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1. Projenin Tiirk¢e ve Ingilizce Adi ve Ozetleri

Tiirk¢e Adh
Ingilizce Ad

Ozetleri

: Tarim Isletmeleri Genel Miidiirliigii’nde (TIGEM) Yetistirilen Siyah Alaca

Sigirlarda Kahitsal Kolestrol Eksikligi (CD) Hastali@inin Aragtirilmasi

: Investigation ot Hereditary Cholestrol Deficicncy (CD) in Holstein Cattle Raised

at the State Farm 1n Turkey

Tarim isletmeleri Genel Midiirligii’'nde (TIGEM) Yetistirilen Siyah Alaca
Sigirlarda Kalitsal Kolestrol Eksikligi (CD) Hastaligimin Aragtirilmasi

Ozet: Tiirkiye’de uluslararasi hayvan ve sperma hareketleri yogun oldugu igin
enfeksiydz ve kalitsal hastaliklardan da gok etkilenmektedir. TIGEM, damizlik
firetimi ve dagitinu yapan bir kamu kurulusudur. Bu aragtirmada TIGEM’de
yetistirilen Holstayn sigirlarda Kolesterol Eksikligi (CD) ad1 verilen hastaliga
neden olan mutant allelin varligr ve dagiliminin incelenmesi amaglanmustir. Bu
amaca yonelik olarak Cukurova, Ceylanpinar, Kogas, Polatli, Tiirkgeldi ve
Sultansuyu Tarim Isletmelerinde (TIM) yetistirilen 466 bas Holstayn irki sigirdan
ornekler toplanmstir. Genotiplendirmede Real-Time PCR yontemi kullanilmistir.
Cukurova isletmesinde 3, Ceylanpinar’da 3 ve Kogas’ta 1 olmak iizere toplam 7
s1garin heterozigot yani tagiyier oldugu tespit edilmistir. Isletmelere gore mutant
allel frekanst % 0,00-1,97 arasinda degismektedir. Mutant allelin genel frekans: ise
% 0,75 olarak hesaplanmistir. APOB mutant alleli diisiik frekansta da olsa
Tiirkiye’de ilk kez bu aragtirmayla tespit edilmis bulunmaktadir. Bu nedenle diger
siirilerde de taramalar yapilarak kontrol programlarinin gelistirilmesi gerekli
bulunmaktadir.

Anahtar Kelimeler: Sigir, Holstayn, Mutasyon, APOB, Kolestrol Eksikligi,

Investigation of Hereditary Cholestrol Deficiency (CD) in Holstein Cattle Raised
at the State Farm in Turkey

Abstract: Turkey is exposed to international animal and semen movements. For
this reason, Turkey is very atfected by diseases and also by hereditary disorders.
TIGEM is a state farm that produces and distributes breeding cattle. This study
aimed to investigate the presence and distribution of mutant alleles causing
cholesterol deficiency (CD) disorder in Holstein cattle reared in TIGEM. For this
purpose, samples were collected from 466 Holstein cattle reared in Cukurova,
Ceylanpinar, Kocas, Polatli, Turkgeldi and, Sultansuyu state farms. Real-Time
PCR method was used for genotyping. A total of 7 cattle, 3 in Cukurova, 3 in
Ceylanpinar and 1 in Kocas, were found to be heterozygous. According to farms,
the mutant allele frequency varies between 0,00-1,97%. The overall frequency of
the allele was 0.75%. APOB mutant allele was (ound low [requencics and detected
for the first time in Turkey with this research. Therefore, it is necessary to develop
control programs by screening in other Holstein populations.

Keywords: Cattle, Holstein, Mutation, APOB, Cholestrol Deficiency




1. Amag ve Kapsam

Entansif tiretimde, saghkl siirtiler elde etmek, yiiksek verimli ineklere sahip olmak, her y1l her
inekten bir buza@ elde etmek, bu buzagilari iyi bir sekilde bilyiitmek ve bu islemlerde siireklilik
saglamak en bilyiik hedeflerdendir. Buzagi hastaliklar ve dliimleri yetistiricilerin énemli
problemlerinden olup isletmenin maddi zararlan arasinda ilk sirada gelen kayiplardandir. Hastaliklar
genetik kaynakli da olabilir. Genetik kaynakli kusurlara “kalitsal hastaliklar” adi verilmektedir.
Kalitsal hastaliklar, genlere bagh olarak kahtsal olarak nesilden nesile aktarilan yap: bozukluklari,
anomaliler, sendromlar seklinde ortaya ¢ikan kusurlardir. Yetistiricilikte, bu hastaliklar bir taraftan
hayvanlarin ekonomik degerlerini, verimlerini ve damzlik kiymetlerini azaltirlar, bir taraftan da
oliimlere yol agarlar. Bu yiizden buzaginin genetik $zgegmisinin bilinmesi yetistirme stratejileri
agismdan ¢ok 6nemli bulunmaktadir.

Kalhtsal hastaliklarin 6nemi ve kalitimi bilim adamlarinin artan bir sekilde ilgisini ¢cekmistir.
Buna ragmen bazi kalitsal hastaliklarin kalitimi bugiin bile tam olarak agiklanamamaktadir.
Yetigtiricilikte kongenital malformasyonlar kolaylikla goriiliir, ancak bu malformasyonlar
ebeveynlerinin fenotipinde gormek mimkiin degildir. Biiyiik ¢iftlik hayvanlarinin geg biiyiimeleri,
genelde tek dogum yapmalarindan dolay: ¢ok zaman ve paraya ihtiyag duyulmasi nedeniyle bu tip
malformasyonlarin kalitimi iyi anlagilabilmis degildir. Bu siiriilerde diigiik performansli anomalili
hayvanlar ayiklanir ve genelde baska bir igleme tabi tutulmazlar. Ancak giiniimiizde kayitlarm ciddi
bir sekilde tutulmasi neticesinde kalitsal hastaliklar daha ¢ok ortaya ¢ikarilabilmektedir.

Si1gir yetistiriciliginde suni tohumlamanin ¢ok yogun kullanilmasi, kalitsal hastaliklar konusunda
daha dikkatli olunmasim gerektirmektedir. Kalitsal hastaliklar genelde resesif karakterdedir ve
akrabali yetistirmelerde daha sik ortaya ¢ikmaktadir. Kendisi herhangi bir hastalik belirtisi
gostermeyen ancak herhangi bir kalitsal hastalig tagryan bir boga damizlikta kullanildig: siirece
hastalikli geni yaymaya devam eder. Hastalik yapan genin frekansi arttikca yapilacak birlestirmelerde
homozigot olma ihtimali de artmaktadir. Bu nedenle kalitsal hastaliklarin belirlenmesi ve siiriiden
uzaklastirilmasi yetistiricilikte biiylik 6nem arz etmektedir.

Sigir yetistiriciliginde verimleri arttirmak ve bazi 6nemli 6zellikleri iyilestirmek igin seleksiyon
yapilmaktadir. Bu seleksiyon yontemlerinden en yaygin kullanilanlarn “Projeni Test Yéntemi” ile
“Genomik Seleksiyon Yontemi” dir. Bu testlerden gegen ve performans bakimindan siralamaya giren
bir boga sadece bir iilkede veya kitada degil tiim diinyada suni tohumlamada yaygin olarak kullanilir.
Eger bu bogalarda herhangi bir kalitsal hastalik var ise verimleri artirmak isteyen yetistiriciler
islemeden hastaligin da yayilmasina sebep olurlar. Daha énce goriilmeyen birgok enfeksiydz ve
kalitsal hastalik ithalat yoluyla Tiirkiye’ye giris yapmistir. Kontrolsiiz sperma girisleri ile kalitsal
hastaliklari tastyan boga spermalar da Tiirkiye’de hala yaygin olarak kullanilmaktadir. Konuyla ilgili
olarak yapilan kayitlara dayal bir ¢aligmada (Inal ve Cam, 2016), 2015 yilmda Tiirkiye’ye spermasi
ithal edilen 273 Holgtayn boganin % 29 unun en az bir kalitsal kusuru tagidigi ve hastaliklara gére
104-193 boga hakkinda da bilgi edinilemedigi belirtilmektedir. Ozellikle taninmis bogalar tastyici
olduklarinda yayilma hizi daha da artmaktadir. Ornegin, 1989 yilinda ilk kez tammlanan ve BLAD
(Bovine Leukocyte Adhesion Deficiency) isimli kalitsal hastalik nokta mutasyonu sonucu olusmus
olup 1952 dogumlu taninmus bir bogadan (Osborndale lvranhoe) temel almistir (Ozbeyaz, 1997). Gen
teknolojisi gelistikge yeni kalitsal hastaliklar ve bozukluklar ortaya ¢ikariimaktadir. Bunlardan bir
tanesi 2015 yilinda Alman arastiricilar tarafindan Holstayn’larda tespit edilen “Kolesterol Eksikligi-
Cholestrol Deficiency (CD)” adi verilen kalitsal bir bozukluktur (Kipp ve ark., 2015).

Kolesterol Eksikligi (CD), dliimle sonlanan otozomal resesif kahtim gésteren bir hastaliktir.
Hastaliktan etkilenmis buzagilarda hipokolesterolemi ve hipolipidemi gériiliir. Hastalik ilk defa 2015
yilinda Almanya’da Holslayn popiilasyonu igin 45,000 SNP ilc yapilan rutin GWAS ( Genome Wide
Association Study) analizi saycsinde ilgili genin BTA 11. kromozom iizerinde oldugu ortaya
konulmustur. Hastalikla iliskili gen, 1991 dogumlu Mauglin Storm isimli Kanada orijinli meshur bir
bogaya dayandirilmistir (Kipp ve ark., 2015). CD, Holstayn sigirlarda | 1. Kromozomda bulunan
APOB (Apolipoprotein B) geninin 5. ckzonunun kodlama dizisinde bir insersiyon ile sonuglanan




mutasyona bagli ortaya ¢ikmaktadir. Yabanil allele sahip bireyler hastaliktan aridir (homozigot
normal), bir yabanil bir mutant allele sahip bireyler tagiyicidir (heterozigot tagiyici) her iki allel de
mutant (homozigot hasta) olan bireyler ise hastadirlar. Iki tagiyicinim birlestirilmesinden % 25
oraninda hasta (CD) buzagilar dogarken, tagiyict ile normal bireyler birlestirildiginde % 50 tastyic
buzagilar elde edilir. Yani dogan buzagilardan hig birisinin hasta olma ihtimali bulunmamaktadir
(Doormal ve Beavers, 2016). Bu kalitsal kusurun otozomal resesif kalitim gésterdigi bildirilmekle
birlikte 2019 yilinda yayinlanan bir makalede (Hafliger ve ark., 2019), heterozigotlardan bazilarinin
klinik belirti gosterdiklerini ve tam penetrans gdsteren homozigotlara gore heterozigotlarda genin
penetransinin azaldigini belirtmislerdir. Dolayisiyla hastaligin hetrozigotlarda tam olmayan
penetransh eksik dominant kalitim gésteren metabolik bir bozukluk oldugu sonucuna varmislardir.

Kolesterol Eksikliginde, APOB genindeki mutasyon sonucu lipit metabolizmasi bozulmaktadir.
Apolipoprotein B silomikronlar ve LDL’ler (Low-density lipoprotein) igin esansiyel bir
apolipoproteindir. Apolipoprotein B geninde olugan mutasyon homozigot oldugunda insanlarda
goriilen otozomal resesif bir hastalik olan hipobetalipoproteinemi -1 (FHBL1) gibi fonksiyon kaybi
olur (Menzi ve ark., 2016) ve APOB yoklugunda bagirsaklarda diyet ile alinan yagin ve yagda eriyen
vitaminlerin emilimi olmaz. Bu durum bagirsaklarda silomikron olusumunu engelleyerek kolesterol
metabolizmasini zayiflatir ve dolasimda ve karacigerdeki kolesterol seviyesinin azalmasina yol agar.

CD, ilk bulundugunda haplotip diizeyinde ortaya ¢ikariimistir. Bu nedenle hasta ve tagiyicilarin
simtlandirilmasinda bazi sikintilar olmustur. Haplotipler pedigri bilgileriyle birlegtirilerek teshis
edilmeye calistlmistir. O; tastyict olmayanlar, 1; tagiyicilar, 2; homozigotlar, 3; siipheli tasiyicilar, 4;
siipheli homozigotlar olarak kodlanmustir (VanRaden ve Null, 2015). Haplotip simflandirmasina gore
Almanya’da 234 sigir homozigot olarak bulunmus, bunlarin %80’ini bir yil igerisinde dlmiistiir.
Holstayn popiilasyonunda hastalikla iligkili haplotip frekans1 % 8.7 (3400 Holstayn) olarak tespit
edilmigtir (Kipp ve ark., 2015).

Kanada’da yetistirilen Holstaynlarda CD bakimindan tasiyict frekansi 2002°de % 2 iken yillar
ilerledikge artis gdstermis ve 2012 yilinda % 17 ile en yiiksek degere ulasmistir. Sonraki yillarda
tedrici diistis siirecine girmis ve 2016 yilinda % 6 olarak tahmin edilmistir (Doormal ve Beavers,
2015).

Almanya’da 2012-2015 yillarinda dogan Holstayn bogalarda tasiyicilarin frekanst % 12,7 olarak
bildirilmis (Schiitz ve ark., 2016) ve bu oranin daha énce Almanya’da bildirilen % 8,7 degerinden
oldukca yiiksek oldugu belirtilmigtir. Kaminski ve Rusc (2016) tarafindan Polonya’da yapilan bir
calismada pedigrisinde M. Storm bulunan 27 boganin 9’unun tasiyici oldugu tespit edilmistir.
Polonya’da analizi yapilan 27 boganin % 33,3 tiniin tastyict oldugu ortaya ¢ikmaktadir ki bu oran
cok yiiksek bir degerdir. Kontrol edilimedigi takdirde Polonya sigir yetistiricilerinin gok dnemli
problemlerle kargilagmasi s6z konusu olabilecektir. Ingiltere’de Holstayn sigirlarda tagiyici veya
siipheli tagiyic1 oranmin % 4,4-6,0 arasinda olabilecegi ve yapilan hesaplamalarda CD i¢in vaka
basima USA Holstaynlarina gore 297 Sterlin kaybin oldugu tahmin edilmistir (Anonim, 2017).
CD’nin goz ardi edilmemesi gerektigi, popiiler tasiyici bogalarin kullammuyla hastaligin hizla
yayilmasinim sdz konusu olacagi ifade edilmistir. Almanya’da 2015 yilinda her yil CD bakimindan
3400 homozigot mutant buzag: dogdugu ve ekonomik kaybin ise 1,3 milyon Avro oldugu tahmin
edilmistir (Kipp ve ark., 2015).

Hasta hayvanlarda (homozigot mutant) kronik ishal ve gelisme geriligi bulunmakta olup
genellikle 3 hafta ile 6 aylik yas arasinda 6liim gorillmektedir. Homozigot buzagilarda klinik
belirtiler tig haftalik yastan itibaren goriilmeye baglamak(adir. Onceleri hasta buzagilarin igtahlar
normal ve sindirim sistemi normal aktivitesindedir. Digkilar sart ile yesil arasinda degismektedir,
diski normal kokudadir. Yapilan laboratuvar tetkiklerinde viral, bakteriyel ve coccidial etkenler tespit
edilmemekte ve semptomatik tedaviye herhangi bir olumlu cevap alinamamaktadir. Homozigot
mutant allele sahip tck yumurta ikizi buzagilar farkli ¢iftliklerde biiyiitilmiisler ancak ayni belirtileri
gostermislerdir (Kipp ve ark., 2015; Menzi ve ark., 2016). Etkilenen hayvanlarda bityiime ¢ok geri




kalmistir. Mock ve ark. (2016) tarafindan yapilan bir galigmada homozigot hastalarm gebe bir diive
harig tutulursa, normal agirliklarindan % 25-52 kadar daha diigiik agirliga sahip olduklari, kolesterol
seviyelerinin de normale (1-3 mmol/L) gére gok diisiik (0,09 -0,24 mmol/L) oldugu bildiritmistir.
Otopside makroskopik olarak tiim hayvanlarin agin zayif oldugu, ince bagirsaklarin agik sari ile kiif
yesili ve kismen kopiiklii yaglt igerikle dolu oldugu tespit edilmistir. Ince bagirrsaklarin distal 2/3i
ciddi 6demli ve beyazimsi renktedir (Mock ve ark., 2016). Karaciger portakal renginde, ileal ve sekal
mukozalar konjestedir. Histopatolojik olarak kolanjioller, kanalikiil ve hepatositlerin icerisinde safra
birikimiyle birlikte karacigerde belirgin koleztaz mevcuttur. Pndmoni benzeri lezyonun saptanmasi
kabaca bakteriyel kaynakli sekunder bir siipiiratif bronkopndmoniyi dogrulamistir. Kolestoz ve
enteritit varligi kolesterol emilimini ve metabolizmasim etkilemesi bakimindan ilging bulunmustur
(Kipp ve ark., 2016).

Kipp ve ark. (2015), tastyicilarin kolesterol seviyesinin (1,65 mmol/L), normal olanlardan
(2,30 mmol/L) diistik oldugunu tespit etmislerdir. Kipp ve ark. (2016) yaptiklar1 baska bir
aragtirmada 250 hayvanin genotiplendirmesini yaparak kolesterol seviyelerini 6lgmiislerdir.
Kolesterol seviyesini normal, tagiyict ve hastalarda sirasiyla 1,82; 1,25 ve 0,4 mmol/L olarak
bulmuslar ve aralarinda bulunan yiiksek farklilik nedeniyle hastaligin kalitiminin kodominant
olabilecegini diigtinmiislerdir. Clinkii tagtyicilarin kolesterol seviyesi normal-hasta arasinda
seyretmektedir. Bu durumda mutant allelin, kolesterol sentezini heterozigot oldugunda da etkiledigi
anlagilmaktadir. Kolesterol miktarinin diisiik olmasimim hayvan viicudunda nasil bir etkisinin oldugu
veya olaca@r hakkimda heniiz yeterli bir bilgi yoktur. Bununla beraber Hafliger ve ark.,(2019),
heterozigotlardan bazilarmnin klinik belirti gésterdiklerini ve tam penetrans gosteren homozigotlara
gore heterozigotlarda genin penetransinin azaldigini belirterek hastaligin eksik dominant kalitim
gosterdigi sonucuna varmislardir.

Saleem ve ark. (2016), Holstaynlarda goriilen kolesterol yetmezliginin tespit edilmesinde,
dolagimdaki LDL-C seviyesinin fenotipik bir gosterge olup olamayacagima yonelik yaptiklar
aragtirmada, CD tasiyicilari ile kontrol grubunun kolesterol ve LDL-C seviyeleri arasinda ¢ok énemli
farkliliklar tespit etmiglerdir. Buradan hareketle LDL-C’nin, CD igin biyomarker olarak
kullanilabilecegi bildirilmistir. Kolesterol yetmezligine sebep olan mutasyonun lipit
metabolizmasinin etkiledigi ve kolesterolle beraber fosfolipitler, TAG ve lipoprotein seviyelerinde de
azalama oldugu bildirilmigtir (Gross ve ark., 2016).

Hastaligin tedavisi yoktur, insanlarda gériilen hipobetalipoproteinemi hastaliginda yiiksek doz E
vitamini verilerek, gidalarla alinan yag kisitlanarak ishal siklig1 azaltilabilmekte ve nérolojik
belirtilerin ortaya ¢ikmasi geciktirilebilmektedir. Kolesterol eksikligi ciddi bir hastaliktir, ancak
tstesinden gelinemeyecek bir hastalik ta degildir. CD hastaligi dlen hayvanlarin yaninda gereksiz
tedavi masraflarina, isgiicli ve zaman kaybina neden olarak isletmeleri ¢ok yonlii zarara
ugratmaktadir. Kontrol programlarn uygulanmadig takdirde tiim iilkeler igin 6nemli kayrplara sebep
olabilirler. Bu nedenle bir iilkede kontrol programlari yapilmadan énce APOB genindeki mutasyon
frekansim belirlenmesi gerekir. Yani 6ncelikli olarak tagiyicilarin belirlenmesi, kullanilmis ve
kullanilmakta olan suni tohumlama bogalarnm etiketlendirilmesi ¢ok énemlidir. Bundan sonra
projeni test programlarindaki tastyici bogalarin eliminasyonu saglanarak hastaligin yayginlasmasi
onlenebilir. Hastalik yayildiysa sadece bogalar lizerine yogunlasmakla mutant genin dagilimi
onlenemez. Bu durumda disiler vasitastyla mutant allel popiilasyonda yayilmaya devam eder. Ote
yandan bugiin baz1 isletmeler hala kendi bogalarini kullanmaktadirlar. Bu bogalarin tasiyici olmas:
durumunda siirekli olarak genin siiriide dagilmasi séz konusu olmaktadir ve béylelikle hasta
hayvanlarin dogma ihtimali de yiikselmektedir.

Islah programlarinda genetik ilerleme, ¢ok uzun yillar harcanan emeklerle saglanmaktadir.
Genetik ilerlemenin 6nemli bir kismi bogalardan gelmektedir. Bu nedenle genetik potansiyeli yiiksck
olan ve sonradan tasiyic1 oldugu belirlenen bir boganin hemen kullanimindan vazgecilmesi kolay
olmamaktadir. Bunun igin kontrollii birlegtirmeler yapilarak mutant allelin aktartlmadig ancak
boganin istiin genlerinin aktarildigs bireylerin tespit edilerek suni tohumlamada kullanimi yoluna




gidilebilir. Hastalik Holstayn sigirlarda bulunmus ve saf ik yetistiriciliginde sadece Holstayn
sigirlarda devam edecegi sdylenebilir. Ancak saf ik yetistiriciligine dikkat edilmeyen tlkelerde,
melezlemeler yoluyla diger irklara veya populasyonlara mutant allelin aktarilmasi ve bdylelikle bu
stirtilerde de hastaligin yayilmasi ve gorilmesi miimkiin olabilir. Tirkiye’de de kontrolstiz
ciflestirmelerin yapildigi bilinmektedir. Bunlardan elde edilen melezlerin hangi irklar arasinda
yapildig1 bile bilinmemektedir. Nitekim istatistiklerde kiltiir irk1 melezlerinin oraninin % 40-45
kadar oldugu bildirilmektedir. Dolayisiyla hastalik sadece Holstayn sigirlara mahsus olmakla beraber
tastyict bogalarin diger irklarda kullanilmasi durumunda hastaligin veya mutant genin de aktariimasi
miimkiindir. Bu yiizden Tlrkiye'de yapilan melezlemelerde genin diger irklara veya melezlere
aktarilmis olma ihtimali de bulunmaktadir (Ozbeyaz, 1997).

CD hastalig1 orijinini genetik kapasitesi tistin ve taninmig bir bogadan aldig: bilindiginden
Tiirkiye’nin de kontrol programlarini uygulamaya gegirerek hastaligin yayilmasinin 6niine gegmesi
gerekmektedir. Bu programlarin hayata gegirilebilmesi yetistiricilik sartlarinda 6zellikle iilkenin
damizlik deposu olarak bilinen kurumlarinda hastaligin durumunun bilinmesine ihtiyag
bulunmaktadir. Mutant allelin Tiirkiye’de varligi, dagilim, frekans: ve kaynaklaring ortaya ¢ikaracak
arastirmalarin yapilmasi 6nemli bulunmaktadir. Sigir stirlilerinde kayiplara neden olan BLAD,
DUMPs, Citrullinemia gibi kalitsal hastaliklarda tasiyicilanin tespit edilebilmesi sayesinde bu
hastaliklar 6nemli sorun olmaktan ¢ikmistir. Kahitsal bozukluklarin en 6nemli dezavantaji,
mutasyonun verimler yoniinden ¢ok tistiin olan bogalarda meydana geldiginde orlaya ¢tkmaktadir.
Hastalik tanimlanmadig i¢in de hastaligin tim Holstayn stiriilerinde hizla yayilmasi s6z konusu
olmaktadir. Tiirkiye’de Holstayn yetigtiriciligi 6zellikle son yillarda ¢ok yaygimlagsmistir. CD
hastaliginin veya mutant genin yayginlig1 hakkinda heniiz yapilmis bir ¢aligsma bulunmamaktadir.
Hastaligin durumu hakkinda elde edilebilecek bilgilerin 1slah kuruluslariyla paylagilmasiyla CD
hastaligina karg1 tedbirlerin alinmasi s6z konusu olabilecektir.

TIGEM Tiirkiye’nin tohum ve damizlik hayvan yetistiriciliginde dnemli kamu
kuruluslarimdandir. TIGEM’de Holstayn (Siyah Alaca) irkindan toplam 12.000 bas sigir
yetistirilmektedir. 2012 yilina kadar Holstayn’larin tohumlanmasinda ithal sperma kullanilmistir.
TIGEM., 2012 yilindan sonra ise Sultansuyu TIM’de iiretim istasyonu kurarak kendi spermasini
{iretmektedir ve bu yildan beri ithal sperma yerine kendi spermasim kullanmaktadir. Uretimde
kullanilan bogalar, en iyi boga spermalartyla tohumlanan en iyi ineklerden elde edilen yavrulardan
olusmustur. Bu durumda CD hastaliginin taginma ihtimalinin yliksek oldugu diisiiniilmektedir.
TIGEM’in 6nemli ve giivenilir damizlik merkezi olimasi ve damizliklarim yetistiricilere de dagitmasi
nedeniyle yeni ortaya gikarilan CD hastaligi bakimmdan da durumunun tespit edilmesi 6nemh
bulunmaktadir.

Bu arastirmada TIGEM de yetistirilen Holstayn si@irlarda “Kolesterol Eksikligi (CD)” ach
verilen otozomal kalitsal hastaliga neden olan mutant allelin dagiliminin incelenmesi amaglanmistir.
Bu amaca yonelik olarak, TIGEM’e bagh olan Cukurova, Ceylanpmar, Kogag, Polath, Tirkgeldi ve
Sultansuyu Tarim Isletmelerinde(TIM) yetistirilen Holstayn ki sigirlarda mutant allel varliginm
ortaya konmasi hedeflenmistir.

HI. Materyal ve Yontem

Bu boliim IIT Materyal ve Yontem ismiyle "Ek Dosya" seklinde verilmistr,

I'V. Analiz ve Bulgular

Bu boliim IV Analiz ve Bulgular ismiyle "Ek Dosya" seklinde verilmistir.




V. Sonug¢ ve Oneriler

Yaptlan ¢alismada kalitsal bir hastalik olan Kolestrol Eksikligini meydana getiren ABOP
genindeki mutasyon Tiirkiye’de ilk kez tespit edilmistir. Orneklemelerin yapildigs Tarim
Isletmelerindeki 466 sigirdan 7°sinin mutant alleli tasidigi DNA testleriyle ortaya konmustur. Tarim
Isletmelerinde mutant genin frekans: % 0,75 olarak bulunmustur. Mutant allelin nasil tagindigina
iliskin pedigri analizlerinden herhangi bir sonuca ulasilamamistir. TIGEM uzun yillar boyunca ithal
sperma kullannmigtir ve muhtemelen de gen tagiyict bir boga aracilifiyla mutant gen transfer edilmis
olabilir. Bu ¢ahismayla CD hastaligimin Tirkiye Holstayn poptilasyonunda varhgi saptanmis
bulunmaktadir.

Sadece TIGEM siiriilerinde ¢alismalari yogunlastirmakla kalmayip Tiirkiye’deki tiim siiriilerde
mutant allel dagilimi ortaya konup eradikasyon programlari baslatilmalidir.

Danuzlik Birlikleri ve kamu konu hakkinda bilgilendirilmeli boga se¢iminde kalitsal hastaliklara
dikkat edilmesi saglanmalidir. Ithal edilen canhi hayvan ve spermalarda da hastalik agisindan
kontroller yapilmalidir.

Yapilan yeni baz1 ¢aligmalarda heterozigot bireylerin bazilarinda da klinik belirtilerin gorilmis
olmasi, hastaligin etkisinin ytksek olabilecegini gostermektedir. O nedenle tasiyicilart zararsiz olarak
gormek dogru degildir. Mutant geninin frekansinin azaltilmasi yani sira genin tamamen eradike
edilmesi yoluna gidilmesi gerekmektedir.

Tasiyict olarak belirlenen bireylerde kolestrol ve trigliserid miktarlar belirlenmeli ve bunlarin
takipleri yapilarak klinik belirti gésterip gostermedikleri degerlendirilmelidir.

VI Gelecege Iliskin Ongériilen Katkilar

Arastirma sonuglarmin uluslararast bilimsel dergilerde yayinlatilmasi ve sempozyum-
kongrelerde sunulmasi diisiiniilmektedir. Tarim ve Orman Bakanliginm ilgili béliimleri ve TIGEM e
konu hakkinda bilgilendirtlecekltir. Diger siiriilerde de mutant allel dagilimi iizerine ¢aligmalarin
yaptlmasi tegvik edilecektir. Kamu ve sigireilikla ilgili damizlik kuruluslartyla gdriismeler yapilarak
eradikasyon programlarinm yapiimast hakkinda sunumlar yapilabilecektir.

Strtilerden bir hastaligin eradike edilebilmesi i¢in hastaliklar bakunindan ineklerin ve bogalarin
tanmmlannug olmasi gerekir. Bu nedenle sigirlarin tammlanmasi ve tim siiriilerdeki hastaligin durumu
hakkinda yeni ¢aligmalar yapilmasi diigiinlilmektedir. Bu galisma 6nci bir aragtirma olup diger
arastirmalarin yapilmasini tesvik edecektir. Bununla beraber hastalikla miicadele i¢in 6n
degerlendirmeler de yapilmis olacaktir.

VII. Saglanan Altyap: Olanaklan ile Varsa Gerceklestirilen Projeler

Proje 1le altyapi destegi olmamustir. Projeden temin edilen sarf malzemeleri tez projesinin
analizlerinde kullanilmistir,

VIII. Saglanan Altyapi Olanaklarimin Varsa Bilim/Hizmet ve Egitim Alanlarindaki Katkilan

Altyapt destegi alinmannstir/saglanmanstir,
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X. Ekler

a) Mali Bilango ve Acgiklamalar:

Bu kisumdaki tablo "X Ekler a Mali Bilango ve Agiklamalarl” baghkli dosya ile ekte verilmistir.




b) Makine ve Teghizatin Konumu ve Ilerideki Kullanimima Dair Aciklamalar:

Proje kapsaminda alinmig herhangi bir makine ve te¢hizat bulunmamaktadir.

¢) Teknik ve Bilimsel Ayrintilar :

Rapor i¢inde verilenlerin diginda ayrinti bulunmamaktadir.

d) Sunumlar (bildiriler ve teknik raporlar) (Altyap1 ve Yonlendirilmis Projeler i¢in uygulanmaz):

Proje tez projesi oldugu ve sonuglara heniiz ulagildig: i¢in herhangi bir yerde sunulmamis ve
teknik rapora doniistiiriilmemistir.

¢) Yaymlar (hakemli bilimsel dergiler) ve tezler (Altyapi ve Yonlendirilmis Projeler i¢in uygulanmaz):

Projenin sonuglanmasidan sonra doktora tezi hazirtanacaktir.




III.  Materyal ve Ydntem

3.1. Materyal
3.1.1. Hayvan Materyali

Arastirmanin hayvan materyalini TIGEM'in baz igletmelerinde yetistirilen 12 ayhktan
biiyiik Holstayn sigirlar olusturmustur. Isletmelere gore toplanan drmek sayilar1 Cizelge 3.1°de
verilmistir. Sultansuyu TIM’den alinan 25 6rnek, bogalara ait sperma 6rnekleridir. Diger
isletmelerdeki ornekler ise Holstayn ineklere aittir. Holstayn sigirdan kan 6rnekleri hayvanlarin
V. jugularis’lerinden EDTA’li vakumlu tiiplere alinmis ve soguk zincirde laboratuvara

getirilmistir. Ornekler DNA izolasyon asamasina kadar -20°C’de saklanmigtir.

Cizelge 3.1. Ornekleri aliman Holstayn sigirlarin isletmelere gore dagilimi

isletme Ad1 (TIM)  Sayi (n)
Cukurova (Adana) 79
Ceylanpinar (Urfa) 76
Kocas (Aksaray) 96
Polatli (Ankara) 108
Tirkgeldi (Tekirdag) 82
Sultansuyu (Malatya) 25
Toplam 466

3.1.2. Arastirmada kullanilan kimyasallar ve kitler

DNA izolasyon kiti olarak “Zymo Research/D3025 Quick-gDNA™ Blood MiniPrep”
kullamlarak genomik DNA izole edilmistir. DNA 6rnekleri agaroz jelde biitiinliikleri agisindan
kontrol edilmis ve miktarlari spektrofotometre cihazi (Thermo Multiscan GO) kullanilarak
olciilmiistiir. Miktar1 ve kalitesi kontrol edilmis DNA 6rnekleri 30-50 ng/pl olacak sekilde

sulandirilmis ve -20 °C’de saklanmstir.






Primer olarak “Primer 200 nM (60baz) Primer/P200HPLC” APOB.e3.WT.F_5’-
CTGCAAAGCCACCTAGCCTA -3’ ; APOB.e3.WT.R 5’- GCCTCTTCTGTTTCTGGGGG
-3’ ; APOB.e3.Ins.R_5’- TCACGAGTGGAATGCCTCAC -3’ primerler kullanilnustir.

Green Master Mix olarak “Bioline/BI0-92020, SensiFAST SYBR HI-ROX Kit”

kullanilmistir.
3.1.3. Arastirmada kullantlan laboratuvar alet ve ekipmanlan:
Laboratuvar ¢aligmalarinda kullamlan alet ve ekipmanlar asagida sirayla verilmistir:

Distile Su Cihaz1 (Niive), Ultra Saf Su Cihazi (Milipore, MiliQ Synthesis), Mikrodalga Firin
(Argelik), pH Metre (WTW inoLab), Calkalayicili Sicak Su Banyosu (GFL), Calkalayici
(Vortex) (IKA ve Dragon), Manyetik Karistinier (IKA), Sogutmali Mikro Santrifiij (Thermo),
Dijital Hassas Terazi (0.001 Duyarh, 320 g; Sartorius), Nanodrop Spektrofotometre (Thermo),
Qubit (Floresan Spektrofotometre; Invitrogen), Buz makinesi (Ugur), Pipet Takimi, DNA
Dizileme Cihazi (ABI 3500), Gradient Thermal Cycler (PCR; Eppendorf Ep Gradient-S ve ABI
Veriti), Agaroz Jel Elektroforez Takimlan (Thermo), Gii¢ Kaynagi (Thermo), Jel Goriintiileme
ve Analiz Sistemi (Vilber Lourmat), Derin Dondurucu ve Buzdolabi (-25, +4 °C), Inkiibator
(+55 °C; Niive), Ultra Derin Dondurucu ve Buzdolabi (-80 °C; Panasonic), Real-Time PCR
(ABI StepOne Plus).

3.2. Yontem
Genotiplerin ortaya ¢ikartilmasi i¢in kullanilan yontemler sirasiyla asagida verilmigtir:
3.2.1. DNA izolasyonu

Kan ve spermden DNA izolasyon asamalar1 asagida agiklanmustir.

la. 100 pl Kan
400 pl Lizis sollisyonu
1.5 ml mikrosantrifiij tiipiinde karistirilmis ve 15 sn vortekslenmistir.
2a. 15 dakika oda sicakliginda arada sirada vorteksleyerek bekletilmistir.
1b. 20 pl Proteinaz-K (20mg/ml)
100 pl Sperm
20 ul DTT






400 pl Lizis sollisyonu

1.5 ml mikrosantrifijj tiipiine karistirtlmis ve 15 sn vortekslenmigtir.
2b. 60 dakika 56 °C’de arada sirada vorteksleyerek bekletilmistir.
3. Kapaktaki damlar1 uzaklastirmak igin kisa siireli santrifiij edilmistir.
4. Soliisyon Zymo-Spin IIC Column spin kolona aktarilmistir ve 10000 x g’de 1 dakika santrifiij
edilmistir. Spin kolon yeni bir toplama tiipiine aktariimistir.
5. Uzerine 200 pl DNA Pre-Wash Buffer eklenmis ve 10000 x g’de 1 dakika santrifiij edilmistir.
6. Uzerine 500 pl g-DNA Wash Buffer eklenmis ve 10000 x g’de 1 dakika santriftij edilmistir.
Toplama tiipii igerisindeki sivi dokiilmiig ve spin kolon 14000 rpm’de 3 dakika santrifii
edilmistir.
7. Spin column yeni bir 1,5 ml lik tiipe aktarilmus, tizerine 100 pl TE buffer eklenmis ve oda
sticakliginda 5 dakika bekletilmistir. Daha sonra 10000 x g’de 1 dakika santrifiij edilmistir.

3.2.2. Real-Time PCR

Real-Time PCR’da Schiitz ve ark.(2016) tarafindan Onerilen APOB.e3.WT.F_5’-
CTGCAAAGCCACCTAGCCTA -3’ ; APOB.e3.WT.R 5’- GCCTCTTCTGTTTCTGGGGG
-3° ve APOB.e3.InsR 5°- TCACGAGTGGAATGCCTCAC -3’ primerler (Sekil 3.1)
kullamlmustir, Her PCR reaksiyonu i¢in, 50 ng/uL. DNA, 1x SYBR Green Master Mix (Bioline,
SensiMix SYBR Hi-ROX), her primerden 0,2 uM eklenmis ve ultra distile su ile 25 pL’ye
tamamlanmistir. Real-time PCR cihazi (ThermoFisher StepOne Plus Real-Time PCR)
baslangi¢c denatiirasyon 95°C’de 10 dk, takiben 35 dongii 95°C’de 15 sn, 57°C’de 20 sn, ve
72°C’de 30 sn olacak sekilde her dongiiniin sonunda 6lgim yapilmistir. Sonra 65-95 °C
arasinda yiiksek ¢oziiniirlikli erime egrisi (HRM, high resolution melting curve) analizi

yapilmistir. HRM analiz sonucuna gére mutant ve normal alleller belirlenmistir.
3.2.3. LongRange PCR Protokolii

Real-Time PCR analizinde heterozigot ve homozigot yapidaki 6rnekleri dogrulamak
amaci ile LongRange PCR yapilmistir. Bu amagla Schiitz ve ark. (2016) tarafindan 6nerilen
APOB.e3.WT.F 5°- CTGCAAAGCCACCTAGCCTA -3%; APOB.e3.WT.R _5°-
GCCTCTTCTGTTTCTGGGGG -3° primerleri kullamlmistir. PCR karisimi 1xPCR buffer, 3.5
mM MgCla, 0.2 mM dNTPs, 0,3 pmol ileri primer. 0.3 pmol geri primer, 1 U Platinium Taq
polimeraz (Invitrogen, 10966034) ve 20 ng/ul. DNA olacak sekilde 20 pl. hazirlanmigtir. PCR






cihazi (ThermoFisher, Veriti) sirasiyla 95°C” de 2 dk bir dongii, 94°C’ de 45 sn, 57°C” de 30
sn ve 72°C’de 1 dk 35 déngii ve son agamada 72°C’de 10 dk olacak sekilde programlanmustir.

APOB.o3WTF
CIGCAAAGCCACCTAGRCTATIOCTTAS

GGAGGCTCGOLATACGCAAGGLGORATEGAG CLTLAGGRAG TCLCCCCGGATATICTCGAGCATTITCC
CCCAARAAAACCAGABTCTGCCTACTTTATIGCTT TRTGCICTCACCTCTGACTTTACTO GOG GCTG TCLC
CTACCACCGTCTCTICTLTCTCT GTGTCAAGAG TTALL TTACAGCTCCARTTAATAMG TTCCTCG G CAAT
TAGGAGTOTTTARMTICCARLCCLCTCTGATGSCTCTCTAAMTCG COT GACAAG TT TACCCGGACTCLTRE
AGCTATBCATACGATTGTTTACAGTCTCLCAGCO TG AGAG GLAT GGG AAGCTTAAGATATTCARATAGE
TTAGAGCCTCTCAGAGAGT TARMAACTG TCAGAATALAC TAG TALAGGAT TICATTGATGAGTCAATGCTT
STTCCCAAG TTTTCACATCOCC TAAAT IS TATCCTT GAATATGTATCAATTAATAGTGO GTAT G TAGAALAA
T ATAAGTAGTGLCCTTGGTGT TAG TAAL TY TAGACCCT TAAGS TAATAAATTCYTTCTTTGTIGTAMACCCAT
% TACACATCCGCCOTATAGGAATGCAAT TITATCTT TGARRAGAT GO TGCCAAACCTTOAAATAATTACTCTTA
_ GAGAAAGTAAGTCTTIG TIGATAAGTCCTT GTCARG AG TCATALLATG T TAGTAGG CCTICTGOCCAGAM
% ATGATGTARATCACCTAAMCCAT TIGTATACGATACATT IGCAGSAAAGAALCCTTGGTTTITGATAAGAAT
5 CAAAGACTGCTGACT TIGCATCOCCTAT TATCL TCTATGTGTALCTTAGG GTATALAABCLLCTGTTAAAA
ATARAGETACGGGCCTITOOTCACCARSGLT TEGTCTCCCCATGTCATTCTTITAACTTICCAGCTGAGTLTC
CATCTGGAGCGCOG ML CCACCACGL TTACTAATCATG CC TGO GCTICTAAGACCCACTCRAGAAGGTSH
TCTAGGOTGAGACACCTTICCGCTATI COAGAGGGLGLCTGUOGLCTACGTAAGTGBTGCARMACTICTTG
TCTTGAAGTTTTATTGGTCTCOL GCO TANALCAAGCTACTCAGCTTCTTITICTCCACTGAAATTTCCTACTG
AGCTATCCTCATTCTIATIGTICTCTATATC TCT AT TRAGCATATARAT AGTC GCORAL G LG TCTCCLLTTC
GAAT,‘.-CCCTG CATCACCCBGGOCTGGTCCTCOGCOTarl CAM TTCTAL TTT ALLLAGAIAI A IAAGAGLLTA

AACALATECTEAACAT EAAGABOOGEATEATC TS TGLLCTLITGL TICECCCAGAAMCAGAAGAGOCTAAGLAAL
APOB.23.WT.R

Sekil 3.1. ABOP genindeki insersiyon ve primerlerin baglanma bolgesi

3.2.4. DNA Dizileme Analizi

DNA dizi analizi 6ncesi ¢ogaltilan PCR iiriinlerini temizlemek i¢in 4 ul PCR iiriini ile
0,5 pl Exonuclease-1 (ThermoFisher, EN0581) ve 1,0 pl FastAP Thermosensitive Alkaline
Phosphatase (ThermoFisher, EF0652) eklenmistir. Hazirlanan bu karisim 37°C’de 15 dk,
85°C’de 15 dk olacak sekilde PCR cihazinda bekletilmigtir. Daha sonra dizileme (sekans) PCR
icin 6rnek basina 12 pl 1x Sequencing buffer, 1 pl BigDye soliisyonu, 5 pl (1 pmol) F/R primer
ve 2 pl temizlenmis PCR Uriinii eklenmistir. PCR cihaz1 96 °C'de 2 dk 1 dongii, 96 °C’de 10
sn, 54°C°de 20 sn ve 60 °C’de 4 dk 30 déngii olacak sekilde programlanmigtir.






Sekans PCR sonucunda elde dilen iiriinleri Etanol-EDTA-Sodyum asetat yontemine
gore temizlenmistir. Bu amagla her bir 6rnege 1 pl EDTA (pH 8.0), 1 ul 3M sodyum asetat
(NaOAc, pH 3,07) ve 50 pl Etanol (% 98) eklenmistir. Pleyt aliiminyum sealing ile kaplanarak
4-5 kez alt-iist edilmis ve 15 dakika oda sicakliginda ve karanlikta bekletilmistir. Daha sonra
30 dk +4 °C' de 4000 rpm' de santriftij edilmistir. Santrifiijden sonra istiindeki sealing
cikarilnmus ve bir pegete {izerine ters ¢evirerek 1 dk boyunca +4 °C' de 700 rpm' de santritij
edilmistir. Daha sonra 6rneklerin {izerine % 70" lik etanolden 70 pl eklenerek iistii pleyt sealing
ile kapatilmis ve +4 °C' de 10 dk 4000 rpm' de santrifiij edilmistir. Santrifiijden sonra tistiindeki
sealing ¢ikartilmis ve bir pegete izerine ters ¢evirerek 1 dk boyunca +4 °C' de 700 rpm' de
santrifiij edilmistir. Daha sonra pleyt oda sicakliginda karanlik bir yerde 60 dk bekletilmistir.
Her bir 6rnegin tizerine 15 ul Hi-Di Formamide ekledikten sonra pleyt sealing ile kaplanmisg ve
kuvvetli bir sekilde vortekslenerek 1300 rpm' de kisa bir siire santrifiij edilmistir. Santrifii]
isleminin ardindan sealing ¢ikarilmis ve pleyt septa ile kapatildiktan sonra DNA dizi analizi
cihazina (ThermoFisher, ABI 3500 Genetic Analyzer) yiiklenmistir. Yapilan DNA dizi analizi
sonucunda elde edilen diziler Sequencher Version 5.4.6 (Gene Codes Co.) paket programu ile

diizenlenmistir.

3.2.5. PCR Analizi

PCR analizinde Schiitz ve ark.(2016) tarafindan 6nerilen ve Real-Time PCR’daki
primerler kullamlmistir. Her PCR reaksiyonu igin, 50 ng/uL DNA, 5xPhusion HF Buffer
(Thermo,F530L), her primerden 0,2 uM, 1 U Phusion Taq Polimeraz eklenmis ve ultra distile
suile 25 pL’ye tamamlanmigtir. Primerlerin Ty derecesini belirlemek amaciyla yapilan gradient
PCR analizinde PCR cihazi, baslangi¢ denatiirasyon 98°C’de 1 dk, takiben 40 dongii 98°C’de
5 sn, 54-64°C’de 20 sn, ve 72°C’de 20 sn, son agama 72 °C’de 10 dk olacak sekilde
programlanmistir. Ty, derecesi 64°C olarak belirlenmis ve tim &rneklerin PCR’1 bu T
derecesinde yapilmistir. PCR sonrasi mutant ve normal alleller %2’lik agaroz elekroforezi ile

kontrol edilmigtir.
3.2.6. Agaroz Jel Elektroforezi
Agaroz jeli hazirlamak i¢in. 1 g agaroz ile 50 ml TAE (Tris-Asetat-EDTA) soliisyonu

karistinlmis ve mikrodalga firmda 2 dk isinlnustir. Hazirlanan % 2°1ik agaroz jelin igerisine |

ul RedSafe (INtRON, 21141) boya soliisyonu eklenmistir. Daha sonra jel tepsisine yavasga



W




dokiilmiistiir. Hazirlanan jel, polimerlesmesi igin 30 dk oda sicaklifinda, 30 dk +4°C derecede
bekletilmistir. Polimerlesmeden sonra agaroz jel, igerisinde 1XTAE soliisyonu bulunan yiiriitme
tankina yerlestirilmistir. Jelin Ustiinii kaplayacak sekilde tank IxXxTAE soliisyonu ile
doldurulmustur. Her kuyucuga 8,5 pl yiikleme soliisyonu (1X Loading Dye) ve 2,5 pl PCR
{irtinii olan karisim konulmustur. Yiikleme isleminin ardindan jele 30 dk 7 cm/V uygulanmistir.
Yiiriitme islemi tamamlandiktan sonra jel tanktan ¢ikarilmig ve jel gortintiileme sistemi
kullamlarak gorintiilenmistir. PCR {irtiniintin biiyiiklerini belirlemek amaciyla DNA ladder

(ThermoFisher, SM0323) kullanilmigtir.

3.3. istatistik analizler

Gen frekanslari gen sayma yontemiyle tespit edilmistir. Homozigot (AA) fert sayisinin
iki kat1 ile heterozigot fert sayisimin toplami, toplam fert sayisimin iki katina boltinmesiyle A

geninin; ayni iglem B geni i¢in de tekrarlanarak B geninin frekansi bulunmustur.

Gen Frekansi = (Homozigot Fert Sayisi x 2) + Heteroziot Fert Sayis1 / Toplam Fert Sayis1 x 2

Genotip frekanslarn arasindaki farkliliklar ki-kare testiyle analiz edilmistir.






IV.  Analiz ve Bulgular

4.1. Real-Time PCR

Yapilan Real-time PCR analizi sonucunda érneklere ait ¢ogalma (amplifikasyon) grafigi
Sekil 4.1°de verilmistir. Real-time PCR analizi sonunda yapilan HRM analizi sonucunda bazi
orneklerde 85,8°C’de pik, baz1 6rneklerde ise 85,7 ile 92,6°C’de iki pik verdigi gorillmiistiir
(Sekil 4.2). Tek veren 6rnekler (solda) mutant alleli tasimayan (homozigot), iki pik veren

ornekler (sagda) ise mutant alleli tasiyan (heterozigot) olarak degerlendirilmisgtir.

Exporiment: APOU 2018050 Type: Comparaliva Cr (AACT)  Roagenis: SYBRS Groen Ro.
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Sekil 4.1. Orneklere ait Real-Time PCR amplifikasyon grafigi.
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Sekil 4.2. Orneklere ait HRM (High Resolution Melting curve) analiz sonucu

4.2. Dizi Analizi

Real-Time PCR’da heterozigot ve homozigot olarak degerlendirilen 6rnekleri
dogrulamak amaciyla APOB.e3.WT.F ve APOB.e3.WT.R kullanilarak (LongRange PCR)
DNA dizileme analizi yapilmistir (Sekil 4.3). Yapilan dizileme analizi sonucunda homozigot
ve heterozigot yapidaki érneklerde farklihk gbzlenmemis ve tamaminda 206 bp (base pair)
uzunlugunda DNA dizileri elde edilmistir (Sekil 4.4). DNA dizileme analizinde $ekil 3.1°deki
1287 bp uzunlugundaki mutant allele ait insersiyon bolgesindeki bazlar bulunamamigtir.
Agaroz jelde PCR diriinlerinin 206 bp uzunlugunda oldugu belirlenmis ve insersiyon
bolgesindeki bazlarin oldugu bant gortntillenememistir (Sekil 4.5). Yani homozigot ve

heterozigot bireyler birbirinden ayirt edilememistir.
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Sekil 4.3. Orneklere ait DNA dizileme analiz goriintiisii

=4

BB

AGAGGC

CTGCAAAGCCACCTAGCCTATGGCTCACGGTAGAGAAGGGACCCTCGGTG
ACCATCCTCTCTCTGCACCAGGTACGACCTCAAGCTGGCTGTTCCTGAAG
GCAAGCAAGTTCTACTTTACCCAGAGAAAGAAGAGCCTAAACACATCCTC
AACATCAAGAGGGGCATCATCTCTGCCCTCCTGCTTCCCCCAGAAACAGA

Sekil 4.4. DNA dizileme analiz sonucu elde edilen 206 bp uzunlugundaki dizi

2 Wl

Sekil 4.5. Homozigot ve heterozigot oldugu degerlendirilen genotiplerin

LongRange PCR iiriinlerinin agaroz jel goriintiileri







4.3. PCR

Menzi ve ark.(2016), APOB geninin 5 eksonundaki insersiyonu géstermek amaciyla
yaptiklar1 LongRange PCR analizinde mutant allel tasiyicisi hayvanlarda, kullanilan Taq
polimerazinin, daha kisa olan yabanil (wild type) alleli (249 bp) tercih ettigini ve bu nedenle
1548 bp uzunlugundaki mutant allele ait PCR tiriiniinii gogaltamadiklarim bildirmiglerdir. Bu
analizden hareketle tastyicilarin tespit edilebilmesi igin insersiyon bolgesinden bir primer
kullanilarak PCR yapilmasini onermislerdir. Bu nedenle Menzi ve ark.’nin (2016) Onerisi
dikkate alinarak, Real-Time PCR’da kullamlan APOB.e3.WT.F, APOB.e3.WT.R ve
APOB.e3.Ins.R ile tiim 6rneklerin tekrar Phusion Taq polimeraz kullamlarak PCR’1 yapilmis
ve %2’lik agaroz jelde kosturularak goriintiilenmislerdir. Yapilan analizde heterozigot yapidaki
orneklerin 206 ve 132 bp uzunlugunda iki banta sahip olduklar1 belirlenmistir (Sekil 4.6).
Boylelikle Real-Time PCR uygulamasinda heterozigot yapida tespit edilen &rneklerin
ekseriyetinin homozigot olduklan tespit edilmistir. Bu durumun Real-Time PCR’daki
primerlerin kullanilan Trm derecesinden etkilendikleri ve kullanilan master miks igerigindeki
MgCl, konsantrasyonunun degismesine bagli olarak Taq polimerazin affinitesinin de farkli

olmasindan kaynaklandigini belirtmislerdir.

Sekil 4.6. Phusion Taq polimeraz ile yapilan PCR analizinde homozigot

ve heterozigotlarin agaroz jel gériintimii ve baz biiyiikliikleri






4.4. Genotip ve Allel frekanslan

Agaroz jel elekforezinde gozlenenen heterozigot ve homozigot genotiplere ait
Dagihmlar ile beklenen genotip frekanslar1 ve khi-kare analizleri Cizelge 4.1°de, allel
[rekanslar Cizelge 4.2°de verilmistir.

Analizi yapilan 25’1 boga olmak iizere toplam 466 Grnekten 459’u yabaml allel
bakimindan homozigot olarak bulunmustur. Mutant allel bakimindan tasiyic1 olarak 7 inek
heterozigot olarak tespit edilmistir. Sultansuyu TIM’den 6rnekleri alinan 25 boganin tamami
yabanil allel bakimindan homozigot bulunmustur. Yani bogalarn kalitsal olarak hastalif
olusturan mutant alleli tasimadiklar1 goriilmiigtiir.

Cukurova TIM’de 3, Ceylanpmar TIM’de 3 ve Kogas TIM’de 1 olmak iizere 7 inegin
tasiyicr olduklar tespit edilmistir. Isletmelerde ve toplamda gozlenen ve beklenen genotip
frekanslarl arasindaki farklihgin 6nemli olmadigi yapilan x* analizi ile ortaya konmustur.
Populasyonun incelenen alleller bakimindan dengede oldugu anlagilmaktadir.

Mutant allel frekans: isletmelere gore % 0,00-1,97 arasinda degismektedir. Tiim
isletmeler birlikte degerlendirildiginde mutant gen frekanst % 0,75 olarak hesaplanmustir.
Mutant genin frekansi oldukga diisiik diizeydedir. Bu durum hastalikla miicadelede bir avantaj

sayilabilir,

Cizelge 4.1. Isletmelere gére APOB alleli bakimindan genotiplerin dagilimi (N=Say1)

_ AA AB BB
Isletr_ne Adi Gozlenen Beklenen Gozlenen Beklenen X?
(TiM)

N % N N %% N N %
Cukurova (Adana) 76 96,21 76,04 3 3,79 2,92 @ O.D.
Ceylanpmar (Urfa) 73 96,06 73,03 3 3,94 2,93 - O.D.
Kogas (Aksaray) 95 98,96 95,00 1 1,04 0,99 = O.D.
Polath (Ankara) ]g 100,00 108,00 - 0,00 - - O.D.
Tiirkgeldi (Tekirdag) 82 100,00 82,00 . 0,00 - : O.D.
Sultansuyu (Malatya) 25 100,00 25,00 - 0,00 - - O.D.
TOPLAM 495 98,50 459,03 7 1,50 6,94 i O.D.

A: Yabanil allel; B: Mutant allel; O.D.: Onemli Degil (P>0,05)






Cizelge 4.2. Isletmelere gore APOB genine ait allel frekanslar

Isletme Ad1 (TIM) A (%) B (%)
Cukurova (Adana) 98,11 1,89
Ceylanpinar (Urfa) 98,03 1,97
Kocas (Aksaray) 99,48 0,52
Polatl1 (Ankara) 100,00 0,00
Tiirkgeldi (Tekirdag) 100,00 0,00
Sultansuyu (Malatya) 100,00 0,00
Genel 99,25 0,75

A: Yabanil allel; B: Mutant allel
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