¢inde bekletildi. Buzdan alinan tiipler
3000 rpm de +4 °C de 10 dakika santrifiij edildi. Santrifiij sonras tiipiin siipernatant
faz1 atildi. Tipteki pellet tizerine 240 pl SALT/EDTA eklenerek iyice vortexlendi.
Daha sonra iizerine 24 pl %10 luk SDS soliisyonu ve 12 pl proteinaz K (10 mg/ml)
eklenerek Srnekler 55 °C de 3 saat etiivde bekletildi. Bekleme sonunda tiip iizerine
240 pl FENOL (pH 8.0) eklendi. Tiipler 20 saniye oldukga sert bir sekilde ¢alkalanip
sonra 5 dakika da yumusak sekilde alt iist edildi. Daha sonra tiipler 3000 rpm de
+4%C de 10 dakika santrifiij edildi. Santrifiij sonunda tiiplerdeki siipernatant kismi
yeni tliplere alindi. Bu tiipiin iizerine 240 ml fenol:kloroform:izoamil alkol (25:24:1
oraninda) eklendi. Tiipler yine 20 saniye oldukga sert bir sekilde ¢alkaland: ve sonra
5 dakika da yumusak sekilde ters yiiz edildi. Daha sonra tiipler 3000 rpm de +4°C de
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10 dakika santrifiij edildi. Santrifiij sonunda tiiplerdeki slipernatant kismi yeni tiiplere
alindi. Siipernatantin 1/10’u kadar 3 M NaAc pH 5.2 eklendi. Uzerine, alinan
slipernatant kisminin 2,5 kat1 kadar -20°C de sogutulmus %95’lik ETANOL eklendi.
Tipler sert bir sekilde salland1 ve yogunlasarak ¢oken DNA cam cubuk ile alinarak
yeni tiipe alindi. Pellet kurutulup alkol uzaklastirildi. Pellet, 0,2 ml 10 mM Tris, pH
8.0 ile sulandirildu.

2.3. izole Edilmis DNA’larin Miktar ve Kalitesinin Ol¢iilmesi

Izole edilen DNA’lar Thermo Scientific Nanodrop ND-1000 ile dlgiildii.
Olgiim sonucunda DNA 6rneklerinin kalitesi ve yogunluklar1 ng/ul ve 260/280 A
UV ile tespit edildi.

2.4. PZR

Elde edilen DNA’larin OLR1 gen bdlgesinin 270 baz ¢ift (bg) lik fragmenti
PZR yontemi ile yiikseltendi. PZR protokolii olarak 30 pl’lik PZR iiriinii elde etmek
amaciyla her bir 6rnek i¢in; 20 pul TP mix (20 ul TP mix iginde: 3 ul Taq Buffer,
1,8 ul MgCl++, her birinden 0,06 pl olacak sekilde toplamda 0,24 pl dNTP, 14,96 pl
distile su), her bir primer ¢iftinden 0,2 ul ve 4 ul DNA template ve 5,6 pul de distile
su kullanildi. Kullanilan primerler; AAGGCGAATCTATTGAGAGC (forward) ve
ACTTCTCTGAAGTCCTGCA (reverse) seklindedir (Khatib ve ark 2006). PZR, MJ
Research PTC-200 thermal cycler cihazi ve touchdown PZR profili (Don 1991)
kullanilarak iki asamada yapildi. 95°C’de 4 dakika denatiirasyonun ardindan ilk
asamada 16 dongii i¢in 94°C’de 30 saniye denatiirasyon, primerlerin ideal baglanma
noktasinin saglanmasi i¢in 60°C’den baslayarak her bir dongiide 0.5°C diisiiriilen ve
30 saniye siiren baglanma ve 72°C’de 30 saniye uzama saglandi. ikinci asamada
94°C’de 30 saniye denatiirasyon, 52°C’de 30 saniye baglanma ve 72°C’de 30 saniye
uzama olacak sekilde toplam 25 dongii gergeklestirildi. Son olarak 6rnekler 72°C’de
10 dakika tutularak tam bir baglanma saglandi.
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2.5. Agaroz Jel Elektroforez Analizi

PZR isleminden sonra elde edilen PZR iiriinlerini degerlendirmek amaciyla %
2’lik agaroz jel kullanilmistir. PZR {irtiniinden 10 pl alinip 5 pl 6x loading dye ile
karigtirilarak jele yliklenmistir. Yiiriitme sonunda jelin UV 1sik altinda fotografi
cekilerek degerlendirilmistir. Degerlendirme sonucunda 270 bg biiyiikliiglinde

bantlar goriilmiistiir.

2.6. OLR1 Geninin Restriksiyon Enzimi ile Kesimi

Degerlendirme sonucunda geriye kalan 20 pl PZR firlinlerinde restriksiyon
fragmenti uzunluk polimorfizm analizi igin restriksiyon kesimi yapildi. Enzim-
buffer-su karisimlari hazirlanip (her bir 6rnek i¢in 0,5 pl Pstl enzimi, 0,5 pl buffer, 9
ul bidistile su) 10 pul PZR 6rneklerinin tizerine eklendi ve 37 °C’de bir gece (yaklasik
17-18 saat) bekletildi. Bu siirenin bitiminden sonra % 2’lik agaroz jele elde edilen
enzim kesim friinleri yiliklendi. Her bir 0rnegin yanina enzimle kesilmemis PZR
tiriintinden 10’ar pl’si, 5 pl 6x loading dye ile boyanarak ayni jelde, ayni 6rnegin
yanina farki daha iyi gozlemleyebilmek igin yiiklendi. Yiirliitme sonunda UV 15181
altinda fotografi ¢ekilip degerlendirildi.

2.7. Istatistiksel Analizler
Verilerin istatistiksel analizi TFPGA, version 1.3.8 programi ile (Miller 1997)

yapildi. Hardy-Weinberg dengesi tam olasilik testi ile degerlendirildi. Mega 5
programiyla (Tamura 2011) dairesel agaci ¢izildi.
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3. BULGULAR

3.1. OLR1 Geni 3’ UTR bélgesi Polimorfizmi Bulgular:

Fenol/kloroform yontemiyle izole edilen DNA’larin OLR1 gen bdlgesinin
10141 - 10680. niikleotidleri arasinda bulunan kismi, PZR yontemi ile
yikseltgenmis ve enzimle kesilmeden oOnce agaroz jel elektroforezinde
yuritilmistir. UV 1sik altinda cekilen jel fotograflarinda 270 b¢ uzunlugunda

gbzlenen bantlar Sekil 3.1°de gosterilmistir.

er (50bg)

Pecr uriinleri

Sekil 3.1. OLR-1 geni (NC_007303) 10141 — 10680. niikleotidleri arasindaki
bolgenin PZR ile yiikseltgenen (1, 2, 3, 4, 5, 6, 7 ve 8 nolu) ornekler. 9.
kuyucuk DNA markoriinii (50 bg) gostermektedir.

3.2. PZR Uriinlerinin Restriksiyon Enzimi ile Kesilmesi

OLR1 geni 3° UTR CB8232A polimorfizminin belirlenmesi amaciyla
yiikseltgenmis PZR iriinii, Pstl (Providencia stuartii-1) restriksiyon enzimiyle

kesilmis ve agaroz jel elektroforezinde parga biiyiikliiklerine gore ayristirilmistir.

Agaroz jel elektroforezinde ayristirilan ve UV 1sik altinda c¢ekilen jel
fotograflarinda ii¢ farkli bant profili gozlenmistir. Bunlardan ilki, kesme isleminin

gerceklesmedigi 270 b¢ uzunlugundaki bant, ikincisi kesme isleminin gergeklestigi
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250 bg¢ uzunlugundaki bant, tigiinciisii ise 250 b¢ ve 270 b¢ uzunlugunda iki ayri

bantin gézlenmesidir.

1 1E 15 15E 20 20E 73 73E112112E 122 122E 141 141E

—
50bg ladder

Sekil 3.2. OLR1 geninde 10141 - 10680 niikleotidleri arasindaki gen bolgesinin
PZR iirliniiniin, Pstl restriksiyon enzimi ile kesimi sonrasi, agaroz jel
fotografi. (son kuyucuk DNA markerini (50 bg) gostermektedir). 1, 20, 122,
141 nolu ornekler CC; 15, 73, 112 nolu Ornekler CA genotipini
gostermektedir (her 6rnegin yanina negatif kontrolii konularak, bantlarin
daha kolay ayirt edilebilmesi saglanmistir.)

107 107E 115 115
100bg ladder

N

«—— 270bg

Sekil 3.3. BI sigir irkina ait PZR iirtinlerinin (107 ve 115) Pstl enzimiyle kesimi
sonrasi agaroz jel elektroforezi.

3.3. OLR1 Geni Genotipleme Sonuclari

Degerlendirme sonucunda, OLR1 geni i¢in 270 bg¢ ve 250 bg biiyiikliigiinde
bantlar g6zlenmistir. Genotipleme yapilirken sadece 270 bg biiylikliiglinde bant
goriildiigiinde AA homozigot; 250 bg biyiikligindeki bantla, 270 bg
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biiyiikliigiindeki bantlar birlikte goriildiigiinde CA heterozigot ve sadece 250 bg
biiyiikliigiindeki bant goriildiigiinde ise CC homozigot seklinde genotiplendirilmesi

degerlendirilmistir.

On sekiz ornegin (2 GAK, 1 YK, 15 BI), farkli PZR kondisyon ve
profillerinde bantlar gozlemlenememistir. Bu yiizden bu 18 0Ornek istatistiki
degerlendirmeye alinmamis ve geriye kalan 129 Ornekle istatistiksel analizler

yapilmustir.

Cizelge 3.1. Giiney Anadolu Kirmizi, Yerli Kara ve Boz Irk sigir irklarinda
gozlenen genotipler.

Gozlenen genotipler
CcC CA AA
GAK 46 3 0
YK 42 6 0
Bl 27 3 2
Toplam 115 12 2

3.4. Istatistiksel Analizlerin Sonuclar1

Genotiplemesi yapilan verilerin allel ve genotip frekanslar1 hesaplanmis, Ki-

kare (y %) testi ile degerlendirilmistir. Anlamlilik seviyesi 0,05 alinmistur.

Cizelge 3.2. OLR1 3’UTR C8232A genotipik, allelik frekans, gozlenen, beklenen
heterozigot degerleri.

genotipik frekans allelik frekans heterozigot %
cc CA AA EP. C A Gozlenen Beklenen
Ho He
GAK 095 0,06 0,0009 0,83 0,97 0,03 6,12 5,94
YK 092 012 0,004 0,65 0,94 0,06 12,5 11,73
Bl 0,77 019 0,012 0,003* 0,89 011 9,38 19,48

EP1: exact probability (Haldene 1954)
* P<0,05 ise EP 6nemlidir.

OLR1 geni 3> UTR CB8232A polimorfizmi i¢in yapilan genotiplemede; 115

hayvanda (%89,15) CC genotipi, 12 hayvanda (%9,3) CA genotipi ve 2 (%1,55)
hayvanda ise AA genotipi bulundu. GAK, YK ve BI sigir irklarinda CC genotipi

25



sirastyla %93,88, %87,5 ve %84,38, CA genotipi sirasi ile %6,12, %12,5 ve %9,38,
AA genotipi ise sirast ile %0, %0 ve %6,25 olarak bulundu. AA genotipi referans
alinarak yapilan istatistiksel hesaplamada heterozigot CA genotipinin GAK, YK ve
Bl sigir irklar arasindaki dagilimlarinda istatistiki olarak anlamli bir fark tespit edildi
(x 2= 8,61). Bu farkliligin sebebinin ortaya konmasi i¢in Cizelge 3.1.’deki veriler
kullanildiginda; AA genotipinin BI’da 2 (%6,55) hayvanda, GAK ve YK’da ise

mevcut olmadigi goriilmektedir.

3.5. Kullanilan Sigir Irklarimin Karsilastirilmasi

Sekil 3.4. Irklarin filogenetik karsilagtiritlmasini gosteren agag (TFPGA, version 1.3.8
programu ile (Miller 1997)).

Sigir irklart arasindaki genetik iliski agacini gosteren Selik 3.4.°e gore irklar 2
ana gruba ayrilmaktadir. Buna gore BI diger 2 gruptan farklilik gostermis ve

ayrilmistir. GAK ve YK 1rklari ise birbirine benzerlik gostermektedir.
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Sekil 3.5. Calismada kullanilan tiim bireylerin karsilastiriimasini gosteren dairesel
agac ( Mega 5; Kimura 2 parametresi ile (Tamura 2011)).
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4. TARTISMA

Sunulan ¢aligmada, Tiirkiye’de bulunan Giiney Anadolu Kirmizisi, Yerli
Kara, Boz Irk sigir irklarinin siit yagi ve siit verimi tizerinde etkili olan OLR1
(oxidized low - density lipoprotein receptor 1) geni 3’UTR bolgesinde 10141 - 10680
niikleotidleri arasindaki polimorfik yapinin Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR) ve
Belirlenen Parcacik Polimorfizm Yontemi / Retriksiyon Enzimleri Uzunluk

Polimorfizmi (RFLP) yontemleri kullanilarak ortaya konulmasi amaglanmustir.

Sig1ir aort endotel hiicrelerinde tanimlanan OLR1, diistik dansiteli lipoproteini
baglayan ve indirgeyen bir major protein olarak bilinmektedir. Haplotip analizlerinde
3°’UTR 8232 pozisyonundaki C allelinin; siit yagi verimi ve yiizdesini dnemli 6lgiide
etkiledigi gosterilmistir (Khatib ve ark 2006). Sigirlardaki OLR1 geni, siit bilesim
ozellikleriyle iligkisinin oldugu diisiiniilerek aday gen olarak se¢ilmistir (Khatib ve
ark 2007).

Mutasyon analizleri ile OLR1 geninin 3’UTR bélgesinde 8232. pozisyonda
bulunan sitozin (C) niikleotidinin, adenin (A) niikleotidine degistigi bir polimorfizm
belirlenmistir (Khatib ve ark 2006). Sunulan c¢alismada GAK, YK ve Bl sigir
irklarmin  8232. pozisyonundaki polimorfizmi belirlemek amaciyla PZR-RFLP
yontemi kullanilmigtir. OLR1 geninin 8232. pozisyonunda bir polimorfizm varsa
restriksiyon enzimi bu bolgeyi tanimamakta ve kesme islemi gergeklesmemektedir.
Bagka bir deyisle OLR1 geninin 8232. pozisyonunda, adenin (A) niikleotidi varsa

enzim buraya yerlesememekte ve hedeflenen bolgeyi kesememektedir.

Khatib ve ark (2006) OLR1 geni 3’UTR polimorfizmini incelemeleri
sonucunda AA genotipli bireyler; CC ve CA genotipli bireylerle karsilastirildiginda
AA genotipli bireylerde OLR1 ekspresyonunun azaldigin1 gérmiislerdir. Bu durumun
A allelinin varligiyla alakali olabilecegi gibi, yakinlardaki fonksiyonel bir SNP’nin
varligiyla da baglantili olabilecegini belirtmislerdir. Holstayn irkinda C allelinin
frekansimi1 %54, Guernsey irkinda %87 ve Bison Bison, Isvigre Holstayn ile Jersey
irklarinda %100 olarak bulmuslardir. Sunulan ¢alismada ise C allelinin frekansi;
Giliney Anadolu Kirmizisi irkinda %97, Yerli Kara irkinda %94 ve Boz Irk’ta ise

%89 olarak hesaplanmistir. Yerli sigir irklarimiz ig¢in bulunan C alleli frekansi,
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Khatib ve ark (2006)’nin ¢alismasinda kullanilan C alleli frekansi ile yakinlik

gostermektedir.

Yine, Khatib ve ark (2007) OLR1 C8232A polimorfizminde C allelinin
sikhigint Isvigre Holstayn rkinda %95 olarak saptamislardir. UW (The University of
Wisconsin)’in kaynak populasyonunda ise C alleli Holstayn irki i¢in %64 olarak
verilmistir. Bu iki rktan Isvigre Holstayn irki daha yiiksek siit yag1 yiizdesine sahip
oldugu i¢in iki irk arasindaki farkliligin sebebinin C allel frekansi oldugunu ifade

etmislerdir.

Komisarek ve ark (2009) OLR1 geni 3’UTR bolgesiyle ilgili benzer
calismada, C allelinin frekansini %57 ve A allelinin frekansini1 %43 bulmuslardir. Siit
ve yag yiizdesi i¢gin tahmini damizlik degerlerinin (EBV), CC ve CA genotipli
bogalara gore AA bogalarinda daha diisiik goriilmiistiir ve bunun sonucu olarak C
allelinin siit yagi yiizdesine pozitif etkisinin oldugunu belirtmiglerdir. AA
genotipindeki bireylerde siit yagi yiizdesinin az olmasi, diisik OLR1 gen
ekspresyonu ve plazma ox-LDL konsantrasyonunun yeterince az olmasindan
kaynaklanabilecegini ifade etmislerdir. Sunulan calismada ise Cizelde 3.2°deki
verilere bakildiginda CC genotipinin, AA genotipinden daha yiiksek oldugu
goriilmektedir. Bu nedenle GAK, YK ve BI sigir wrklarinda siit yagi veriminin
oldukga yiiksek olabilecegi sonucuna varilmistir. En ytiksek siit yag1 miktarinin GAK

irkinda, daha sonra YK 1irkinda ve son olarak BI’da olabilecegi diistiniilmiistir.

Yine Schennink ve ark (2009) OLR1 geni C8232A polimorfizminde C alleli
frekansini %71 bulmusglar ve Khatib ve ark (2006)’nin ¢alisma raporlar1 ile uyum
icinde oldugunu belirtmislerdir. Ancak kendi ¢alismalarinda diisiik siit yagi verimiyle

ilgili bir iligki gérememislerdir.

Calisilan yerli sigir irklarinda; OLR1 geni 3’UTR bolgesindeki AA genotipi
yalnizca Boz Irk (BI) sigir irkinda 2 erkek sigirda gozlenmistir. Diger iki irkta ise
AA genotipli bireylere rastlanmamistir. AA genotipindeki bireylerin disi olmasi
durumunda, diisitk OLR1 gen ekspresyonu ve plazma ox-LDL konsantrasyonunun az

olmasi sonucunda siit yagi yiizdelerinin diisiik olabilecegi diisiiniilebilir.
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Yapilan ¢alisma heterozigotluk agisindan degerlendirildiginde, en yiiksek
heterozigotluk diizeyine YK sigir irkinda ulagilmistir. Ayrica BI irkinda, Ho ve He
degerleri arasinda onemli bir farklilik gozlenmistir. Bir lokusta yiiksek allel yada
allelik frekans dagilimi mevcut oldugunda daha genis bir heterozigotluk elde
edilecegi diisiiniiliirse, YK irkinda yiiksek allel frekansi oldugu anlasilmaktadir.
Buna ek olarak, He degerinin BI irkinda yiiksek olmasinda, bu irktaki 6rnek sayisinin
daha az olmasmin 6nemli etkisi bulunmaktadir. Ciinkii beklenen heterozigotluk

hesaplamasinda, 6rnek biiytlikliigiiniin etkisi fazladir.

Hardy-Weinberg  dengesine  gore  degerlendirildiginde, BI  sigir
populasyonunun dengede olmadigi goriilmektedir. Bunun nedeninin ise, Boz Irk’in
genel Ozelliklerine bakildiginda, Giiney Anadolu Kirmizisi ve Yerli Kara sigir
irklarindan farkli olarak, daglik bolgelerdeki orman iglerinde ve engebeli arazilerde
yasamalart oldugu diistiniilmektedir. Arazi yapisindan dolayr bu bolgelerde kiigiik
gruplar halinde yasadiklar icin, rastgele ¢iftlesmelerin olmamasindan dolayr, HW
dengesi icin gerekli sartlardan biri saglanamamaktadir. Bu durum da BI sigir

populasyonunun HW dengesinden sapmasina sebep olmaktadir.

Siit yagr ve siit verimi iizerine etkili olan DGATI1 (diasilgliserol-
asiltransferaz-1) geninin 10 433 - 10 434 pozisyonundaki K232A polimorfizmini
belirlemek amaciyla PZR-RFLP metodu kullanilarak yapilan bir ¢alismada (Sahin
2010), Boz Irk, Yerli Kara, Gliney Anadolu Kirmizisi, Dogu Anadolu Kirmizisi ve
Zavot sigir wrklart aragtirllmistir. K (lizin) aminoasidi, A (alanin) aminoasidine
doniistiigli zaman, bu polimorfizmin etkisiyle siitteki yag miktar1 azalmaktadir
(Strzalkowska 2005). Calisma sonucunda, A allelinin en yiiksek frekansi YK irkinda
%58 olarak gozlenmistir. Diger 1rklarda ise allel frekanslar1 sirasiyla Zavot (%50),
GAK (%50), Bl (%38) ve DAK (%38) seklinde bulunmustur. Bu siralamaya gére A
allelinin siitteki yag miktarin1 diigiirdiigii goéz Ontine alinirsa, DAK ve BI sigir
irklarinda siit yagi oranlarinin yiiksek olmasi beklenmektedir. Sunulan ¢aligmada ise
BI en diisiik, GAK ise en yliksek siit yagi oranina sahip olarak bulunmustur. Sahin
(2010)’in galismasindaki irklarla, sunulan ¢alismadaki irklar ayn1 populasyona ait
olmasina ragmen (her iki calismada da ayn1 kan 6rnekleri kullanilmistir), siit yagi ve
verimini etkileyen genlerin allel frekanslart irklarin siit yagr ve siit verimi

siralamasini degistirmektedir. Siit 6zelliklerini etkileyen bircok QTL oldugu ve baska
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bolgelerdeki  polimorfizm(ler)in  etkisi  disiiniilirse, bu durum  makul

karsilanmaktadir.

Kepenek (2007)’in yaptig1 ¢alismada, dort yerli Tirk sigir iwki; Giliney
Anadolu Kirmizisi (n= 48), Dogu Anadolu Kirmizisi (n= 34), Yerli Kara (42),
Bozirk (n= 46) ve damizlik olarak kullanilan Holstayn (n= 21) 6rneklerinde, siit
tretimini arttiran Prolaktin (PRL) ve Diasilgliserol asiltransferaz-1 (DGATL)
genlerinin polimorfizmi arastirilmistir. Yiiksek siit verimiyle ilgili oldugu diistiniilen
PRL geninin A allelinin frekansinin degerleri YK’da %56,5; BI’da %70; GAK’da
%75,6 olarak bulunmustur. Siitteki yag miktartyla ilgili oldugu diistiniilen DGAT]1
geninin K allelinin frekansinin degerleri GAK’da %82,9; BI’da %85; YK’da %92,5
seklinde bulunmustur. PRL geninin A allelinin siitiin verimini artirict yondeki etkisi,
yiiksek A allel frekansi sebebiyle GAK sigir wrkinda yiiksek siit veriminin
olabilecegini diigsiindiirmektedir. Ayrica sunulan ¢alismada da GAK, YK ve Bl irklar
arasindan; GAK en yiiksek siit yagi verimine sahip olmasi beklenen irk olarak
belirtilmistir. Kepenek (2007)’in ¢alismasindaki DGAT1 geninde ise, K allelinin siit
yag1 miktarini arttirti§1 géz Oniine alinirsa, en yiiksek siit yagi miktarinin YK 1rkinda
olmas1 beklenebilir. Ancak Kepenek (2007)’in ¢alismasinda kullanilan 6rneklerin bu

farkliliga neden oldugu diisiiniilmektedir.

Sunulan g¢alisma, 6nceden yapilan (Khatib ve ark 2006, Khatib ve ark 2007,
Schennink ve ark 2009) OLR1 geni C223A polimorfizmi aragtirmalarin1 destekler
niteliktedir. Siit yag1 verimi ve siit yagi orani iizerine etkisi olan OLR1 genindeki
polimorfik bolgenin; diger sigir rklar1 da kullanilarak ve siitiin benzer 6zelliklerine
etki ettigi diigiiniilen farkli polimorfik bolgelerle birlikte calisilarak daha yarar

saglayabilecegi diisiiniilmektedir.
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5. SONUC VE ONERILER

Sonug olarak; Tiirkiye’de bulunan Giiney Anadolu Kirmizisi, Yerli Kara ve
Boz Irk sigirlarinin, siit yagi verimi ve siit yagi oranina etkisi olan OLR1 geni 3’UTR
bolgesinin polimorfizmi PZR teknigi kullanilarak arastirilmis ve sigir irklariin kendi
aralarinda karsilastirilmasi sonucunda, gruplardan BI'in diger iki irktan farklilik

gosterdigi tespit edilmistir.

OLR1 geninde C allelinin en yiiksek frekans1t GAK (%97), daha sonra YK
(%94), en diisiik frekans1 BI’da (%89) gézlenmistir. Populasyon sayisi artirilarak ve
diger yerli wklar da c¢alismaya alinarak arastirma sonuglar1 daha detayh

degerlendirilebilir.

GAK, YK ve BI wrklarinda yiiriitiilen bu ¢alisma ile elde edilen verilerin, bu
sigir irklarinda siit yagi orani ile OLR1 gen polimorfizmi arasindaki iliski ile ilgili
caligmalarda yararli olmasi, hayvan yetistiriciligi ve 1slah ¢alismalarinda siit verimi
yoniinden yapilacak calismalara katki saglamasi ve genetik karakterizasyon

arastirmalarina destek olmasi hedeflenmistir.
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Sunulan ¢aligmada siit yag1 verimi ve siit yag1 yiizdesi tizerine etkili olan OLR1 geni 3’'UTR
C8232A polimorfizmi incelenmistir.

Diisiik dansiteli lipoproteini baglayan ve indirgeyen bir major protein olan OLR1’i kodlayan
OLRI1 geni siit bilesimi 6zellikleri bakimindan aday gen olarak belirlenmistir.

Calismada materyal olarak Giiney Dogu Anadolu Kirmizisi (GAK), Yerli Kara (YK) ve Boz
Irk (BI) wrklarindan olmak {izere toplam 149 bas sigir kullanilmigtir. Fenol/Kloroform yontemi ile
DNA izolasyonu yapilmuistir.

Ornekler iizerinde OLR1 geninin 3’UTR bélgesindeki C/A polimorfizmi PZR-RFLP teknigi
kullanilarak belirlenmistir.

OLRI geninde C allelin en yiiksek frekanst GAK (%97) daha sonra YK (% 94)’da, en diisiik
frekansi da BI’da (% 89) gozlenmistir.

GAK, YK ve Bl irklarinda yiiriitiilen bu ¢alisma ile elde edilen verilerin, bu sigir irklarinda
stit yag1 yiizdesi ve verimi ile OLR1 gen polimorfizmi arasindaki iliskinin, siit 6zellikleri ile ilgili

caligmalarda yararli olacagi, hayvan yetistiriciligi ve 1slah caligmalarinda siit verimi yoniinden
seleksiyona katki saglayacagi sonucuna varilmistir.

Anahtar Sozciikler: Sigir; OLR1 geni; Polimorfizm.
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7. SUMMARY

Investigation of OLR1 Gene Polymorphism in gene Cattle in Turkey

In the present study, C8232A polymorphism in 3'UTR region of OLR1 gene, which is
effective on the production and percentage of milk fat, was investigated.

Coding OLR1, a major protein decreasing and binding low density lipoprotein, OLR1 gene
was defined as candidate gene in terms of the features of milk formation.

As the study material, total 149 cattles of South Anatolian Red (SAR), Anatolian Black
(AB) and Anatolian Grey (AG) were used. DNA extraction was done with Phenol/Chloroform
method.

C/A polymorphism in 3'UTR region of OLR1 gene was determined using PCR-RFLP
technique in all samples.

The highest frequency of C allelle in OLR1 gene was found to be first in SAR (97%) and
second in AB (94%), and the lowest in AG (89%).

The data obtained via the study performed on GAK, AB and AG kinds were concluded to be
beneficial in studies associated between milk features in these kinds and polymorphism of OLR1

gene, and to contribute to the selection, improvement and raising of appropriate races as to milk
production.

Key Words: Cattle; OLR1 gene; Polymorphism.
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