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ONSOZ

Siit s1gin yetistiricilifinde Holstayn en yaygin kullanilan irktir, Tiim diinyada yaygin
olmasina ragmen bu wrkin damizlik bogalari, populasyonda mevcut hayvan sayisina
gore azdir. Ozellikle modern hayvan yetistiriciliginde suni tohumlama, embriyo
transferi gibi gerek disi hayvanlardan, gerekse erkek hayvanlardan elde edilecek
yavru sayisimi artirmigtir. Yine bu yontemler damizlik boga iireticilerine daha az ve
daha elit bogalan elde tutma kolaylig vermistir. Oyle ki damizlik boga &lse dahi,
elde edilen ve saklanan spermalan ile genotipik Ozelliklerini yeni yavrulara
aktarabilmektedir.

Bu modern yetistirme tekniklerinin avantajlariin yaninda, genetik benzerligin
artmasmma ve BLAD, DUMPS, Citrullinaemia gibi kalitsal kusurlarin hizla
yayllmasina da neden olabilmektedir. Fakat modern hayvan yetistiricilifinde rutin
olarak kullamlan molekiiler genetik teknikler bu problemlerin ortadan kaldiriimasina
imkan vermektedir.

Biz bu g¢aliymada, hayvan yetistiriciliinde kalitsal kusurlarin eradikasyon
programlarinda artik rutin olarak kullanilan molekiiler genetik yéntemlerden biri olan
PCR-RFLP’yi Ankara Universitesi Veteriner Fakiiltesi Genetik ABD’de ki
Molekiiler Genetik laboratuarinda uygulamayr amagladik. Ne mutlu ki ¢alisma
sonunda hedefimize ulasabildik.

Bu tezin planlanmasindan, yazilmasina kadar gecilen her asamasinda her bagmm
sikisfinda bana destek ve yardimci olan tez damismanim Ankara Universitesi
Veteriner Fakiiltesi Genetik A.B.D. 6gretim tiyesi Prof. Dr. Okan ERTUGRUL a,
arastirma konusu ile ilgili bilgi ve materyal destegi veren Bernd KRIEGESMAN’a,
tezi destekleyen Tiirkiye Bilimsel ve Teknik Aragtirma Kurumu ve Ankara
Universitesi Biyoteknoloji Enstitiisiine, aragtirma materyali olan Holstayn boga ve
boga adaylarmndan &mek almami saglayan ve aragtirma sonucuna defer veren
Damizlik Sifir Yetistiricileri Merkez Birligi ve birligin Genel Sekreteri Fehmi
AKSOY beye, birlige bagh illerle irtibati kurarak &rnek toplama asamasim
kolaylagtiran Vet. Hekim Cagla YUKSEL KAYA hanima, Ankara Uni. Vet. Fak.
Egitim Aragtirma ve Uygulama Ciftligi Miidiirliigiine, Lalahan Hayvancilik Merkez
Aragtirma Enstitiisti Mudiirliigiine, Marmara Hayvanciik Arastirma Enstitiisii
Miidiirliigiine, Cukurova Tarimsal Arastirma Enstitiisii Miidiirligiine, Dogu Anadolu
Tarimsal Aragtirma Enstitiisi Midiirliigiine, tezin daha iyi yazilmasi igin
yardimlarim esirgemeyen degerli hocalarrm Prof. Dr. Orhan ALPAN, Prof, Dr.
Ceyhan OZBEYAZ ve Prof. Dr. Serdar DiKER’e, tiim doktora egitimim sirasinda
yardimmlarimi esirgemeyen tiim Ankara Universitesi Veteriner Fakiiltesi Zootekni
A.B.D. 6gretim liyelerine, bu siire zarfinda bana her konuda her zaman destek veren
esim Filiz AKYUZ, oglum Burak Yigit AKYUZ ve aileme tesekkiir ederim.
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1. GIRIS

Si1g1ir 16kosit baglanma yetmezligi (Bovine Leukocyte Adhesion Deficiency, BLAD)
letal, otozomal, resesif, kalitsal bir bozukluktur (Kehrli ve ark., 1992a; Batt, 1994;
Kaneko ve ark., 1997; Janosa ve ark., 1999; Spes ve ark., 1999). Lokosit baglanma
yetmezligi (LAD), B, integrin yoklugu, CD18 yoklugu, CD11/CD18 yoklugu, Mac-1
yoklugu, Hagemoser-Takahasi Sendromu, Graniilositopati Sendromu olarak da
adlandirilan BLAD, sigir karyotipinin 1 numarali kromozomundaki CD18
glikoproteinini kodlayan gende meydana gelen bir nokta mutasyonu sonucu ortaya
c¢ikar. BLAD, incelenen sigir irklarn arasinda sadece Holgtayn sigir wrkinda
goriilmistiir (Miiller ve ark., 1997; Millar ve ark., 2000; Anonim6, 2001).

Bu kalitsal bozukluk, Holstayn 1rk1 sigirlar disinda insanlarda ve Irlanda Seter
kopek rkinda da goriilmektedir. Bozukluk, insanlarda; 16kosit baglanma yetmezligi
(Leucocyte Adhesion Deficiency, LAD), képeklerde; kopek 16kosit baglanma
yetmezligi (Canine Leucocyte Adhesion Deficiency, CLAD) olarak adlandirilir. Bu
ti¢ tiirde de kalitsal bozukluk CD18 glikoproteinini kodlayan gende meydana gelen
nokta mutasyonu sonucu olusur (Gerardi, 1996; Miiller ve ark., 1997; Sampson ve
ark., 2000). BLAD vakalarindaki klinik goriiniim ve histopatolojik bulgular,
insanlarda ve Irlanda Seter irk1 kopeklerde daha 6nce bildirilmis olan CD11/CD18
glikoprotein kompleksinin hatali olusmasi sonucu meydana gelen kahtsal
bozukluklara ¢ok benzer. Her li¢ tiirde de prognoz hemen hemen aymdir (Kehrli ve
ark., 1990). Ancak, CLAD ve LAD vakalarmin karakteristik semptomlar1 olan gébek
ve eklem yangilar1t BLAD’da gériilmez (Janosa ve ark., 1999).

Lokosit integrinlerinin tamamen veya kismen yoklugu sonucu yeni dogan
bebeklerde ortaya gikan ender gériilen otozomal, resesif kalitsal bir bozukluk olan
LAD ilk olarak 1974 yilinda A.B.D. de tammlanmigtir (Kehrli ve ark., 1992a; Back
ve ark., 1993; Jeyaseelan ve ark., 2000; Roos ve Law, 2001). Insanlarda bu kalitsal
bozuklugun kesin insidensi bilinmemektedir (Kostetskii ve ark., 1996). LAD, Iskosit



hiicre zarmda bulunan ve l6kositlerin damar endotel hiicrelerine baglanmalarm
saglayan B, integrinlerin 8 alt {initesini olugturan CD18 glikoproteinini kodlayan
gende meydana gelen nokta mutasyonunun sonucu olusur (Springer, 1990; Mathew
ve ark., 2000). Meydana gelen bu mutasyon l6kositlerin 6zellikle de nétrofil
16kositlerin, damar duvarina yapigarak enfeksiyon boligelerine ulagmalarina engel
olur (Kehrli ve ark., 1992b; Back ve ark., 1993; Roos ve Law, 2001).

Bu mutasyonun homozigot olarak bulundugu LAD vakalarinda, Diinya Saglik
Orgiitiiniin (WHO) CD11/CD18 olarak adlandirdign Mac-1, LFA-1 ve p150,95
glikoproteinlerinin yapisal ve fonksiyonel 6zelliklerinin ya tamami ya da tamamina
yakini yoktur (Mathew ve ark., 2000). 8 alt initesini (CD18) kodlayan gende
meydana gelen mutasyonlar LAD vakalarimin hepsinde hastalifin temel nedeni
olarak belirlenmistir (Kehrli ve ark., 1990).

LAD, yeni dogan bebeklerde immun sistemin baskilanmasina neden olmaktadir.
Bu da homozigot bebeklerde tekrarlayan bakteriyel ve fungal enfeksiyonlarin
goriilmesine neden olur. Homozigot bebeklerde tekrarlayan yumusak doku
enfeksiyonlari, yara iyilesmesinde gecikme, gobek kordonunun ge¢ diismesi ve
ozellikle de nétrofil 16kosit artist ile karekterize olan devamli ilerleyici 16kosit artig
goriiliir (Roos ve Law, 2001). Bu semptomlarin bildirildigi bebeklerde, nétrofillerin
fagositoz yapabilmeleri igin gerekli olan, damar endotelyumunu gegerek damar
disina dogru hareket etme yeteneklerinin olmadifi belirlenmistir (Kehrli ve ark.,
1990; Miiller ve ark., 1997; Mathew ve ark., 2000). Bu bebeklerin nétrofilleri damar
endotelyumunu gegemedikleri igin kemotaktik maddelere yamt veremez ve

enfeksiyon bélgesine ulasamazlar (Springer, 1990; Back ve ark., 1993).

Bir gok LAD hastas1 yogun antibiyotik tedavisine ragmen erken yasta 6liir. Kemik
iligi nakli LAD’1n tek tedavi seklidir (Springer, 1990; Roos ve Law, 2001).

A.B.D. de Renshaw ve arkadaglari, 1975 yilinda daha 6nce insanlarda bildirilen
LAD’a benzer semptomlarin fIrlanda Seter kopeklerinde de goriildiigiinii



belirlemiglerdir (Gerardi, 1996; Kijias ve ark., 1999; Sampson ve ark., 2000). Sadece
Irlanda Seter k6pek irkinda goriilen bu hastalik, kopek 16kosit baglanma yetmezligi
(CLAD) olarak adlandirilmigtir (Gerardi, 1996).

Giger ve arkadaglari 1987 wyilinda, tekrarlayan enfeksiyonlardan sikayetgi
graniilositopati sendromlu bir Irlanda Seter képeginde CD11/CD18 glikoproteininin
olmadigim belirlemiglerdir (Kijias ve ark., 1999). Daha sonra CLAD vakalarinda,
kopek 16kosit hiicre zarinda bulunan CDI18 glikoproteinini kodlayan genin 107.
pozisyonunda bulunan “Guanin” bazimn “Sitozin” bazi ile yer degismesine neden
olan bir nokta mutasyonun oldufu belirlenmistir. Meydana gelen bu mutasyon
sonucunda CD18 geninin kodladigi glikoproteinin 36. amino asit olan “Sistein”
amino asidinin “Serin” amino asidi ile yer degistirdigi belirlenmistir (Kijias ve ark.,
2000).

Takashi ve arkadaslan, ilk olarak 1980°’li wyillarm basinda bazi Holgtayn
buzagilarinda, insanlardaki LAD ve kopeklerdeki CLAD’a benzer klinik tablo ile
seyreden bir hastalik belirlemisler ve hastalig sigir graniilositopati sendromu olarak
adlandirmiglardir (Tajima, 1993; Mirck ve ark., 1995; Gerardi, 1996; Kehrli ve ark.,
2000; Sampson ve ark., 2000). Amerikal: aragtiricit Marchus Kehrli ve arkadaglar
1992 yilinda, sigir graniilositopati sendromu hastaligmin nedenini belirlemislerdir.
Bu arastiricilar, hastaligin nedeninin sigir 16kosit hiicre zarinda bulunan ve 16kosit
baglanma glikoproteinlerini kodlayan gende meydana gelen bir nokta mutasyonu
oldugunu belirlemislerdir. Bu mutasyonun neden oldugu kalitsal bozuklugu da
BLAD olarak adlandirmislardir (Mirck ve ark., 1995; Tammen ve ark., 1996). BLAD
kalitsal bozuklugu yoniinden homozigot olan buzagilarin 15kosit hiicre zarlarmda 3,
integrinlerin ya hi¢ olmadifi ya da miktarlarinin 6nemli odlgiide azaldif
belirlenmistir (Anonim3, 2000; Jeyaseelan ve ark., 2000).



1.1. Nétrofil Graniilositler ve Gorevleri

Yiiksek yapili canlilarda viicudun savunma elemanlar1 olan I6kositler, graniillii ve
graniilsiiz 16kositler olarak iki gruba ayrlirlar. Hem grantillii hem de graniilsiiz
16kositler viicuda yabanci bir mikroorganizma veya toksin girdiginde aldiklar
uyarilarla damar endotel hiicrelerini gegerek bu yabanci madde ve
mikroorganizmalarin bulundugu yere dogru hareket ederler. Notrofiller, bakteriyel
enfeksiyonlara karsi organizmamin savunmasinda ¢ok o&nemlidirler. Yabanci
mikroorganizmalarin viicuda girdigi bélgeye ilk wulasan I6kositler nétrofil
Iokositlerdir.  Nétrofiller, viicuda giren yabanci partikiillere, G6zellikle
mikroorganizmalara ilk miidahaleyi yapan fagositik hiicrelerdir. Nétrofiller, viicuda
bir enfeksiyon etkeni girerek yang:i olusturdugunda derhal damar duvarim gegerek,
yangt bolgesine ulagirlar. Burada fagositoz yoluyla mikrobiyel proteinleri
sitoplazmalar igine alarak sahip olduklar: graniillerin i¢indeki sindirim enzimleriyle
sindirirler (Gerardi, 1996; Saglam ve ark., 1997; Janosa ve ark., 1999; Nagahata ve
ark., 2000).

Lokositlerin damar digina ¢ikmasi, bakterilerin dokular istilasma karsi viicudun
savunmasinda ve yaralanmis dokunun tamirinde hayati bir rol oynar. Akut yangi
bolgesindeki dokular tarafindan salgilanan lipidler ve peptidler nétrofilleri yangi
bolgesine gekerler. Ayrica bakteriyel kaynakli kemotaksise neden olan ajanlar da,
nétrofillerin yangi bolgesine dogru go¢ etmesine neden olur. Bu uyaricilar hem
lokositleri hem de endotel hiicrelerini aktive ederler. Lokositlerin damar digina
cikabilmeleri bu aktivasyon sayesinde, 16kosit ve endotel hiicrelerinin hiicre
ylizeylerinde bulunan adezyon molekiilleri birlesmeleri ile olur (Harlan, 2001; Lee ve
Kehrli, 2003). Bu 6zel baglanma sonucunda kan dolagimimdaki l6kositler, kilcal
damar duvarlarim1 kaplayan endotel hiicrelerine tutunurlar. Béylelikle lokositler
endotel hiicreleri arasindan yalanci ayaklarin gikararak yangili dokuya dogru hareket
ederler (Harlan, 2001).



Nétrofillerin yaptif1 fagositoz olayi; kemotaksis, baglanma, yutma ve sindirme
olarak do6rt asamaya aynlabilir. Kemotaksis, nétrofillerin kendilerini ¢eken
maddelere dogru harcket etmeleridir. Mikroorganizmalarin dokular istilas1 ve buna
bagli olarak meydana gelen doku yikimlanmasi sonucu dokuda lokal olarak birgok
kemotaktik madde agiga cikar. Normal kosullarda kan damarlar i¢inde bulunan
nétrofiller bakteri istilas1 veya doku tahribati durumunda, hasarh dokudan gegen
kilcal damarlarda ilerlerken, agiga ¢ikan kemotaktik maddeleri algilarlar. Kemotaktik
maddeler, bir taraftan nétrofilleri dokuya ¢ekerken diger taraftan yangili dokudaki
damar endotel hiicrelerinin nétrofillere yapisma &zelliklerini arttirirlar (Saglam ve
ark., 1997; Diker, 1998).

Lokositlerin viicuda giren yabanci mikroorganizmalarla savasabilmeleri i¢in hiicre
zarlarinda bulunan baglanma glikoproteinleri yardimiyla kan damarlarinin ig
yiizeyini kaplayan endotel hiicrelerine baglanmalart gereklidir. Bu sayede 16kositler
damar digma ¢ikarak enfeksiyonun oldugu bdolgeye dogru hareket edebilirler
(Anonim2, 2000; Anonim4, 2000; Kehrli, 2000). Notrofiller ve damar endotel
hiicreleri arasindaki baglanmada asil rolii, 16kosit adezyon molekiillerinden @,
integrinler (CD1abc/CD18) ve damar endotel hiicrelerinde bulunan L-Selektin hiicre
yiizey reseptorleri tistlenirler (Nagahata ve ark., 2000).

L-Selektinler, yangili dokularda damar endotel hiicreleri ile nétrofiller arasinda ilk
kontafin kurulmasim saglar ve noétrofillerin organizmada gorevlerini yerine
getirmesine aracilik ederler (Nagahata ve ark., 2000). Hem nétrofil hiicre zarinda
bulunan integrin ailesi proteinlerinden P, integrinler hem de damar endotel
hiicrelerinin hiicre zarlarinda bulunan L-Selektin sayesinde 15kositler kemotaksis ve
fagositozis gérevlerini yerine getirebilirler (Tajima ve ark., 1993; Kehrli, 2000; Spes
ve ark., 2000).

Bu baglanma glikoproteinlerinde meydana gelecek herhangi bir bozukluk
I6kositlerin damar endotel hiicrelerine baglanmalarini engeller. Bunun sonucunda

16kositler damar endotel duvarim agamazlar ve enfeksiyon bélgesinin etrafindaki kan



damarlarinda ¢ok miktarda 16kosit olsa bile, bu lokositler damar disina gikamazlar.
Dolayisiyla dokuya yerlesmis olan enfeksiyon etkenleriyle savagamazlar. Yani bu
glikoproteinler olmaksizin nétrofil 16kositler gérevlerini yapamazlar (Kaneko ve

ark., 1997).

1.2. Adezyon Molekiilleri

Viicuttaki tiim hiicrelerin birbirlerine veya ekstraselliiler matrikse yapismalar1 ve
birbirleriyle temaslari, hiicre zarinda bulunan protein yapisinda olan hiicre adezyon
molekiilleri tarafindan kontrol edilir (Tajima ve ark., 1993; Diker, 1998).

Bu molekiiller, integrinler, kaderinler, immunglobulinler ve selektinler olmak

tizere dort aileye ayrilirlar (Tajima ve ark., 1993; Diker, 1998).

Ancak bu dort aileye ek olarak CD36 ailesi, reseptor protein tirozin fosfataz ailesi,
hyaluronat ailesi, hiicre yiizey proteoglikan ailesi, sialomusin ailesi ve CD44 siiper
ailesinin de var oldugu c¢esitli arastinicilar tarafindan bildirmistir (Freemont ve
Hoyland, 1996; McGregor ve ark., 1998; Pir, 2001)

Bu adezyon molekiillerinden integrinler, hiicre-hiicre ve hiicre-matriks
baglanmasinda gorevli hiicre zar1 reseptorleridir (Gilbert ve ark., 1993; Freemont ve
Hoyland, 1996; Roos ve Law, 2001). Ayrica embriyogenezis, tiimor olusumu ve
metastaz, apopitoz, hemostaz, kemik rezorpsiyonu, yara iyilesmesi, immun yamt ve
malignant hiicrelerin harekelerinde de integrinler gorev yaparlar (Gilbert ve ark.,
1993; McGregor ve ark., 1998). Integrin ailesi adezyon molekiilleri kan pulcuklari,
16kositler, hemopoetik k6k hiicreleri, endotelyal hiicreler ve baz: tiimér hiicrelerinin

hiicre zarlarinda bulunur (Cox ve ark., 1997).



1.2.1. integrinler

Tiim integrinler alfa (120 kDa) ve beta (83 kDa) zincirden olusmus heterodimer
glikoproteinlerdir (Cox ve ark., 1997; Diker, 1998).

Integrin ailesi i¢inde bulunan @, integrinler sadece lokosit hiicre zarmnda
bulunmalart nedeniyle loko-integrinler olarak da adlandirilirlar (Springer, 1990;
Elangbam ve ark., 1997; Jeyaseelan ve ark., 2000). 3, Integrinler 16kositlerin damar
endotel hiicrelerine baglanmalarimi saglayan reseptorlerdir (Jeyaseelan ve ark., 2000;
Roos ve Law, 2001). 3, integrinlerin gorevi, mikrobiyel ajanlarin neden oldugu
enfeksiyonlara karsi canlimin savunma elemanlari olan I6kositlerin gorevlerini
yapabilmeleri i¢in damar endotel hiicrelerine baglanmalarini saglamaktir (Back ve
ark., 1993; Kostetskii ve ark., 1996; Cox ve ark., 1997). 8, integrinler, Diinya Saglik
Orgiitii (WHO) tarafindan CD11/CD18 olarak adlandirilir 8 ve o alt {initelerinden
olusurlar (Kehrli ve ark., 1990; Back ve ark., 1993; Gilbert ve ark., 1993). 8 (CD18)
alt tinitesi, tek bir tiniteden olusurken o (CD11) alt iinitesi, 16kosit fonksiyon antijen-
1 (LFA-1, CDlla), membran yapisma pargasi-1 (Mac-1, CD11b) ve p150,95
(CDl11c¢) olarak adlandirilan {initelerden olusmustur (Kehrli ve ark., 1992c; Rutten ve
ark., 1996; Cox ve ark., 1997; Kehrli, 2000).

(> integrinlerin @ alt tinitesi CD18’in miktari, yeni dogan buzailarda bir aylik
buzagilardakinden daha g¢oktur. Dogumdan bir giin sonra CD18 miktarinda 6nemli
bir diisme goriiltir. CD18 seviyesi, ancak dogumdan iki giin sonra tekrar artmaya
baslar. Fakat CD18 seviyesi higbir zaman tekrar yeni dogandaki seviyesine ulasamaz
(Lee ve Kehrli, 2003).

Nétrofillerin damar iginden yangimn oldugu dokuya dogru gécii, damar endotel
hiicre zarinda bulunan interselliiler adezyon molekiilleri ile nétrofil hiicre zarinda
bulunan Mac-1 ve LFA-1’lerin 6zel olarak baglanmalan ile olur (Kehrli ve ark.,
1992a; Gilbert ve ark., 1993).



Lokositlerin {izerindeki LFA-1 (CD11a/CD18)ve Mac-1 (CD11b/CD18) kapillar
endotel hiicrelerinin hiicre zarlarmda bulunan ICAM-1,-2,-3 arasinda bir iligki vardar.
Lokositlerin, yang: bolgelerindeki yogun endotelli vena duvarlarina baglanarak, kan
dolasimindan doku igine ve bronko alveoler bosluga ge¢melerini bu iliski saglar

(Cox ve ark., 1997; Huan ve Springer, 1997; Soethout ve ark., 2002).

Bu iligki sayesinde kan dolagimindaki 16kositler kilcal damar endotel hiicrelerine
baglanarak yangi bélgelerine ulagirlar. Bu olayda endotel hiicre zarinda bulunan inter
selliiler adezyon molekiilii-1 (CD54: ICAM-1) ve 16kosit hiicre zarinda bulunan 3,
integrinleri [ LFA-1 (CD11a/CD18), Mac-1 (CD11b/CD18)] sayesinde gergeklesir.
Yani 8, integrinler ve ICAM-1 arasindaki kurulan bag sayesinde nétrofiller damar
digina cikabilirler (Radi ve ark., 1999; Lee ve Kehrli, 2003). Burada, Mac-1 aktive
olmus endotel hiicresine l6kositlerin baglanmalarina aracilik ederken, LFA-1 ise
damar endotel hiicrelerinin hiicre yiizeylerinde bulunan ve karsiti olan iki reseptor,

ICAM-1 ve ICAM-2 ile birlesir (Kehrli ve ark., 1992¢; Diker, 1998).

Bu birlesmenin olmas1 i¢in noétrofil hiicre zarnda yeterli miktarda 3,
integrinlerinin olmasi gereklidir. Bunun iginde (3, integrinleri olusturan « ve 3 alt
tinitelerinin birlesmesi gerekir. Eger a ve § alt {initelerinin birbirlerine baglanmalari
bir gekilde engellenirse B3, integrinler olusamaz ve nétrofiller endotel hiicrelerine
baglanarak enfeksiyon bolgesine dogru hareket edemezler (Janosa ve ark., 1999; Lee
ve Kehrli, 2003). Sonugta da canlinin hastaliklara kargi duyarhiligi artar (Lee ve
Kehrli, 2003).

1.3. BLAD’a Neden Olan Mutasyon

B; integrinler, nétrofillerin endotel hiicrelerine baglanmalarinda en &Snemli
reseptorlerdir. Nétrofillerde bu reseptérlerin yoklugu, canlida goriilen enfeksiyon
sirasinda canlinin periferal kan dolagimindaki nétrofil sayisinda artisa neden olurken

doku igindeki nétrofil miktarinda ise azalmaya neden olur (Spes ve ark., 2001).



Holgtayn sigir wrkinda gériillen BLAD, B,-integrin ailesinin ortak § alt {initesi
CD18’i kodlayan gende meydana gelen bir nokta mutasyonunun neden oldugu
resesif kalitim yolu izleyen genetik bir bozukluktur. 8, integrin molekiillerinin goérev
yapabilmeleri i¢in Oncelikle CD11/CD18 bimolekiiler kompleksin olusmasi
gerekmektedir. BLAD’l1 16kositlerin, hiicre zarlarinda CD11/CD18 kompleksi ya hig
yoktur ya da gok azalmugtir (Kehrli ve ark., 1992b; Rutten ve ark., 1996; Janosa ve
ark., 1999; Kijias ve ark., 2000).

Heterodimer (3, integrin adezyon glikoproteininin § alt iinitesini (CD18) kodlayan
genin 383. niikleotidinde bulunan bir “Guanin” bazi, meydana gelen bir nokta
mutasyonu sonucunda “Adenin” bazi ile yer degistirir. Tek bir baz degisimine neden
olan bu mutasyon sonucunda CD18 gilikoproteinini olugturan amino asit diziliminin
128. amino asit olan “Aspartik Asit” “Glisin” ile yer degistirir (Kehrli ve ark., 1992a;
Mirck ve ark., 1995; Cox ve ark., 1997; Kehrli, 2000). CD18 glikoprotein geninin
kodladig1 glikoproteinin 128. amino asitinde de bir degisme oldugu igin mutasyona

D128G mutasyonu da denmektedir (Ryncarz ve ark., 1995; Cox ve ark., 1997).

CD18 glikoproteinini kodlayan gende meydana gelen D128G mutasyonu, sigir
18kositlerinin hiicre zarinda bulunan 16ko-integrinlerin CD18 ve CD11 alt {initeleri
arasindaki kompleksin olusumunu engeller. Lokositlerin damar digina ¢ikmalar1 i¢in
gerekli olan CD11/CD18 adezyon glikoprotein kompleksinin olusamamasi nedeniyle
de l6kositlerin damar digina ¢ikmasi biiyiik 6lglide engellenir (Steinholt ve ark.,
1994; Cox ve ark., 1997; Kehrli, 2000). Bu mutasyon y&niinden heterozigot siirlarn
notrofillerindeki CD18 glikoprotein miktarinda bir azalma olabilir. Ancak
heterozigot hayvanlarda bu azalma kesin olarak saptanamamugstir. Mutant alleli
homozigot olarak bulunduran hayvanlarda CD18 glikoprotein miktar1 ve dolayisiyla
da 3, integrin miktan ya ¢ok azalmig ya da hi¢ yoktur (Shuster ve ark., 1992; Mirck
ve ark., 1995; Cox ve ark., 1997).

BLAD yo&niinden homozigot olarak belirlenen bazi buzagilarda, CD18’i kodlayan

genin 775. niikleotidinde bir “Timin-Sitozin” yer degistirmesine neden olan bagka bir
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nokta mutasyonu daha belirlenmistir. Fakat, bu nokta mutasyonunun CDI18
glikoproteininin amino asit dizininde bir degisiklige neden olmadifi, dolayisiyla da
herhangi bir klinik bozukluga sebep olmayan “slience mutasyon” oldugu
belirlenmigtir. Bu ikinci mutasyona homozigot olarak sahip buzagilarin her iki
ebeveyni incelendiginde aym nokta mutasyonu bakimidan da heterozigot olduklarn
belirlenmigtir (Kehrli ve ark., 1992a; Tajima ve ark., 1993; Kaneko ve ark., 1997;
Kehrli, 2000).

1.4, BLAD’1n Kalitsal Bozukluk Olarak Tanimlanmasi

BLAD genine homozigot olarak sahip hayvanlarda genel enfeksiyonlar goriildiigii
icin BLAD daha 6nce ayr1 bir hastalik olarak tamimlanamamistir (Gilbert ve ark.,
1993). 1lk olarak 1983 yilinda A.B.D. de BLAD’1n neden oldugu klinik belirtilerin
goriildiigii Holstayn buzagilar belirlenmistir. Buzagilarda klinik belirtilerin ortaya
cikmasma neden olan bozukluk  “graniilositopati  sendromu”  olarak
tamimlanmiglardir. Graniilositopati sendromu gosteren Holstayn buzagilar iki il
boyunca kontrol edildiginde, buzagilarinda enfeksiyon ajanlarma karsi artan oranda
duyarlilik ve devamli nétrofili ile karakterize olan bir hastalik kompleksini

belirlenmistir (Gilbert ve ark., 1993; Mirck ve ark., 1995).

BLAD’l: hayvanlarin kan damarlarmnda bir nétrofil artist olmasina ragmen
periferal yangilara karst her hangi bir nétrofil yamiti goriilmemistir. Benzer bir
hastalik daha sonra Japonya’da da bildirilmistir. Japonya’da bazi Holstayn
buzagilarinda kronik ve tekrarlayan akciger ve sindirim sistemi enfeksiyonlarmm
goriildiigiinii bildirmistir. Ayrica bu enfeksiyonlarin goriildiigii buzagilarda nétrofil
artigt da belirlemistir. Kronik ve tekrarlayan akciger ve sindirim sistemi
enfeksiyonlar1 ve devamli nétrofil artisi gosteren buzagilarin pedigri bilgileri de
incelenmistir. Pedigri bilgilerine dayanarak Holstayn buzagilarinda rastlanan bu
klinik tabloya otozomal resesif kalitim yolu izleyen kalitsal bir bozuklugun sebep
oldugu bildirilmistir (Gilbert ve ark., 1993).
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Ik olarak Japonya’da Takashi ve arkadaglari tarafindan bildirilen kalitsal
bozukluk, sigir 16kosit baglanma yetmezligi (BLAD) olarak ilk kez 1989 yilinda
A.B.D. de Vetetiner Hekim Dr. Mark Kehrli tarafindan isimlendirilmistir (Ozbeyaz,
1997). Kehrli ve Dale Shuster, 1990 yilinda bu bozuklugun 16kositlerin enfekte
dokuya gegmeleri i¢in gerekli olan (3, integrinlerinin 8 alt iinitesi olan CD18’in
tamamen veya biiyiik oranda olmamasi sonucu olustugunu belirlemislerdir (Gilbert
ve ark., 1993; Mirck ve ark., 1995; Anonim6, 2001). CD18’in yoklugunun da Mac-1
(CD11b/CD18) glikoproteininin kompleksinin olugmasimi engellemesi sonucunda
nétrofil fonksiyonlarimin bozulmasimna neden oldugunu belirlemislerdir (Gilbert ve
ark., 1993; Rutten ve ark., 1996).

Amerikali aragtiricilar Mark Kehri ve Dale Shuster 1990 yilinda, Holstayn
sigirlart iginden saglikli goriilen bir anne ve bunun yeni dogan buzaBisim rasgele
secerek kontrol grubuna ayirmiglardir. Bu buzagidan dogum sonrasinda hemen kan
almarak 16kosit sayim1 yapilmustir. flk sayimda, kandaki toplam 16kosit sayis1 14.000
adet/pl olarak sayilmistir. Dogumu takip eden ikinci giinde tekrar kan alimip kan
hiicresi saymm yapildiginda 16kosit sayis1 17.000 adet/ul ve dogumdan 7 giin sonra
ise 34.600 adet/pul olarak sayilmistir. Tekrar 41. giinde kan sayimi yapildiginda tiim
l6kositlerin %85’inden fazlas1 nétrofil 16kosit olan 100.000 adet/ul’yi asan lokosit
sayilmistir. Buzag ve annesinden elde edilen lSkositler incelendiginde anne ve
yavrunun lkositlerinde hi¢ bir fonksiyonel anormallik bulunamamigtir ve buzag
dogumu takip eden 48. giinde Slmiistiir. Buzaginin klinik ve patolojik bulgular
incelenmigtir. Sonugta daha énce insanlarda ve irlanda Seter képeklerinde goriilen
CD11/CD18 lokosit baglanma glikoprotein kompleksinin kalitsal olarak eksikligi
sonucu ortaya ¢ikan 16kosit baglanma noksanligi, LAD ve CLAD’a benzer bir
bozuklugun var oldugu belirlenmistir. Buzagidan elde edilen nétrofillerin
immiinolojik analizi yapildiginda nétrofil 16kosit hiicrelerinde CD11/CD18 baglanma
glikoproteinlerinin olmadig1 saptanmigtir. Daha sonra bu buzagmin fenotipik olarak
normal goriinliglii olan annesi, babasi ve 15 baba bir kardesi incelenmistir. Bu
inceleme sonucunda buzagimn annesi, babasi ve 15 baba bir kardesinin 8’inde

CD11/CD18 baglanma glikoproteinlerinin miktarinda nemli bir azalma oldugu
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belirlenmigtir (Kehrli ve ark., -1992a). Kehri ve Shuster, homozigot BLAD
vakalannin pedigrilerini inceleyerek A.B.D. de suni tohumlamada yaygin olarak
kullanilan taninmug bir Holgtayn bogasinin, hastalifin potansiyel tasiyicisi oldugunu
belirlemiglerdir (Gilbert ve ark., 1993).

Shuster ve arkadaglar1 1992 yilinda normal sigir CD18 geni ve BLAD’a neden
olan mutant CD18 genini belirlemislerdir. DNA kullantlarak yapilan Polimeraz
Zincir Reaksiyonu (Polymerase Chain Reaction, PCR) ile homozigot BLAD’1,
heterozigot tasiyic1 ve homozigot normal bireyleri belirlemislerdir (Gilbert ve ark.,
1993; Mirck ve ark., 1995). Ayni aragtiricilar, graniilositopati sendromlu bir
Holstayn buzagidan elde ettikleri 16kositlerin immunolojik analizinde, 16kosit hiicre
zarinda bulunmasi gereken CD18 baglanma glikoprotein miktarinin diigiik oldugunu
tespit etmislerdir. Daha sonra hasta buzaginin 16kositlerinden elde edilen CD18
glikoproteinlerinden, CD18 glikoproteinini sentezleyen DNA’min tamamlayici
DNA’sim1 (cDNA) sentezlemislerdir. Daha sonra normal ve graniilositopati
sendromu gosteren Holstayn buzagilardan aymi bélgenin ¢cDNA’s1 iiretilmigtir. Elde
edilen bu iki cDNA’min incelenmesi sonucunda normal ve hasta bireylerin
cDNA’lan arasmnda biiytikliik farkliligi olmadigt belirlenmistirr, BLAD kalitsal
bozukluguna sebep olan mutasyonun, biiylik bir delesyon ya da transkripsiyon
defekti olmadif: anlagilmistir. Sigir CD18 genine ait cDNA’lar polimeraz zincir
reaksiyonu ile gogaltildiktan sonra tek iplik¢ik haline getirilerek direkt dizin analizi
yapilmistir. Sonugta, CD18’i kodlayan genin 383. niikleotidinde bir nokta mutasyonu
oldugu, bununda bir “Guanin” organik bazinin bir “Adenin” organik baziyla yer
degistirmesine neden oldugu saptanmistir. Meydana gelen organik baz degisikligi de
CD18 glikoproteinini olusturan amino asit sirasindaki 128. amino asit olan “Aspartik
Asit” amino asitinin “Glisin” amino asidi ile yer degistirmesine neden olmustur.
Mutant allel D128G, normal allel ise CD18 olarak adlandirilmigtir (Shuster ve ark.,
1992; Agerholm ve ark., 1993; Kijias ve ark., 2000).
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1.5. Homozigot BLAD Vakalarinda Goriilen Klinik Belirtiler

Lokositlerin baglanma yetmezligi insanlar, kopekler ve sigirlarda benzer klinik
belirtiler gosterir. Nitekim, yeni dogan BLAD’li buzagilardaki klinik belirtiler,
LAD’h bebeklerde goriilen klinik belirtilere ¢ok benzedigi i¢in BLAD’mn molekiiler

temeli belirlenebilmigtir.

BLAD’ta, homozigot hayvanlarin klinik olarak belirlenmesini saglayan 6zel
klinik belirtiler yoktur. Ancak homozigot hayvanlarda 16kosit hiicre zarlarinda
bulunan baglanma proteinlerinin tamamen yoklugu veya Snemli Slgiide azalmasi
l6kositlerin damar duvarimi gegerek enfeksiyon etkenleriyle savasmalarini engeller.
Bu nedenle BLAD’Li buzagilarda tekrarlayan solunum ve sindirim sistemi
enfeksiyonlara siklikla rastlanir (Kehrli ve ark., 1990; Agerholm ve ark., 1993;
Ackermann ve ark., 1996; Arrayet ve ark., 2002).

BLAD vakalarinda goriilen semptomlar olduk¢a farklidir (Janosa ve ark., 1999).
Genellikle bu belirtiler homozigot buzagilarda dogumdan hemen sonra goriiliir.
Ancak bu belirtilerin higbirinin erken dénemde goriilmedigi BLAD vakalan da
vardir (Agerholm ve ark., 1993).

BLAD’a neden olan nokta mutasyonu, organizmanin hiicresel savunma
elemanlan olan l6kositlerin damar digmma gikmalarini engelledigi igin 16kositlerin
organizmay1 savunma gorevlerini aksatir. Bunun sonucu olarak BLAD’l1 buzagilarin
sindirim ve solunum sistemlerinde sik ve tekrarlayan bakteriyel enfeksiyonlar
goriilir (Ackerman ve ark., 1999; Anonim4, 2000; Anonim5, 2000). Homozigot
hayvanlarda, l6kositlerin kan dolagimindan enfekte dokulara gegememeleri
enfeksiyonlara kars: agin duyarliia neden olur. Sonugta hasta hayvanlar erken yasta
oliirler (Kehrli ve ark., 1990; Anonim6, 2000). Bu kahtsal bozukluga homozigot
olarak sahip olan buzagilar stiriide bulunan genel enfeksiyonlara kolay yakalanirlar

ve nonpatojenik mikroorganizmalar tarafindan da kolay etkilenirler. Homozigot
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buzaZilar eger yagamlarimn ilk yilinda 6lmezlerse, bu buzagilarda ileri derecede

biiyiime geriligi ve bitmeyen enfeksiyonlar goriilecektir(Janosa ve ark., 1999).

Hasta buzagilarin sindirim sistemlerinde, agiz mukozasinda genis ve yaygn iilser
alanlar1 vardir. Dis etlerinde inatg1, yaygin dis eti iltihabi vardir ve disgler erken
yaglarda diiger (Healy, 1992; Tajima ve ark., 1993; Anonim2, 2000; Kijias ve ark.,
2000). Bunun diginda sindirim kanalim kaplayan mukoza {izerinde genis {ilserlesmis
hatta kangrenlesmis alanlar, nekrotik ileum yangisinin goriildiigii ciddi bakteriyel
enfeksiyonlar vardir (Agerholm ve ark., 1993). BLAD’lh buzagilarda siddetli ve
iyilesmeyen ishal goriiliir (Kehrli ve ark., 1992b).

Solunum sistemi hastaliklari, hem siit sifircilifinda hem de besi sigircilifinda
yaygm ve ciddi ekonomik kayiplara neden olurlar (Soethout ve ark., 2002). BLAD’I1
buzagilarin solunum sistemlerinde siddetli pnémoni, bronsit ve yaygmn kronik
bronkopnémoni vardir (Healy, 1992; Gerardi, 1996; Johnson, 2000; Kehrli ve ark.,
2000).

BLAD’li buzagilarda sik sik deri lezyonlar1 goriiliir. Ektoparazit invazyonlarina
kars1 daha duyarhdirlar (Janosa ve ark., 1999). Bu klinik belirtilerin goriildiigii
buzagilar, antibiyotik sagaltimina yanit vermezler. Uygulanan safaltim sonrasinda
klinik belirtiler ortadan kalksa bile kisa stirede tekrar ortaya gikar (Olchowy ve ark.,
1994; Spes ve ark., 1999; Anonim4, 2000).

Periferal kandan aralikli olarak yapilan kan sayiminda siirekli bir 16kosit artisi
saptanir. Lokositlerin hemen tamami nétrofil 16kositlerdir (Healy, 1992; Agerholm
ve ark., 1993; Tajima ve ark., 1993). Saghkh bir sigirm Imm® kaninda ki 16kosit
sayist 8 000 adet iken, hasta buzagilardan aliman 1mm? kanda bu say1 100 000°den
fazladir (Kehrli ve ark., 1992a; Tajima ve ark., 1993; Olchowy ve ark., 1994;
Saglam, 1997 s;212; Kehrli ve ark., 2000). Hatta 8 aylik yasta BLAD’l1 bir Holstayn
disi danada yapilan kan sayiminda nétrofil sayis1 300 000 adet / mmSolarak
bulunmustur (Nagahata ve ark., 1998b).
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Cox ve arkadaglar1 tarafindan yapilan bir ¢aligmada BLAD alleline homozigot
olarak sahip iki diivede 16kosit sayimi yapmislardir. Yapilan 16kosit saymminda,
nétrofillerin normalden 10 kat, monositlerde ise 5-6 kat bir artis goriiliirmiistiir.
Lenfosit miktarlart normale yakin olarak g6zlenmigstir. Ancak incelenen her iki
diivede de ne ates ne de daha Once bildirilen diger BLAD semptomlar

gozlenmemistir (Gilbert ve ark., 1993; Cox ve ark., 1997).

Bagta notrofil 1okositler olmak iizere 16kositlerin trans endotelyal bdlgeye
gocliniin engellenmesi, BLAD’l1 buzagilarda goriilen klinik belirtilerin ortaya
¢ikmasima neden olur. Mikroorganizmalarin yerlestigi enfeksiyon bdolgelerinin
histolojik incelenmesinde, bu bélgelerin etrafindaki kapiller damarlar, siniizoitler ve
viicuttaki biitiin kan damarlarinin i¢inde bol miktarda nétrofil 16kosit varken,
lezyonlu mukoza ylizeyinde ki iilseratif lezyonlarda nétrofil 16kositler ya yoktur ya
da ¢ok azdiwr. Elektron mikroskobuyla incelenen nétrofillerde herhangi bir yapisal
anormallik belirlenemez (Kehrli ve ark., 1992¢).

Kalitsal bozukluga homozigot olarak sahip buzagilarda biiyiime geriligi ve asir
zayiflik vardir. Bu buzagilarin canli agirliklar: beklenen viicut agirhifin ancak %50-
60’1 kadardir (Anonim2, 2000; Anonim4, 2000; Kehrli ve ark., 2000). BLAD’lx
buzagilann giinliik canli agirhk artiglan 0,3 kg/giin iken saghkli buzagilarda 0,6
kg/giin olarak belirlenmistir (Janosa ve ark., 1999). Agerholm ve arkadaglari (1993)
BLAD oldugunu belirledikleri iki Holstayn buzag ile aym giftlikteki normal
yagitlarim 42., 70. ve 210. gilinlerde canli agirliklarim karsilagtirmiglardir. Yapilan
karsilagtirma sonunda 210. giinde normal buzagilarin BLAD’l1 buzagilardan 93 kilo
daha fazla canhi afirhga sahip olduklarmi belirlemiglerdir. Ayrica BLAD’Ii
buzagilarda, apse, kronik pnSmoni, oral boglukta tilseratif graniilamatéz yangi,

periodontitis ve dis kayb1 da gériilmiigtiir.

BLAD’1n sebep oldugu enfeksiyonlardan len buzagilarin otopsilerinde, solunum

ve sindirim sistemlerinin mukozalarinda yaygn tilseratif hatta gangrenéz lezyonlar,
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dalak biiyiimesi ve viicuttaki yag dokunun olduk¢a azalmis oldugu goriiliir (Olchowy
ve ark., 1994).

Hastalifin prognozu kétiidiir, hasta buzagilar genellikle dogumu takip eden ilk
birka¢ hafta iginde yaygin ve tekrarlayan bakteriyel enfeksiyonlar sonucu &liirler
(Healy, 1992). Fakat enfeksiyonlarin yayginligi ve etkilenen organlarm etkilenme
derecesine bagli olarak 6liim bir yasina kadar ertelenebilir (Fésiis ve ark., 1999;

Anonim2, 2000).

BLAD’l1 buzagilarin 6lmesine neden olan hastalifin sebebi normal florada
bulunan mikroorganizmalar olabilir. Hasta buzagilar ancak yogun bir tibbi miidahale
ve 6zel bakimla iki-li¢ yasina kadar yasayabilir. Ancak bu hayvanlarda ileri diizeyde
biiytime geriligi ve sik sik tekrarlayan bakteriyel enfeksiyonlar goriiliir. BLAD’I1
hayvanlar steril bir ortam saglanirsa ergenlige ulagabilirler (Powell ve ark., 1996;
Fésiis ve ark., 1999). Ergenlige ulasan hayvanlar kesinlikle kizginlik géstermezler
(Janosa ve ark., 1999).

Resesif otozomal BLAD bozukluguna homozigot olarak sahip buzagilar,
dtinyanin her yerinde agir1 zayiflik ve biiyiime geriligi ile gbze ¢arpar (Kehrli ve ark.,
1992b; Janosa ve ark., 1999). Bir Holstayn buzagisinda, dogumu takiben bir iki ay
igerisinde goriilen irinli dis eti yangisi, biiylime geriligi, sik tekrarlayan ishal ve
antibiyotik tedavisine cevap vermeyen bakteriyel enfeksiyonlarla kargilagildiginda
daima akla BLAD gelmelidir (Janosa ve ark., 1999).

1.6. Hasta ve Tastyicilarin Belirlenmesi

Insanlarda 500°den fazla monogenik kalitsal bozukluk tammlanmgtir. Hayvanlarda
ise genetik temeli bilinen kalitsal bozukluk sayisi ¢ok daha azdir (Muracedharan ve
ark., 1999).
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Kalitsal bozukluklar ¢oguniukla resesif otozomal kalitim sekli gosterirler, bu
nedenle de belirlenmeleri zordur. Hayvan yetistiriciliginde kalitsal bozukluklar
belirlemek onemlidir. Ozellikle, yetistirilen damizlik adaymnmn biiyiikk ekonomik
kayba neden olmadan erken yasta belirlenmesi ¢ok daha énemlidir (Muraeedharan ve
ark., 1999).

BLAD gibi resesif kalitim yolu izleyen kalitsal bozukluklar fenotipe bakilarak
belirlenemez. Bu nedenle gen frekanslarmin olduk¢a yiiksek olmalarna kargin
BLAD nedeniyle 6len hayvanlarin sayilar az zannedilir. Bu da ¢ok sayida hayvanin
kesin tamis1 yapilamadan BLAD’in neden oldugu genel enfeksiyonlardan dolay:
61dtigii fikrini akla getirmektedir (Ozbeyaz, 1997).

Heterozigot bireyler, genotiplerinde hem normal CD18 allelini hem de mutant
D128G allelini tagirlar. Bu nedenle bu kalitsal bozuklugun yayilmasinda heterozigot
damizliklar cok onemlidir. Heterozigot bireylerin kan sayimlar1 yapildigimda, 16kosit
miktar1 normalden biraz yliksek bulunur. Fakat 16kosit sayisindaki bu farkin D128G
allelinden mi yoksa bireysel 6zelliklerden mi kaynaklandigi kesin olarak
belirlenemez. Bununla birlikte heterozigot bireyler herhangi bir klinik belirti
gostermeden yasamlarimi normal olarak siirdiiriirler. Bu nedenle heterozigot
bireylerin fenotipik olarak belirlenmeleri zordur. Heterozigotlar fenotipik olarak
belirlenemedikleri igin sahip olduklari mutant alleli bir sonraki generasyona gegirme
olasiliklar1 % 50 dir. Dolayisiyla kalitsal BLAD bozuklugunun yayilmasmin
Snlenmesinde heterozigotlarin belirlenip ayrilmasi 6nemlidir (Anonim 5, 2000).
BLAD’l: hasta buzagilarda tipik klinik belirtiler yoktur. Fakat hastahk Holstayn
populasyonu i¢in potansiyel bir tehlikedir. Bu nedenle BLAD’1 heterozigot olarak
genotipinde bulunduran tasiyicilarin belirlenmesi hasta buzagilarin belirlenmesinden
¢ok daha onemlidir. Damzhklar arasinda BLAD tasiyicilarmin belirlenerek
damuzliktan uzaklastirilmas: gereklidir (Cox ve ark., 1997).
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1.6.1. Pedigri Analizi

Bir hayvana ait pedigri bilgileri arastiricrya, fenotipte goriilen &zellik yoniinden
ferdin homozigot dominant m1 yoksa heterozigot mu oldugunu belirlemede yardimci

olabilir (Nicholas, 1996, s.:157).

Pedigri analizi, bir hayvanin kalitsal bozukluga sebep olan resesif alleli
genotipinde bulundurup bulundurmadiginin tahmin edilmesine yardim edebilir (Van
Vleck ve ark., 1987, 5.:169).

Pedigri analizi yapilirken baslangigta incelenen ferdin aile agaci ¢izilir. Kehrli ve
arkadaglari, hasta hayvanlarin pedigrilerini 5 generasyon geriye dogru
incelediklerinde hepsinde ortak atalar oldugunu gormiislerdir. Bu ortak atalarin,
AB.D.’de ki suni tohumlamada en yaygin kullamlan {istiin bogalar olduklan
gorlilmiistiir (Kehrli ve ark., 1992a; Kehrli ve ark., 1992b; Shuster ve ark., 1992).

A.B.D. de BLAD’l1 buzagilarin pedigrileri geriye dogru incelendiginde BLAD 11
buzagilarn hepsinin 1952’de dogan Osborndale Ivanhoe isimli boga ile hem anne
hem de baba tarafindan akraba olduklar1 ve bu bogadan kalma mutant genin anne
baba tarafindan yavruya aktarilmasi sonucu dogduklarn belirlenmistir (Mirck ve ark.,
1995; Kaneko ve ark., 1997; Kehrli, 2000).

BLAD ilk olarak A.B.D. de ortaya ¢ikmasina ragmen bu iilkeden diger iilkelere
damizlik Holstayn s18ir ve donmus sperma ihracati ile yayilmigtir. Su anda diinyamn
her yerinde BLAD vakalarina rastlamak miimkiindiir (Fésiis ve ark., 1999). A.B.D.
de hasta buzagilarin pedigrileri incelendiginde hepsinin, Osborndale Ivanhoe,
Penstate Ivanhoe Star ve Carlin M Ivanhoe Bell gibi, Holstayn sigir irkin en segkin
bogalar1 ile akraba olduklar1 belirlenmistir. Daha sonra, A.B.D.’de damizlik olarak
en yaygin bu {i¢ bogamn donmus spermalar1 molekiiler tekniklerle incelendiginde,
mutant D128G alelini tagidiklari belirlenmigtir (Kehrli ve ark., 1992a; Shuster ve
ark., 1992; Powell ve ark., 1996).
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BLAD’a neden olan mutant allel ilk olarak 1952 yilinda dogan Osborndale
Ivanhoe isimli bogada ortaya ¢ikmistir (Shuster ve ark., 1992; Mirck ve ark., 1995;
Powell ve ark., 1996).

Osborndale Ivanhoe isimli boga Holstayn irkinin babasi olarak isimlendirilmigtir
(Janosa ve ark., 1999). Milkemmel siit verim kapasitesine sahip olduklar1 ve bu
6zelliklerini yavrularma gegirebildikleri i¢in hem kendisi hem de birgok oglu ve
torunu damizlik boga olarak kullanilmistir. Bu sayede resesif BLAD alleli A.B.D. de
ki Holstayn populasyonuna ve buradan da tiim diinyaya kolaylikla yayilmigstir
(Shuster ve ark., 1992; Janosa ve ark., 1999).

A.B.D. de birgok inek, bu bogalarin spermalariyla tohumlanmigtir. Gerek bu
bogalarm spermalan ile gerekse bunlarm yavrularmin damizlik olarak kullanilmasi
sonucu hastalik tiim diinyaya yayilmigtir. Dolayisiyla bu bogalarla akrabaliklar: olan
boga ve ineklerin tastyict olma olasiliklan yliksektir (Shuster ve ark., 1992; Nagahata
ve ark., 1997).

Japonya da 1983-1995 willann arasinda dogan BLAD vakalarimin pedigrileri
incelendiginde bunlarin Japonya da en ¢ok kullanilan 5 boga ile akraba olduklari ve
bu bogalarinda Osborndale Ivanhoe ile genetik baglarmin oldugu belirlenmistir
(Nagahata ve ark., 1997). Aym sekilde Avrupa da ki hasta buzagilarm pedigrileri
incelendiginde Osborndale Ivanhoe isimli bogaya ulagilmistir.

Danimarka’da NJY Huber isimli boganin 1991 yilinda dogan tiim yavrularmin
%17’si hasta olarak dogmustur. Bu boganin 1183 giftlesmesinin 820 si “Tastyic1 x
Tagiyic1” giftlesmesi oldugu belirlenmistir. BLAD’tn Danimarka’da yayilmasimmin
baglica sorumlusu bu bogadir (Shuster ve ark., 1992; Gerardi, 1996).

Muhtemel BLAD vakalarinm tamusinda klinik belirtiler, laboratuar bulgulan ve
pedigri bilgileri birlestirilir. Hastalik otozomal resesif kalitsal bir hastalik oldugu igin

hasta hayvanlarin pedigrilerinin incelenmesi tamda nemlidir (Gilbert ve ark., 1993).
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1.6.2. Test Birlestirmeleri

Resesif zararli genleri tagiyan heterozigot bireylerin belirlenmesinde kullanilan diger
bir yontemdir. Erkek damizliklar disilere gore daha fazla sayida yavru verdiklerinden
genotiplerinde bulunan resesif zararli geni yeni generasyona yayma olasilifi daha

yiiksektir (Alpan ve ark.,1990). Bu nedenle yontem boga adaylarinda kullanilir.

Zararll resesif geni bir boganin tasidifim test etmek igin yapilan test
birlestirmeleri {i¢ farkli yontemle yapilir.
I. Resesif homozigot bireylerle birlestirme
II. Heterozigot oldugu bilinen bireylerle birlestirme
II. Olast ebeveyni yavrulariyla birlestirme

I- Resesif Homozigot Bireylerle Birlestirme; Bu yontem eger zararli gen
bireylerde ¢ok Onemli problem olusturmazsa kullanilabilir. Bu gibi durumlarda
zararl1 geni homozigot olarak tasiyan disi hayvanlar siiriide tutulabilir (Alpan ve ark.,
1990). Ancak BLAD da zararli gene homozigot olarak sahip olan bireyler ergenlige

ulagamadan 6liirler. Bu nedenle bu yéntem BLAD’1n belirlenmesinde kullamilamaz.

II- Heterozigot Oldugu Bilinen Bireylerle Birlestirme; Zararli genin
heterozigot olarak bulunmasi canlida bir problem olusturmazsa bu birey siiriide
tutulabilir. BLAD genini heterozigot tagiyan sifirlarda herhangi bir problem
gorlilmez, bu nedenle siirtide tutulur. Bu yontemde BLAD yoniinden test edilmek
istenen boga adayr heterozigot ineklerle giftlestirilerek bu giftlestirmeden elde

edilecek yavrular incelenir (Alpan ve ark., 1990).

Eger, denenen erkek heterozigotsa ve heterozigot oldugu bilinen bir disi ile
birlestirildiginde dogacak yavrunun normal goriiniislii olma olasiif1 3/4 tiir, yani
%75dir. Istatistiki olarak 0,05 giiven esigi igin 11 yavru, 0,01 giiven esigi icinse 16

normal gdriiniislii yavru elde edilmesi gereklidir (Alpan ve ark., 1990).
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III- Olas1 Ebeveyni Yavrulariyla Birlestirme; Eger heterozigot olarak BLAD
geni tagiyan inek siiriide yoksa, bu durumda iki agamali test birlestirmesi yapilabilir.
Ancak dogal olarak da sonu¢ almak daha uzun siirer. BLAD y&niinden test edilecek
erkek damizlik adaylari normal disilerle birlestirilir. Eger baba heterozigotsa elde
edilen normal goriiniiglii yavrularin yaris1 homozigot normal, yaris1 da heterozigot
normal olacaktir. Bu birlestirmeden elde edilen normal goriiniiglii disi yavrular
babayla tekrar birlestirilir. Bu birlestirme sonunda erkek damizlik i¢in 3 normal, 1
kusurlu yavru elde edilir. Bu nedenle 8 torundan 7’si normal 1 tanesi kusurlu olur.
Yani oran 7/8’dir. Bu birlestirmede istatistiki 0,05 giiven esigi igin 23, 0,01 giiven
esigi i¢in 35 normal yavru elde edilmesi gereklidir (Alpan ve ark., 1990).

Test Birlestirmeleri Yonteminin Dezavantajlari; 1- Bu yontem de geng bir erkek
damizlik adaymnin belli bir zararli geni resesif olarak tasiyip tasimadigini tespit etmek
igin uzun bir zaman gereklidir (Alpan ve ark., 1990). 2- Test birlestirmeleri gok
miktarda emek, para ve zaman gerektirir (Nicholas, 1996, s.:207). 3- Test
birlestirmeleri sonucunda bir damizlik baba adayinmn homozigot olarak saglikli
oldugunu asla ispat edilemez. Istatistiki olarak normal oldugu kabul edilen bireylerdé
bile diisiik seviyede tespit edilememis tasiyici olma olasiligi hala vardir (Nicholas,
1996, s5.:208).

Wriedt ve Mohr, sifirlarda letal faktorler {izerinde yaptiklan g¢aligmalar
sonucunda, damizhik bogalarin kalitsal kusurlara ait genleri tagiyip tagimadiklarini
anlamak i¢in, her bir boganin en az 20 6z kiz1 ile birlestirilmesinin gerektigini
soylemislerdir. Bu sayede bogalarin %95 olasilikla tasiyici olup olmadiklar
anlagilabilmektedir (Aritiirk, 1977).

1.6.3. Biyokimyasal Tan1

Kalitsal bozukluk bir protein eksikligine neden olur ve bu eksik protein kan ve diger
dokulardan uygun bir laboratuar testi ile belirlenebilir ise biyokimyasal tami
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konabilir. Biyokimyasal tam1 ancak hasta ve normal bireylerin belirlenmesinde
kullamlabilir (Nicholas, 1996, s.:208). Ciinkii ¢esitli non-genetik faktdrler ve
genomun diger lokusundaki genlerden dolayr bir itk i¢inde incelenen protein ve
enzim seviyesinde sik stk Snemli varyasyonlarla karsilasilir. Bazi hayvanlardaki
enzim seviyesi normal ve tagiyici genotipler arasinda bir seviyede olabilir. Boyle

durumlarda karar vermek giigtiir (Nicholas, 1996, s.:208).

1.6.4. Sitolojik Tam

BLAD’1n sitolojik tamisinda “Flow Sitometri” testi kullamlabilir (Tammen ve ark.,
1996; Kehrli, 2000). Insanlarda LAD vakalarinda nétrofillerdeki CD18 seviyeleri
normal insanlardakinin %0-10 seviyesinde oldugu bildirilmistir (Cox ve ark., 1997).
Aynmt durum sifirlar iginde gegerlidir. Flow sitometri ile hasta buzagilarin
nétrofillerinde ki B, integrin miktarmin olmast gerekenin yaklagik %2’si kadar
oldugu belirlenir (Kehrli ve ark., 1992c; Ackerman ve ark., 1993a). Heterozigot
hayvanlarmn pedigrileri incelendiginde BLAD tasiyicist bir boga ile akrabaligi
belirlenip flow sitomeri ile 8, integrin miktarlan 6lgiilerek tastyici tanisi konabilir
(Kehrli ve ark., 1992¢c; Cox ve ark., 1997). Ancak bu tam1 yontemi ile elde edilen

sonug her zaman giipheli kabul edilmelidir.

Bu yontem ile hasta ve saglikli bireyler belirlenir. Heterozigot bireyler kesin
olarak belirlenemez. CD18 glikoprotein miktar1 i¢in fertler arasindaki ferdi
farklibklar da tamiyr giiglestirir. 3, integrinler yiiksek bir diizen gosterirler ancak
bireysel degisiklik gosterme olasiligy da yiiksektir. Bu da flow sitometri yontemi ile
BLAD tagiyicilarinin belirlenmesirﬁ gliclestirir (Cox ve ark., 1997). Ayrica flow
sitometrinin yapilabilmesi i¢in olduk¢a geligmis laboratuarlarin kurulmus olmas:
gereklidir. Yani oldukga pahali bir yéntemdir.
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Bu test hiicre zarinda CD18 glikoproteini bulunduran 16kositlerin sayilmasi ve
bununda yogunluk olarak gdsterilmesi esasina dayali bir testtir. Ancak bu y&ntem
rutin kullamim i¢in uygun degildir (Ackerman ve ark., 1993b).

Flow sitometri metodu ile hiicre zarindaki CD18 baglanma glikoproteinlerinin
varligi ya da yoklugu tespit edilir. Metodun galigma prensibi soyledir. Bir toma
laminda siipheli fertten elde edilen 16kositler sayilir ve sayilan 16kositler bir hiicre
slispansiyonu haline getirilerek bir tiipte toplanir. Hiicre siispansiyonu halindeki
16kositler ince bir pipet yardimiyla iyice karistirtlarak her bir 16kosit hiicresinin
birbirinden tamamen ayrilmasi saglamir. Daha sonra hazirlanan 16kosit
stispansiyonun tizerine, 16kositlerin hiicre zarinda bulunmasi gereken P, integrin
glikoproteinlerine karsi hazirlanmis ve primer antikor olarak adlandirilan antikor
ilave edilir. Islem sonunda stipheli bireyin I6kosit hiicre zar1 {izerinde bulunmasi
gereken P, integrin glikoproteinleri ile buna karsi hazirlanmig olan antikorun
baglanmast beklenir. Bu islemden sonra hiicre zarindaki “gilikoprotein + primer
antikor” kompleksiyle baglanan ve 6zel olarak floresan bir boya ile isaretlenmis olan
bir bagka antikor (sekonder antikor) hiicre siispansiyonu lizerine ilave edilir. Eger
Iskositlerin tizerinde B, integrin gilikoproteinleri varsa “glikoprotein + primer
antikor” kompleksi, son olarak eklenen floresan boya ile igaretli sekonder antikorlar
ile birleseceklerdir. Eger I6kositlerin hiicre zarlari {izerinde [, integrin
glikoproteinleri yoksa primer antikorlar hi¢bir yere baglanamayacaklardir. Sonugta
flioresan boya ile isaretlenmis sekonder antikorlarla primer antikorlar
baglanamayacaklardir. Olusan antijen, antikor baglanma islemlerinden sonra
siispanse haldeki hiicreler sadece tek bir hiicrenin gecebilecegi kadar dar uglu bir
kanaldan gecirilir. Hiicreler kanaldan gegerken kanala lazer isif1 verilir. Eger
floresan boyali sekonder antikorla birlesmis “glikoprotein + primer antikor”
kompleksi varsa tek bir 16kosit hiicresinin gegebilecegi kadar dar ugtan gegerken bu
uca verilen lazer 15181 sayesinde floresan boya parlar. Meydana gelen parildama
sisteme bagh bir bilgisayarda kayit edilir. Eger 16kosit hiicre zarinda primer
antikorun baglanacagi glikoprotein yoksa baglanma olmayacag: igin floresan

parlama da olmayacaktir. Kanaldan daha énce sayilmis olan 18kositlerin hepsi teker
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teker gecirilir ve parlak floresan 151k yayan her bir 16kosit hiicresi sayilir. Elde edilen
her parildama, uca baghi bulunan ve y6nteme ait bir program yiiklenmis olan
bilgisayara kaydedilir. Gegen her 15kosit hiicresi sonunda parildama olup olmadig:
bilgisayara girer ve sonug yogunluk olarak alimr. Siipheli bireyden elde edilen flow
sitometri sonuglari ile kontrol olarak kullanilan normal bireylerin I6kositlerinin
verdigi sonuglar kargilagtirilir. Bu sekilde siipheli bireylerin hasta ya da saglikh
oldugu sonucuna varilir (Uysal, 1995).

1.6.5. Molekiiler Tam

Yetistiriciler igin bir populasyondaki istenmeyen bir genotipin, erken yaglarda
belirlenip elimine edilmesi 6nemlidir. Bu da ancak canliya ait gesitli doku
parcalarindan elde edilen DNA kullamilarak yapilan molekiiler y6ntemlerle
saglanabilir (Ryncarz ve ark., 1995).

Evcil hayvanlardaki kalitsal bozukluklarin molekiiler diizeyde identifikasyonu
alaninda 1980’lerden itibaren onemli gelismeler saglanmistir (Fries ve Ruvinsky,
1999, s.:123). Molekiiler tekniklerde kullamilan materyal DNA, RNA ve
proteinlerdir. Teorik olarak her doku 6megi DNA kaynaf olarak kullamilabilir
(Phillips, 1990).

Kalitsal bozukluklarin molekiiler tamisinda, ¢ift yumurta ikizligi durumunda, ikiz
kardesler arasinda korioallontoik damar anastomozlar1 nedeniyle hemopoetik sistem
hiicrelerinin degismesine neden olabilen hemopoetik kimerizim olabilecegi bir hata
kaynag1 olarak diistiniilmelidir. Homozigot normal ve hasta ikizlerin kan &rnekleri
incelendiginde her iki kardeste heterozigot tanisi konabilir. Bu nedenle ikiz kardegler
arasinda hastalify molekiiler yontemler ile dogru tamimlayabilmesi igin molekiiler
testlerde 6rmek olarak kil kokii, sperma ya da doku Srnekleri kullanilmalidir. Ancak
genel olarak BLAD’1n kesin tanis1 igin gelistirilen DNA temelli molekiiler genetik
tekniklerde yaygin olarak hayvanlardan alman kan kullamlir (Ryncarz ve a.rk., 1995).
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Hastaligin yaygmligini azaltmak igin hasta ve tasiyict hayvanlarin dogru olarak
tanimlanmasi gereklidir. Bu da ancak son yillarda gelistirilen PCR’1 takiben yapilan
Restriksiyon Pargacik Biiyiikliik Polimorfizmi (Restriction Fragment Length
Polymorphism, RFLP) ve PCR’1 takiben yapilan Ligaz Zincir Reaksiyonu (Ligase
Chain Reaction, LCR) gibi molekiiler yontemlerle belirlenebilir (Janosa ve ark.,
1999). Bu sayede bdyle resesif otozomal kalitsal bozukluklarin tasiyicilari kesin
olarak belirlenerek populasyondan uzaklagtirilabilir.

Molekiiler tam metotlar1 heterozigotlarin belirlenmesine ve “Heterozigot x
Heterozigot” birlegtirmelerin engellenmesini saglar. Bu sayede suni tohumlamada
kullanilan ya da kullamlmak istenen bogalar incelenen kalitsal hastalik yniinden
kesin olarak belirlenir. Eger iistiin bir boga test edilip heterozigot oldugu kesin
belirlenirse bu bogadan elde edilen spermalarla sadece homozigot normal ineklerin
tohumlanir veya boga damizliktan g¢ikarilir. Dogan yavrular tekrar test edilerek

BLAD yoniinden genotipi belirlenebilir ve sonug kaydedilir (Anonim 2, 2000).

BLAD’mn tanimlanmasindan sonra, bozuklugu tespit etmek i¢in ¢esitli metotlar
gelistirilmigtir. Bu yontemlerden ilki 16kositlerin hiicre zarlari tizerindeki CD18
baglanma glikoproteinlerinin belirlenmesi esasma dayali biyokimyasal tamdir.

Ancak bu yontem ile sadece hasta hayvanlar tanimlanabilir.

BLAD allelinin belirlenmesi i¢in DNA kullanilarak yapilan test, ancak 1992
yilinda geligtirilmigtir. BLAD’m genetik temelinin aydinlatiilmasindan sonra
gelistirilen ve DNA kullanilarak yapilan testler, hasta, normal ve tasiyict hayvanlarin
ayirt edilmesinde en ¢ok kullanilan testler olmugtur. Holtayn sigir irkinda, BLAD’a
neden olan mutant allelin kesin olarak taninmasint saglayan molekiiler genetik testler
gelistirilene kadar, tagiyicilar uzun yillar belirlenememistir (Powell ve ark., 1996).
BLAD’1n tamisinda DNA kullamlarak yapilan molekiiler tam yontemleri klasik tam
yontemleriyle kargilastirildiginda daha dogru, daha ucuz, daha hizli ve daha kesin
sonug verirler (Anonim2, 2000).
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BLAD’1n klinik belirtileri olduk¢a iyi agiklanmugtir. Sahada c¢alisan veteriner
hekimlere hayvanin yasi, tekrarlayan bakteriyel enfeksiyonlar, 16kosit sayis1 ve
hayvamin pedigrisinin incelenmesi hasta buzagilarin tamisinda yardimecr olabilir.
Ancak normal goriiniiglii hayvanlarin bir kismi klinik olarak herhangi bir belirti

gOstermeyen heterozigot bireylerdir.

Almanya’da 1996 yilinda yapilan bir ¢aligmada toplam 2381 Holstayn sigir
incelenmistir. Incelenen hayvanlarin 186 tanesinin klinik belirtilere gére BLAD
tagtyicist oldugu diistiniilmiistiir. PCR/RFLP incelemesi sonunda bu siipheli
hayvanlarin 69 tanesinin (%37,1) hasta, 13 tanesinin (%7) tasiyic1 ve 104 tanesinin
de normal oldugu belirlenmistir. Klinik yénden herhangi bir belirti gostermeyen
2195 damizlik boga adaymdan 283’i{iniin BLAD tastyicisi oldugu ve 1957 hayvanin

ise homozigot normal oldugu belirlenmistir (Tammen ve ark., 1996).

AB.D.’de ve Almanya’da 1977-1992 yillann arasindaki graniilositopati
sendromundan siiphelenilen siZirlara ait 6rnekler incelenmesi sonucu ¢ogunun
BLAD yo6niinden homozigot olduklar1 belirlenmistir (Kehrli ve ark., 1992b).

BLAD allelini belirlemek amaciyla yapilan molekiiler testler kesin sonug verir ve
nispeten diger yontemlere gére ucuzdur. Irka 6zgii ve sadece Holstayn sigir irkinda
goriilen bir kalitsal bozukluk olan BLAD yéniinden tiim suni tohumlama bogalar1 ve
ebeveynleri molekiiler tan1 yontemleri ile test edilmelidir. Eger boga adaylarimin
anneleri test edilmez ise boga adaylarinda bu allelin olma riskini azaltmak igin aday
6-7 generasyon geriye gidilerek pedigrisi incelenmelidir. Boga adaylarinin anne bir
kardeslerinde ve annenin yakin akrabalarinda, homozigot BLAD goriilenler ve
tagiyict var mi? yok mu? taranmalidir. Sonugta annelerin BLAD durumlan

belirlenmelidir (Powell ve ark., 1996; Anonim 2, 2000; Anonim 3, 2000).
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1.6.5.1. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR) Takiben Yapilan Restriksiyon
Parcacik Biiyiikliik Polimorfizmi (RFLP) ile BLAD Allelinin Belirlenmesi

Hastalik sebebinin CD18’i kodlayan gende meydana gelen bir nokta mutasyonu
oldugunun 1990 yilinda Kehrli ve arkadaslan tarafindan belirlenmesinden sonra
1992°de CD18 glikoproteinini kodlayan genetik kod Schuster ve arkadaglan
tarafindan ¢6ziilmiigtir. Bu arastirici tarafindan mutant CD18 ve normal CD18
genlerinin genetik sifresinden primerler hazirlanarak PCR reaksiyonlarinda primer
olarak kullanilmaya baglanmistir (Zsolnai ve Fesiis, 1996; Kaneko ve ark., 1997).

Tek bir gende meydana gelen mutasyon sonuca ortaya ¢ikan bu kalitsal bozukluk
PCR ile birlikte yapilan RFLP ile belirlenir. Tam igin ilk olarak &zel primerler
kullamlarak yapilan PCR sonunda elde edilen {irlinler, BLAD i¢in Tag I ve Hae 11
restriksiyon enzimleri ile kesilir. Bu islem sonunda elde edilen {irlinlerde restriksiyon
bolgelerinin varligi veya yokluguna gére hasta, normal ve tagiyici bireyler belirlenir

(Poli ve ark., 1996; Tammen ve ark., 1996).

PCR da kullamlacak olan DNA, siipheli bireylerden alinacak olan doku
orneklerinden, EDTA’l1 kan 6rneginden ve spermadan elde edilir. Ancak son yillarda
toplamasimin kolay olmasi, uzun siire saklanabilir olmasi1 ve dizigotik ikizlik
durumunda hemopoetik kimerizim nedeni ile yanlis tam koyma riskini azaltmak
amaciyla PCR i¢in DNA kaynag olarak kil kokii kullanilmas: 6nerilmektedir (Healy
ve ark.,, 1995). Alman kil ko&klerinin diger hayvanlara ait kil kokleri ile
karismamasina dikkat edilmelidir.

PCR; DNA veya RNA baz siralarinin sayisal olarak artirilmasi temeline dayanan
bir tekniktir. BLAD’in PCR’la tamusi ilk olarak 1992°de Shuster ve arkadaslarinin
bulduklann 5°~-GAG TAG GAG AGG TCC ATC AGG TAG TAC AGG-3’ ve 5-T
CCG GAG GGC CAA GGG CTA-3’ baz dizilerine sahip iki primer kullanilarak
yapilmigtir. Bu primerler sayesinde stipheli bireylerin DNA’larindan CD18 genini
kodlayan kisim amplifiye edilmektedir (Zsolnai ve Fésiis, 1996).
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PCR sonunda hasta, normal ve tagiyici bireylerden 58 bp uzunlugunda tek bir bant
elde edilir. Elde edilen bu PCR iiriinleri, Taq I veya Hae 11l endoniikleaz enzimleri
ile kesildikten sonra % 4’lik agaroz jel elektroforezine tabi tutulur. Elektroforez
sonunda, Tagq I ile kesilen PCR iiriinlerinden BLAD y&niinden homozigot normal
bireylerde 26 bp ve 32 bp’lik uzunluklari olan iki bant elde edilir. Homozigot normal
bireylere ait PCR {iriinleri Hae III ile kesildiginde 9 bp ve 59 bp’lik iki bant elde
edilir. Ancak 9 bp’lik bant ¢ok kiiclik oldugu i¢in genellikle jelden ¢ikar ve
goriilmez. BLAD allellerini homozigot olarak tasiyan hasta bireylere ait PCR
tirtinleri Tagq I ile kesildiginde bu enzimin tanidif1 bslgenin meydana gelen nokta
mutasyonu sonucunda ortadan kalkmasi neticesinde enzim kesemez ve 58 bp
uzunlugunda tek bir bant elde edilir. BLAD tastyicist bireylere ait PCR firiinlerinin
Taq 1 ile kesildiginde 26 bp, 32 bp ve 58 bp uzunluklarinda {i¢ bant, Hae III ile
kesilmelerinden ise 9 bp, 19 bp, 30 bp ve 49 bp uzunluklarinda dért bant elde edilir
(Shuster ve ark., 1992; Jorgensen ve ark., 1993; Kriegesman ve ark., 1997; Zsolnai
ve Fésiis, 1997; Mukhopadhyaya ve ark., 2000). Shuster ve arkadaglarmin
gelistirdikleri bu ilk PCR-RFLP yo6ntemi temel kabul edilerek aym bélgenin
gogaltilmasi i¢in farkli primerler kullanan aragtiricilar daha kolay uygulanabilir PCR-
RFLP yontemleri gelistirmislerdir.

1.6.5.2. Ligaz Zincir Reaksiyonu (L.CR)

LCR, PCR gibi incelenmek istenen &mek DNA’sinin miktarim artirabilen bir
molekiiler genetik teknigi ile birlikte kullamlan metottur. Bu y6éntemde incelenmek
istenen genin baz dizini bilinmektedir ve bu bilinen baz dizininde meydana gelmis
olan nokta mutasyonu belirlenir. Yoéntem, sadece bilinen gendeki tek bir baz

degisikligine neden olan nokta mutasyonlarinin tespiti i¢in kullanilmaktadar.

Ligaz enzimi, ¢ift iplik¢ikli DNA’da meydana gelen tek iplikgikteki kopmalarda
olusan iki ug arasinda fosfodiester bagi kurarak kopan uglarin baglanmasim katalize

eden enzimdir. Bu y6ntemde termostabil ligaz enzimleri kullanilir. Yéntem, insan
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hekimliginde ilk olarak orak hiicreli anemiye sebep olan nokta mutasyonunun
tamsinda kullamlmigtir. LCR’ yi BLAD’m belirlenmesinde ilk kez Batt ve
arkadaglar (1994) kullanmastir.

LCR yonteminde oncelikle; baz dizsinin bilindigi genin mutant ve normal
allellerine uygun primerler sentezlenir. Sentezlenen her iki primerin 5° uglan biotinle
isaretlenir. Hem normal allel i¢in hem de mutant allel i¢in sentezlenerek isaretlenen
bu primerler, kullanilan termostabil bir ligaz enzimi sayesinde siipheli 6rnege ait
DNA’da kendilerine uygun bdlgeye baglanir. Yontem, isaretli primerlerin siipheli
bireylerden elde edilen DNA’lara baglanip baglanamamasina gdre tam1 yapilmasi
esasina dayanir. Isaretli primerler ile 6mege ait DNA’nin birlesip birlesmedigi elde
edilen LCR iiriinlerinin, biotin ile birlestifinde mavi renk veren streptavidin
boyasiyla kapli mikropleyt kuyucuklara yiiklenerek mavi renk gériilmesi ile yapilir.

BLAD tanisinda LCR y6ntemi kullanilirken énce hem normal, hem de mutant
CD18 geni i¢in 5’ ucu biotinle isaretli primerler hazirlamir. Hazirlanan isaretli
primerler incelenen ornekten elde edilen DNA ile termostabil ligaz enziminin
varliginda birlestirilir. Daha sonra isaretli primerler ve 6rmek DNA’simin baglanip
baglanmadiginin goriintiilenmek amaciyla elde edilen LCR iirtinleri streptavidin
boyas: ile kaplanmis micropleyt kuyucuklarina konur. Biotin ve streptavidinin
birlesmesi ile olusan mavi rengin gériilmesi primer, DNA birlesmesinin oldugunu

gosterir.

Sadece normal CD18 alleli igin hazirlanan igaretli primer ile birleserek,
streptavidin ile kaph mikropleytlerde mavi renk veren érnek DNA’lar homozigot
normal olarak degerlendirilir. Sadece mutant D128G alleli i¢in hazirlanan primer ile
birleserek mikropleyte mavi renk veren 6rmek DNA’lar homozigot BLAD’li olarak -
degerlendirilir. Hem normal CD18 alleli igin hazirlanan primer ile hem de mutant
D128G alleli igin hazirlanan primerle birleserek mavi renk veren siipheli DNA’lar ise

heterozigot olarak degerlendirilir (Batt ve ark., 1994).
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PCR ile birlestirilmis LCR testi rutin olarak BLAD’m molekiiler tamisinda
kullamlmaktadir (Kaneko ve ark., 1997). Ancak LCR-PCR yontemi, PCR-RFLP ile
karsilastirildiginda, hem daha pahali hem de daha fazla emek gerektirmektedir.

Hayvan yetistiriciliginde tistiin verimli erkek damizliklardan daha ¢ok yavru elde
etmek icin suni tohumlama yontemi gelistirilmistir. Ustiin verimli disi
damizliklardan daha ¢ok yavru elde etmek igin ise embriyo transfer yontemi
kullanilmaktadir. Yukarida bahsedilen molekiiler tan1 teknikleri sadece bireylerden
degil embriyolardan elde edilen DNA’lar i¢in de kullanilir. Bu sayede embriyolar
BLAD yoniinden incelenerek hasta ve tasiyict embriyolarin transfer edilmesi
engellenir. Sadece homozigot normal embriyolar saklanir veya nakledilir. Bdylelikle
BLAD yoniinden tagiyici oldugu bilinen fakat {istiin verim 6zelliklerine sahip olan
boga ve inekler embriyo transferinde kullanilabilir. Yetigtiricilere embriyo temin
eden firmalar artik, embriyolarin aliciya transferinden 6nce, BLAD yoniinden
incelenmesi ve embriyolarin cinsiyetlerinin tayin edilmesi rutin olarak
uygulanmaktadir (Anonim1, 2000).

1.6.6. Diger Yontemler

Steinholt ve arkadaglarmin (1994) yaptiklari galismada, BLAD tasiyicilarimin
otozomal kromozomlarimin BLAD allelini tasimayan sigirlarinkinden daha kiigiik
olduklarim belirlemislerdir. Bu farkliligin, sitolojik olarak belirlenememis kromozom
aberasyonlarindan kaynaklanmis olabilecegini bildirmiglerdir. Ay aragtiricilar,
BLAD allelini homozigot olarak bulunduran hayvanlarin otozomal kromozomlarimn
ise tagsiyicilardan da kiiglik oldufunu belirlemiglerdir. Ayrica tasiyicilarm X
kromozomlarinm, normallerin X kromozomlarindan daha kiigiik oldugunu, Y
kromozomlarinda ise herhangi bir farkin olmadigim bildirmiglerdir. Cinsiyet
kromozomlarimin, BLAD homozigotlarda, BLAD negatiflere ve BLAD tagiyicilarina
gore 6nemli dlgiide kisalmig oldugunu gézlemlemislerdir. Ayrica BLAD tasiyicisi

bogalarin spermatozoalarmin normal bogalarin spermatozoalarmdan daha kiigiik
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oldugunu bildirmiglerdir. Olast BLAD tastyicilarinin otozomal kromozomlan ile
spermatozoonlarinin Slgiilmesi ve pedigrilerinini aragtinlmasiyla % 77 dogruluk
payiyla onceden tahmin edilebilecegini bildirmiglerdir. Nitekim s6z konusu
arastiricilar 20 Holgtayn bogadan kan &rnegi alarak karyotiplerini belirlemigler ve bu
bogalarm ikisinin otozomal kromozomlarmin digerlerinden daha kii¢lik oldugunu
saptamiglardir. Kromozom boylarmmn Slgtilmesi ile birlikte yapilan BLAD testinde
otozomal kromozomlar kii¢iik olan bogalardan birisinin BLAD tastyicist oldugunu
bulmuslardir. Kii¢iik otozomal kromozoma sahip ancak BLAD tastyicis1 olmayan
ikinci boganin pedigrisi incelendiginde bununda, BLAD tagiyicis1 boga ile aym
aileden geldigi goriilmiistiir (Steinholt ve ark., 1994).

Pedigri bilgileri, otozomal kromozom &lgiileri ve spermatozoal 6lgtim ile basit ve
multiple korelasyon analizleri de kullanilarak BLAD allelinin varlign tahmin
edilebilir (Steinholt ve ark., 1994).

BLAD tasiyicisi buzagilarin biiytimelerinde normal buzagilara gére 6nemli bir
farklihlk bulunmamaktadir. Bununla beraber BLAD tasiyicis1 buzagilarin bas
genislii ve metakarpal uzunluklarinda normal buzagilar ile aralarinda kiigiik
farkliliklar oldugu belirlenmistir ancak bunun nedeni agiklanamamigtir (Arrayet ve
ark., 2002).

BLAD’da nétrofillerin transendotelyal gégii engellenmistir ancak lenfositlerin,
monositlerin ve eozinofillerin transendotelyal gogleri normaldir. Bu nedenle
bozuklugun belirlenmesinde nétrofil miktarinin tespiti énemlidir. Diger 16kositlerin
sayllann 6nemsizdir. Fakat nétrofil sayilarimin artmasi sadece homozigot hastalarin
belirlenmesinde 6nemli olup tagiyicilarin belirlenmesinde aragtiricilara yardimei
olamaz (Cox ve ark., 1997).

Pratikte hayvanlarin BLAD durumlarimin énceden tahmin edilmesi gok nemlidir.
Ciinkii bu sayede ilave bir masrafa gerek duyulmadan biiyiime performansina
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bakilarak BLAD tasiyicis1 buzagilarin tahmin edilmesi ve siirliden ayiklanmasi
miimkiin olabilecektir (Arrayet ve ark., 2002).

En yaygin ve en etkili BLAD tam ydntemi DNA kullamlarak yapilan molekiiler
test yontemleridir. Kullamlan bu test yontemler sayesinde geng hayvanlarin genetik
yapilar1 belirlenerek istenmeyen 6zellige sahip olanlarin erken dénmemde siiriiden
ayiklanmasi olasidir. Boylelikle ergenlige kadar olan bakim ve beslenmenin neden

olacad1 ekonomik kayiplar 6nlenmis olur (Ryncarz ve ark., 1995).

1.7. BLAD’mn Yaygmhg ve Yayllma Nedenleri

Uygulanan projeni test yontemleri ve mutant allelin belirlenmesi i¢in gelistirilen
modern tam yontemlerinin gilivenirlifi sayesinde teorik olarak BLAD alleli
populasyondan tamamen elimine edilebilir. Son yillarda, diinyada ki Holstayn
populasyonunda BLAD tagtyicilarmin oram gittikge azalmasma ragmen, tek bir
mutant BLAD allelinin varlign bile bu kalitsal bozuklugun ortadan kalkmasmi
engelleyebilir (Fésiis ve ark., 1999; Arrayet ve ark., 2002). Gelistirilen PCR-RFLP
yontemlerinin kullamilmasi ile BLAD tastyicilann kesin olarak belirlenebilir ve
populasyondan uzaklagtinlabilir (Fésiis ve ark., 1999). Buna ragmen diinya Holstayn
popiilasyonunda BLAD allelinin yayilmasinda iki 6nemli etken rol oynamustir.
Bunlardan birincisi modern siit sigircilifinda yaygin olarak uygulanan suni
tohumlama metodu, digeri ise kalitsal bozukluk olarak BLAD’in tamimlandigt
donemde yanlig olarak BLAD alleli ile verim &zellikleri arasinda pozitif bir iligkinin
oldugunun diisiintilmesidir.

Suni tohumlama, hayvan yetistiriciliginde ilk olarak 1700’lii yillarin sonunda
Italya’da uygulanmigtir. Modern hayvan yetistiriciliginde ise 1949 yilinda gliserol’iin
“kroyoprotektan” etkisinin belirlenmesinden sonra yaygin kullamilmaya baglanmustir.
Gelisen suni tohumlama ydntemi modern siit sigir1 yetistiriciliginde &nemli bir

uygulama alam bulmustur. Bu ydntem kizlarinin laktasyon performansi géz 6niinde
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tutularak daha kolay boga se¢imine imkan verir. Bu sayede genetik olarak siiper
birkag boga yaygm olarak kullamilir (Shuster ve ark., 1992). Suni tohumlama
istasyonlarinda tistiin verim 6zelliklerine sahip bogalardan sagilan spermalar, bogalar
6ldiikten sonrada tohumlamada kullamilir. Boylelikle bu hayvanlarin yavrularimn
saylst ¢ok biiylik rakamlara ulagir (Muracedharan ve ark., 1999). Uygulanan suni
tohumlama y&ntemi sayesinde gegen birkag 10 yil boyunca Holstayn sigirlarimin siit
liretim kabiliyetleri yaklagik 900 kg artmigtir. Fakat bu yéntem sayesinde 1rk i¢indeki
bireyler arasinda ki genetik akrabalik da artmigtir. Artan akrabalik BLAD gibi resesif
genetik bozukluklarin fenotipte ortaya ¢ikmasina neden olmugtur (Shuster ve ark.,
1992; Janosa ve ark., 1999). Diinyadaki siit endiistrisinde kullanilan siit ineklerinin
ve A.B.D.’de ki 10 milyon slit ineginin yaklasik % 70’1 suni tohumlama yontemi ile
tohumlanmaktadir (Kehrli ve ark., 1992a; Ryncarz ve ark., 1995). Ancak bu metot,
tek bir hayvandan elde edilen verimi artirirken 6nemli ekonomik kayiplara neden
olabilen BLAD, f{iridin monofosfat senteaz yetmezligi (Deficiency of Uridine
Monophospate Senteaz, DUMPS) gibi kalitsal bozukluklarin tiim populasyona
yayilmasina da aracilik edebilir.

Suni tohumlamanin siit sigir1 yetigtiriciliginde yaygin bir sekilde kullanilmasi, siit
sigirciifinda genetik bozukluklarin neden olduklan ekonomik kayiplar konusunun
onemini artirmugtir. Ciinkti BLAD &rneginde oldugu gibi iistiin verimli tek bir
boganin suni tohumlama ile yogun kullanilmasi, boganin genotipinde bulunan zararl
bir genin populasyonda ¢ok hizli yayilmasina neden olabilmektedir (Muraeedharan
ve ark., 1999).

Diinyada Holstayn populasyonunun yaklagik % 5,8’i BLAD, suni tohumlamada
kullamlan damizlik bogalarin, yaklagik % 7’si ineklerin ise yaklasik % 2’si DUMPS
yoniinden tagiyicidir. Ayrica bir bagka otozomal resesif bozukluk olan citrullinemia
da Avustralya Holstaynlarmda yaygmdir (Mirck ve ark., 1995; Janosa ve ark., 1999).

BLAD’mm diinyada ki Holstayn populasyonunda hizla yayilmasmimn bir diger
nedeni de bazi yetistiriciler ve aragtiricilarm, BLAD’m ilk olarak tammlandig
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yillarda BLAD tagtyicilarinin verim Szellikleri yoniinden homozigot normallerden
daha tistiin olduklarina inanmalaridir. Tagiyic1 bogalar ayiklandiginda, bu bogalarin
sahip olduklart ve BLAD alleli ile iligkili oldugu distiniilen {istlin verim
6zelliklerinin kayip olacagina inanmuglardir. Bu nedenle, BLAD allel frekansinin
diisiiriilmesi konusunda aragtiricilar goriis ayrilifina diismiislerdir. Bazi1 arastiricilar,
tastyicilarin tamaminmin ayiklanmasinin gerekmedigini ileri stirmiiglerdir. Amerikan
Holstayn Yetistiricileri Dernegi, 1991 de yaptiklarit BLAD kontrol program ile bu
goriisii desteklemistir. Sonug olarak, boga kataloglarinda tasiyicilar BL olarak
belirtilerek yetistirmede kullamlmistir. Bu diisiince, BLAD’mn yayilmasinda énemli
olmustur (Powell ve ark., 1996; Fésiis ve ark., 1999; Janosa ve ark., 1999).

Powell ve arkadaglar1 (1996), BLAD allelini tasiyan ve tagimayan bogalarin
kizlarimn, siit verimlerini, siitteki yag ve protein oranlarini, verimli yagam siirelerini
ve siitteki somatik hiicre sayilarim kargilagtirmiglardir. Tagtyicilarin bir laktasyon
déneminde genel verim &zelliklerinin, BLAD alleline sahip olmayanlardan daha
diisiik oldugunu bildirmislerdir (-18 kg stit verimi, -0,4 kg yag ve —0,9 kg protein).

Benzer sekilde Fransa’da Boichard ve Amigues (1995) yilinda, BLAD geni ve
BLAD geni ile iligkisinin oldugu diisiiniilen bes verim 6zelligini karsilagtirmiglardir.
Bu amagla Fransa da damizlik olarak kullamlan 620 suni tohumlama bogasimnin
kizlarinin verimlerini incelemiglerdir. BLAD geni ve bu verim &zellikleri arasinda

her hangi bir iligkinin olmadig1 sonucuna varmiglardir (Fésiis ve ark., 1999).

Féstis ve arkadaglart (1999), Macaristan’da BLAD tastyicisi 153 bogamn kizlar
ve homozigot normal bogalarin kizlarinin siit verimleri, siitteki yag orami ve siit
proteini verimlerini karsilagtimimiglardir. Incelenen verim &zellikleri yéniinden
homozigot normal olan bogalarin kizlarinin, BLAD tagiyicisi boZalarin kizlarindan

tistlin oldugu bildirilmigtir.

Holstaynlarda bazi performans 6zellikleri iizerine BLAD geninin etkisinin olup

olmadifini incelenmis ve giinlik agirhk artisi, yemden yaralanma kabiliyeti ve
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ultrasonik kas alam &lgtimiinde BLAD genini tasimayanlarin, BLAD tasiyicilarindan
daha iyi olduklar bildirilmistir (Fésiis ve ark., 1999; Janosa ve ark., 1999).

BLAD tasiyicist ve normal Holstaynlarin 305 glinlik siit verimlerini
karsilastirildigs bir aragtirmada, tagtyicilarin 8309 kg ve normallerin ise 8276 kg siit
verim ortalamasina sahip olduklann gozlenmigtir. Aradaki farkin istatiksel olarak
onemli olmadign ve siit verimi iizerine BLAD allelinin etkisinin bulunmadig

bildirilmistir. (Wanner ve ark., 1999).

Janosa ve arkadaglar1 (1999) projeni test verilerini inceledikleri bogalarda, BLAD
alleli ile siit verimi, siit yag1 ve siit proteini oranlarim karsilastiriimislardir. Sonugta
bir laktasyon donemi siit verimi ySniinden saghkl bogalarin kizlarmm, BLAD
tagiyicilarinin Kizlarindan istiin olduklarim bildirmislerdir (791 kg’a 774 kg). Siit
yag1 tiretiminde de yine sagliklilarin tagiyicilardan iistiin olduklarii belirlemislerdir
(27,8 kg’a 25,6 kg).

Yapilan galigmalar, BLAD geninin ekonomik verim &zellikleri iizerine herhangi
bir pozitif etkisinin olmadigi hatta farkli arastiricilar tarafindan yapilan bu
caligmalarda BLAD allelinin verim igin énemli baz1 6zelliklere olumsuz etkisinin
bile olabilecegi bildirilmistir. Bu nedenle BLAD’a karsi yapilan seleksiyon ile
tagiyicilarin ayiklanmasinin siirliniin ekonomik verim seviyesi iizerine herhangi bir

olumsuz etkisi olmayacaktir (Fésiis ve ark., 1999; Janosa ve ark., 1999).

Letal bir otozomal bozukluk olan BLAD, immun sistemini tahrip ederek
hayvanlarin 6liimiine neden olmaktadir. Bu bozukluk heterozigotlarda letal degildir.
Ancak BLAD genini tastyan heterozigot hayvanlarda, bu allelin saglik iizerine etkisi
tam olarak anlagilamamustir. Arastiricilar, BLAD ve meme bezi saghigi arasindaki
iliskiye dikkat g¢ekmislerdir. BLAD lokusunun immun sistem iizerine belirlenen
etkisi géz Oniinde tutulursa, bu allel yoniinden heterozigot hayvanlarin mastitise

dayamkhiligim1 dogrudan olarak etkileyebilecegi de diisiiniilebilir. Ancak bu konuda
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arastirma yapan Kelm ve arkadaslar1 (1997), BLAD alleli ile klinik mastitis arasinda
belirgin bir iligki bulamamiglardir (Wanner ve ark., 1999).

Benzer sekilde Wanner ve arkadaglar1 (1998), streptokok, stafilokok ve koliform
bakterilerden kaynaklanan klinik mastitisin yaygnhg, ciddiyeti ve siiresi lizerine
BLAD allelinin varlhigmmn veya yoklugunun belirgin bir etkisinin olmadigim
belirlemislerdir. Tagiyicilar ve normal hayvanlarda goriilen klinik mastitis
vakalarimin karsilagtirilmasinda, mastitisin siddet, stire ve enfeksiyon frekansi

acisindan benzer sonuglar elde edilmistir (Wanner ve ark., 1999).

Kalitsal bir bozukluk olarak BLAD hastalig1 tamnmadan énce A.B.D. de suni
tohumlama bogasi olarak segilen en iyi Holstayn bogalarmn arasinda BLAD
tastyicisi olanlar da kullanilmigtir. Tagtyic1 olan bogalar ile bunlarmn yavrular bir gok
iilkedeki Holstayn populasyonlarinda damizlik olarak yaygin bir sekilde
kullamlmustir. Boylelikle BLAD, diinyadaki bir ¢ok iilkeye yayilmistir. Almanya,
Danimarka, Hollanda, Belgika, Macaristan, Ingiltere ve Japonya’da da homozigot
BLAD vakalarma rastlanmigtir. Bunun diginda Kanada, Yeni Zelanda, Avustralya,
Arjantin, Hindistan ve Rusya’da ise heterozigot bireylerin belirlendigi bildirilmistir
(Healy, 1992; Kostetskii ve ark., 1996; Nagahata ve ark., 1997).

Avrupa’da ki en yaygin A.B.D. orijinli Holstayn populasyonlarindan birine sahip
olan Macaristan’da BLAD problemi ilk olarak 1994’de bildirilmistir. Bu {ilkede
kullanilan suni tohumlama bogalarmm ¢ogu 1952 yilinda A.B.D. de dogan
Osborndale Ivanhoe isimli boga ile akraba Carlin-M Ivanhoe Bell ve Penstate
Ivanhoe Star isimli bogalarin soyundan gelmektedir. Macaristan’da boga adayi
olarak segilen gen¢ erkek Holstaynlarm BLAD geni yoniinden incelenmesi,
bozuklugun iilkede ilk kez varliginin bildirildigi 1994 yilindan sonra olmustur (Fésiis
ve ark., 1999).

BLAD eliminasyon programinda, tilkede kullamlan sperma ve embriyolarin da

kontrol edilmesi gerekmektedir. BLAD’m tamisinda DNA kullamlarak yapilan
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molekiiler genetik testlerinin kullanilmasi, bu kalitsal bozuklugun neden olacagi
ekonomik kayiplarin énlenmesinde gabuk ve etkili bir rol oynamaktadir (Fésiis ve
ark., 1999).

Diinya siit sigin1 yetistiriciliginde kullamlan damizlik ineklerin tohumlanmasmnda
donmus sperma kullanilmas: olduk¢a yaygindir. Holstayn populasyonu da D128G
allelinin yayilmasinda ve frekansinin artmasinda suni tohumlamanin rolii bilyiiktiir.
Suni tohumlama, BLAD gibi kalitsal bozukluklarin bir populasyonda hizla
yayllmasmndan sorumlu olmakla birlikte letal olan resesif ozelliklerin hizla
eliminasyonunda da ¢ok &nemli bir aragtir. Suni tohumlamada kullamilan tim
bogalarin D128G geni yoniinden genotipleri belirlenerek, tasiyici bogalar gen
havuzundan ayiklanabilir (Kehrli ve ark., 1992a).

AB.D. de BLAD i¢in kontrol programlari; A) Tasiyicilarin belirlenmesi, B)
Mevcut suni tohumlama bogalarimin etiketlenmesi, C) Projeni test programlarindaki

tastyicilarin eliminasyonu olarak {i¢ alanda yogunlasmistir (Ozbeyaz, 1997).

A.B.D. de Holsgtayn Yetistiricileri Birligi, Holstayn bogalarin test edilerek BLAD
allelini tagiyan bogalarm pedigrisine “BL”, tasimayanlarin pedigrisine ise “TL”
kodunun eklenmesini kararlagtirmigtir (Powell ve ark., 1996). Buna goére, Kuzey
Amerika’da suni tohumlama sirketleri tarafindan aktif olarak kullamilan damizlik
bogalar DNA testi ile inceledikten sonra, eger boga BLAD genini tasimiyorsa, boga
kataloguna isminden sonra “TL” kisaltmas1 eklenir. Eger incelenen boga tasiyici ise
boga isminden sonra “BL” kisaltmas: eklenir (Gilbert ve ark., 1993). Bu sayede
damizlik bogalarin BLAD durumu hakkinda yetistiriciler bilgilendirilmis olur.

Tiirkiye’de Holstayn yetistiriciligi, 1958 yilinda baslanmustir. Ik olarak, bu tarihte
A.B.D. den 30 disi ve 17 erkek Holstayn dana getirilerek Karacabey Harasinda
Holgtayn siiriisii olusturulmustur. Bu danalardan 11 boga Istanbul, Izmir, Diizce ve
Lalahan suni tohumlama istasyonlarmma gonderilerek bu yorelerde halk elindeki

hayvanlarin melezlemesine baglanmistir. Daha sonraki yillarda Almanya ve
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Hollanda’dan yapilan ithaller bunu izlemistir (Alpan, 1993). Sadece Holgtayn sigir
wkinda goriilen bu genetik bozukluk hakkinda hentiz Tiirkiye’de yeterli bilgi

bulunmamaktadir.

Tiirkiye’ye son yillarda A.B.D. den ve Avrupa iilkelerinden gok sayida Holstayn
diive ithal edilmistir. Bu hayvanlarm, BLAD tasiyicis1 olup olamadiklar
bilinmemektedir. Amerika’min iistiin verim ozelliklerine sahip elit bogalarinin
Avrupa’da uzun willar kullamldigr bilinmektedir. Bu kalitsal bozukluk hakkinda
Tiirkiye’de gerek yetistiriciler gerekse veteriner hekimler yeterince bilgi sahibi
degillerdir. Bu durumda gerek veteriner hekimler gerekse yetistiriciler tarafindan
taninmayan bu kalitsal bozukluktan §liimlerin olup olmadig: da bilinmemektedir. Bu
nedenle ithal hayvanlarda bir yagindan kiigiik buzagilarin Sliimlerinde, veteriner

hekimlerin bu hastaliga dikkat etmeleri gerekmektedir (Ozbeyaz, 1997).

Ik olarak A.B.D.’de belirlenen ve sadece Holstayn sigirlarinda goriilen kalitsal
bir immun bozukluk olan BLAD siit endiistrisini tehdit eden en 6nemli kalitsal
hastaliktir (Kehrli ve ark., 1992a; Shuster ve ark., 1992). A.B.D.’de ki 19 mflyar
dolarlik siit endiistrisinde kullamlan siitgii 1k sigirlar arasinda en 6nemli yeri
Holgtayn sigir ki tutar (Gerardi, 1996). Nagahata ve arkadaglari, BLAD tagtyicisi
bogalarin Japon siit s yetistiricilifinde yogun olarak kullamildigmm
bildirmislerdir. Ayrica iilke digindan ithal edilen bazi spermalarm da BLAD tastyicisi
oldugunu belirlemiglerdir. Bu nedenle BLAD’1n Japon siit endiistrisine ekonomik

olarak 6nemli zararlar verecegini Sngérmiislerdir (Nagahata ve ark., 1997).

Buzag: 6limi siit sigirciliginda 6nemli bir ekonomik kayiptir. Stit sifirciliginda
dogan tiim buzagilarin yaklasik % 7,7’si gesitli nedenlerden dolayr dlmektedir. Ishal
nedeniyle 6len siit¢ii irklara ait buzagillanmn % 36’sinda belirli bir mikrobik ajan
belirlenemez. Buna ragmen, gen¢ Holstayn buzagilarinda &liim sebebi nadiren
graniilositopati sendromu (BLAD) olarak bildirilmektedir (Kehrli ve ark., 1990).
Dolayistyla BLAD’1n eliminasyonu i¢in 6ncelikle tagiyici hayvanlarin belirlenerek

stirliden ayiklanmalar gerekmektedir
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Hastaligin eliminasyonu igin hastalig tammak sarttir (Ozbeyaz, 1997). BLAD ilk
olarak 1952 yilinda A.B.D. de ortaya ¢ikmig ve buradan tiim Diinyaya yayilmigtir.
Tiirkiye’de Holstayn yetistiriciligi ilk olarak 1958 yilinda hem de A.B.D. den ithal
edilen hayvanlarla baglanmistir. Bu tarihten sonra degisik zamanlarda hem A.B.D.
den hem de BLAD vakalarmin bildirildigi Almanya ve Hollanda gibi iilkelerden bu
kalitsal bozuklugun varligi bilinmeden canli hayvan, embriyo ve sperma ithal
edilmistir. Dolayisiyla Tiirkiye’de bu kalitsal bozuklugun bulunma olasilig1 vardir.

Kalitsal hastaliklar 6nemli ekonomik kayiplara neden olabilmektedir. Ekonomik
kayiplarin 6nlenmesinde en 6nemli unsur, hastaliga neden olan allelin belirlenerek bu
alleli tagiyan bireyin yetistirmeden g¢ikarilmasidir. Bu galismada incelenen kalitsal
bozukluk olan BLAD siit sigirciliginda en fazla ekonomik kayba neden olan kalitsal
hastaliktir. Tezin amaci Tiirkiye’de yetistirilen Holstayn, Isvigre Esmeri, Yerli Kara,
Giiney Anadolu Kirmizisi, Dogu Giiney Anadolu Kirmizisi ve Boz Itk sigir
iklarindan kan &rnekleri alinarak Fenol-Kloroform yontemi ile DNA izolasyonun
yapmak ve elde edilen 6meklere ait DNA’larda PCR-RFLP yoéntemiyle BLAD

allelinin bulunup bulunmadigimn aragtiriimakdir.

Ulagilan sonug ile Tiirkiye’deki Holstayn yetistiriciliginde dammzlik olarak
secilecek buzagilarda BLAD taramasmin rutin  kullanilmasimi &nermek ve
Holgtaynlar’daki diger kalitsal kusurlarin ve farkli tiirlerdeki kalitsal kusurlarin

belirlenmesinde arastiricilara yeni bir bakig agis1 sunmakta hedefler arasindadir.
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2. GEREC VE YONTEM

2.1. Hayvan Materyali

Calisma Ankara Universitesi Veteriner Fakiiltesi Genetik A.B.D. Molekiiler Genetik
Laboratuvarinda yapilmigtir. Calisma materyali ¢izelge-1’de ayrmtili olarak
verilmistir. Calismamn materyalini, Damizlik Sigir Yetistiriciler Merkez Birligi
(DSYMB) ile Tarmm Bakanligimin birlikte yiirlittiigli projeni test kapsaminda
kullamilan Holstayn ki bogalar, boga aday: olarak segilen Holstayn buzagilar ve
danalar olugturmustur. Kan 6rnekleri Izmir-Menemen Suni Tohumlama Istasyonu ve
Manisa-Beydere Tohum ve Sertifikasyon Test Miidiirliigii ve DSYM Birligine iiye
Aydin, Balikesir, Burdur, Bursa, Edirne, Tzmir, Kirklareli, Konya, Mugla, Sakarya ve
Samsun’da ki yetistiriciler tarafindan tretilen ve birlik tarafindan boga aday1 olarak
secilmek iizere belirlenen erkek buzagilardan almmustir. Ayrica Ankara Universitesi
Veteriner Fakiiltesi Egitim Arastirma ve Uygulama Ciftliginde suni tohumlama igin
elde edilen iki bag Holstayn boga, Lalahan Hayvancilik Merkez Arastirma
Enstitiisiinde ki boga adaylar1 ve bu iki kurumda mastitis tedavisi géren iki Holstayn
inek caligmada kullanilmagtir.

Holstayn wrkindan bagka Yerli sigir irklarindan Dogu Anadolu Kirmizis1 (DAK)
(Dogu Anadolu Tarimsal Arastirma Enstitlisii Gezkdy/Erzurum), Boz Irk (Marmara
Hayvanciik Aragtirma Enstitiisii Bandirma/Balikesir), Giiney Anadolu Kirmizisi
(GAK) (Cukurova Tarimsal Arastirma Enstitiisii Karatag/Adana, Hatay/Antakya ve
Reyhanl, Kilis), Yerli Kara (Hayvancilik Merkez Arastirma Enstitiisii
Lalahan/Ankara), Isvigre Esmeri (Ankara Universitesi Veteriner Fakiiltesi Egitim
Aragtirma ve Uygulama Ciftligindeki) sigirlardan kan almmistir. Kan 6rnegi alinan

yerli sigar iklart ve Isvigre Esmerlerinin hepsi sagilan ergin disi materyaldir.
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Cizelge 1: Calismada kullanmilan wrklar, kullanilan 6rneklerin sayis1 ve Grneklerin

alindig: yerler.
Irk Hayvan Sayist (")rneg' in alindig1 yer
Holsgtayn 120 Bag Izmir/Menemen Manisa/Beydere, Aydm,
(118 3+2 Q) Balikesir, Burdur, Bursa, Edirne, Izmir,
Kirklareli, Konya, Mugla, Sakarya, Samsun
Ankara Uni. Vet. Fak. Egitim Aragtirma ve
Uygulama Ciftligi Kazan/Ankara, Hayvancilik
Merkez Aragtirma Enstitiisti Lalahan/Ankara
Isvigre Esmeri 20 Bag Ankara Uni. Vet. Fak. Egitim Arastirma ve
(Hepsi @)  Uygulama Ciftligi Kazan/Ankara
Dogu Anadolu Kirmizist 20 Bag Dogu Anadolu Tarimmsal Arastirma Enst.
(DAK) (Hepsi @)  Gezkdy/Erzurum
Giiney Anadolu Kirmizisi 20 Bag Cukurova Tarmmsal Arastirma Enstitiisii
(GAK)-Kilis (Hepsi )  Karatag/Adana, Antakya ve Reyhanli/Hatay,
Kilis
Boz Irk 20 Bag Marmara Hayvancilik Aragtirma Enstitlisii
(Hepsi Q) Bandirma/Balikesir
Yerli Kara 20 Bag Hayvancilik Merkez Aragtirma Enstitiisii
Hepsi Q) Lalahan/Ankara
TOPLAM 220 Bag
2.2. Kan Alimm

Kan, 10 mI’lik EDTA’Ih vakumlu tiiplere, steril ve tek kullammlik igne ile vena
jugularis’e girilerek steril olarak almmigtir. Her hayvandan ikiser tiip kan almarak
soguk zincirde laboratuara getirilmigtir. Alinan kanlarin hemoliz olmasini &nlemek
i¢in kanlarin almdigi EDTA’ tiipler arada alt tist ederek kangtirilmigtir. Laboratuara
getirilen kanlar hemen 3000 devirde 10 dk santrifiij edilmigtir. Santrifiij sonunda,
steril ve tek kullammbk plastik pastdr pipetleri kullanilarak tiipiin orta kismunda
toplanmig olan 16kosit tabakasi almmis ve 1,5 mllik etiketli steril tiiplere
konulmustur. Daha sonra iginde l6kosit bulunan bu tiipler —20 °C de DNA

izolasyonuna kadar saklanmigtir.
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2.3. DNA izolasyonu

DNA izolasyonu;

. IIk olarak, steril 1,5 m1’lik ependorf tiiplerine 100ul 16kosit konulmustur.

. Auyrilan 18kosit tizerine 300 pl 1 X TNE soliisyonu, 30 ul Tris-HCI (pH 8), 5
ul proteinaz K (10 mg/ml), 10 ul % 20’lik SDS soliisyonu eklenerek, karigim
vorteksle iyice karigtirilmisgtir.

o Karigim, bir gece 50 °C’lik etiivde bekletilmisgtir.

. Ertesi giin etiivden gikarilan orneklerin iizerine 445 pl fenol eklenerek 10
dakika hafifce sallanarak karigtirilip 3000 devirde 10 dakika santrifiij edilmisgtir.

. Santrifiij sonunda iistteki sivi kisim yeni bir steril ependorf tiipiine konulmusg
ve lizerine fenol-kloroform (1/1) karigimindan 445 ul eklenmistir. Karigim, tekrar 10
dakika alt {ist edilerek karigtirilmugtir. Stirenin sonunda tiipler 10 dakika 3000 devirde
santrifiij edilmistir.

. Santrifiij sonunda yine istteki sivi kisim ile dikkatlice, alttaki kismu
karismayacak sekilde alarak bagka bir etiketli steril ependorf tiipiine konulmustur.
Alinan bu sivinin {izerine 445 pl kloroform-izoamil alkol (24/1) ilave edilip tekrar 10
dakika karigtirilmugtir. Sonra, 3000 devirde 10 dakika santrifiij edilmistir.

. Santriflij sonunda yine alttaki kisim karigmayacak sekilde, tistteki sivi kisim
dikkatlice alimp bagka bir steril ependorf tiipiine konulup tizerine —20 °C de saklanan
saf etil alkolden 890 pl eklenmistir.

. Soguk etil alkol eklendikten sonra ependorf tiipi DNA iplikgikleri
kiimelesinceye kadar 4-5 kez hafifge asag1 yukan hareket ettirilmigtir.

. Kimelesen DNA iplikgiklerinin tlipin dibine ¢6kmesi i¢in tlip 10 dakika
10000 devirde santrifiij yapilmistir.

° Santriflij sonunda iistteki alkol uzaklastirilarak tiipiin dibine ¢dkmiis olan
DNA peletinin iizerine bu sefer %70°lik etil alkolden 890 ul eklenmistir.

. Tekrar 10 dakika 10000 devirde santriflij yapilmistir.

. Santrifiij sonunda yine tiipiin iistiindeki alkol dékiilmiistiir.

. Tiip igindeki alkoliin tamamen uzaklagmasi igin tiip laminal flow’da
kurumaya birakilmagtir.
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. Tamamen kuruyan ve iginde DNA bulunan tiipiin {izerine 100 pl TE buffer
(10 mM Tris, ImM EDTA pH 8,0) konularak tiip igerisindeki DNA peletinin
¢Oziilmesi i¢in bir gece buzdolabinda bekletilmistir.

. Ertesi giin DNA izolasyon igleminin basarili olup olmadigmim kontrol i¢in
orneklerden 2 pl almarak % 1°lik agaroz jelde 15 dakika elektroforez yapilmugtir.
Elektroforez sonunda, eger DNA izolasyonu bagarili ise jel ultra-viyole 151k veren
goriintiileme sehpasinda Srneklerin yiiklendigi kuyucuklarda fluoresan parildama
gozlenmistir. Daha sonra DNA elde edilen drnekler Polimeraz Zincir Reaksiyonunda
(PCR) kullamilmak i¢in —20 °C de saklanmuigtir.

DNA izolasyonu igin kullanilan soliisyonlar ve hazirlanig formiilleri;

1 X TNE (Toplam 30 ml)
1,5 ml Tris-HCI1 pH 8

3 ml 1 M NaCl

300 u1 0,5 M EDTA pH 8
25,2 ml bidistile su

Tris-HCI1 pH 8 (1L)
12,1 g Tris
800 ml distile su

pH, HCl ile ayarlandiktan sonra distile su ile 1 litreye tamamlamr.

2.4. Kullanilan Primerler ve Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR)

Polimeraz zincir reaksiyonunda primer olarak Bernd Kriegesmann ve arkadaglari
(1997), tarafindan bildirilen primerler kullamlmistir. Primerler; forward, 5'- CCT
GCA TCA TAT CCA CCA G-3' ve reverse, 5'- GTT TCA GGG GAA GAT GGA
G-3' seklinde 19 bazdan olusan iki primerdir. Primerler liofilize olarak satin
alinmustir. Bu primerler kullanilarak yapilan PCR sonunda 343 bp uzunlugunda tek
bir PCR firiinii elde edilmigtir.
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PCR kansmm Bernd Kriegesmann ve arkadaslarimin (1997) literatiirde
bildirdikleri baz alinarak laboratuvarda optimize edeilmistir. Buna gére, genomik
DNA hari¢ her bir émek igin PCR karigimu 47 pl olarak hesaplanmugtir. PCR
kansmmi, karigim hazirlanirken gegen siirede kullamlan reaktiflerin kimyasal
ozelliklerinde bir degisme olmasini Onlemek igin buz lizerinde hazirlanmustir.
Genomik DNA disindaki tiim reaktiflerin i¢inde bulundugu PCR karigimu, bir seferde
incelenecek &rnek sayisi ile orantili olacak sekilde steril bir 0,5 m1’lik ependorf tiipii
icinde hazirlanmugtir. Bu karigimdan her bir 6rmek igin 47 pl alinarak daha &nce

etiketlenerek buz tizerine yerlestirilen 0,2 ml’lik ependorf tiiplerine dagitilmustir.

Hazirlanan PCR stok karigimi 0,2 ml’lik ependorf tiiplerine dagitildiktan sonra
incelenecek orneklere ait genomik DNA’dan 3 pl almarak bu karngimin iizerine
eklenmistir. Her bir 6rnek i¢in hazirlanan PCR karisgimlar1 otomatik pipetle ayri ayn
2-3 kez pipete edilerek karigtirilmigtir. Daha sonra ependorf tiiplerinin kenarlarina
yapismig olan kismu dibe ¢Sktiirmek i¢in kisa bir santrifiij yapilmustir. Santrifiij
sonunda i¢inde 6meklerin bulundugu tiipler daha 6nce 94 °C’ye kadar 1sitilan iistten
1sitmali Biometra® T1 Thermocycler marka 1s1 diizenleme aletine yerlestirilmistir.

Kullanilan 1s1 diizenleme aleti 99 6rnek kapasitelidir.

PCR de kullanilan reaktifler ve miktarlari;

- dNTP karigimmu 0,25 ul
(stok olarak alinan dATP, dTTP, dGTP, dCTP den hazirlanan karigim)

- Primer Forward 1 ul

Reverse 1ul

- 1 U Taq polimeraz enzimi (5 U stoktan) 0,4 ul

- 10 x PCR Bafir 5u

- MgCl, 5ul

- Bidistile su 34,35 ul

TOPLAM 47 ul
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Bu PCR kanisimimin {izerine; 100 ng/ml oramindaki 6rnek genomik DNA’sindan 3
pl ilave edilerek her 6rnek igin toplam 50 pl’lik PCR karisimi hazirlanmugtir.

PCR isleminde, 120 bag damizlik ve damizlik adayr Holstayn boga ile Holstayn
inek, 20 bas Dogu Anadolu Kirmizisi, 20 bag Giiney Anadolu Kurmuzisi, 20 bag Yerli
Kara, 20 bas Boz Ik, 20 bas Isvigre Esmerinden alman kanlardan elde edilen
DNA'’lar, Bernd Kriegesmann tarafindan génderilen BLAD +, BLAD - ve BLAD
tasiyici hayvanlara ait standart DNA’lar kullamlmistir. Boylece toplam 223 PCR
uygulamasi yapilmigtir.

Calisma kolaylig1 nedeniyle PCR islemi her seferinde 20 &rnekle yapilmistir. Buz
{izerinde hazirlanan PCR karisimi, 94 °C’ye kadar 1sitilan 1s1 diizenleme aletine

yerlestirilmistir. Kapak kapatildiktan sonra PCR islemi baglatilmigtir.

PCR isleminde, hazirlanan ve 0,2 ml’ilk ependorflara dagitilan PCR karigimlar
nce 95 °C de 5 dakika tutulmustur. Bu siire sonunda her bir déngiisii;

94 °C 1 dakika
57°C 1 dakika
72 °C 1 dakika,

seklindeki fi¢ farkli 1s1 derecesinde birer dakika tutulacak gekilde 33 dongii
yapilmustir. Son dongiiden sonra dmekler, 72 °C de 5 dakika tutularak PCR islemi
tamamlanmigtir. Is1 diizenleme aletinden ¢ikarilan PCR iriinleri kisa bir siire
santrifiij yapilmistir. Daha sonra, dogrudan elektroforez uygulanarak PCR’nin
bagarili olup olmadif kontrol edilmistir. PCR’nin basarih oldugu PCR f{irlinleri
restriksiyon endoniikleaz enzimi ile kesme isleminde kullamlmak {izere 4 °C de

saklanmgtir.
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2.5. Elektroforez

Elektroforez ¢ozeltisi olarak Tris-Borat-EDTA (TBE) kullamilmastir. Elektroforez
cozeltisi 6nce 5 X yogunlukta stok soliisyon olarak hazirlanmigtir. Hazirlanan bu
stok soliisyonu 1 X seyreltilerek kullanmilmigtir. Stok soliisyon hazirlanirken 54 gr
Tris base; 27,5 gr Borik asit; 20 ml 0,5 M EDTA (pH 8,0) 1 litre distile suda
cozdiriilerek koyu renkli siselerde oda 1sisinda saklanmugtir. Kullamilacagi zaman
alinan bir 6lgek stok soliisyonu, distile su ile bes kati sulandirilarak kullanma
soliisyonu hazirlanilmigtir. Bu kullanma soliisyonu hem jelin hazirlanmasinda hem
de elektrolit ¢ozeltisi olarak kullanilmistir. Jelin hazirlanmasi igin 25 ml, elektrolit
¢ozeltisi olarak da 300 ml 1 X TBE kullanma ¢6zeltisi kullanilmustir. Elektroforez
tankinda bulunan elektrolit soliisyon baglangigta her elektroforezde yenilenmisgtir.
Daha sonrada 7-8 elektroforez denemesinden sonra degigtirilmistir. Bu denemeler
strasmda elektroforezin kalitesi agisindan herhangi bir fark belirlenememistir. Ancak
elektroforez islemi swrasinda elektrolit ¢6zeltisinde kopiirme ve bantlarin goriintii
kalitesinde diisme oldugunda ¢ozelti degistirilmistir. Belirtilen problemler ortaya
¢ikmadig: siirece tank igindeki elektrolit soliisyonu, hem ekonomik olmas: hem de

fazla zaman kaybinin 6nlenmesi bakimindan 8 denemede bir yenilenmisgtir.

2.5.1. Jel’in Hazirlanmasi

Caligmada, jelin hazirlanmasinda PRONA® Basica le agaroz kullanilmustir. Jel % 2
yogunlukta hazirlanmigtir. Bu amagla 0,5 gr agaroz tartilarak 250 ml’lik erlenmayere
konulmugtur. Tartilan bu agarozun iizerine 25 ml 1 X TBE ile ¢6zeltisi eklenmistir.
Hazirlanan jelin homojen bir karisim olmasi igin 45°lik ag1 ile siirekli hafifce
sallanarak agaroz tamamen saydamlagincaya kadar ates iizerinde tutulmustur. Daha
sonra, seffaflagan jel ftizerine 0,5 pl/ml oraminda etidyum bromid katilmgtir.
Ethidium bromide’in jel i¢ine homojen dagilmasim saglamak amaciyla karisim
hafifge sallanarak kangtinlmigtir. Bu islemin sonunda erlenmayer akan musluk
altinda tutularak, el yakmayacak kadar sogutulmustur.
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2.5.2. Jel’in Dokiilmesi

Calismada, elektrotlar: arasindaki uzaklik 15 cm olan Biometra® Agagel Mini marka
elektroforez tanki kullamilmustir. Jel, boyutlart 9 x 6,5 x 1,5 cm ve ultra-viyole 151k
geciren jel teknesine dékiilmiistiir. Oreklere ait DNA’lar kullamlarak yapilan PCR
sonunda elde edilmesi hedeflenen 343 bp’lik tek bandin varliginin belirlenmesi
amaciyla yapilan ilk elektroforezde 13 disli jel taragt kullamlmugtir. ik elektroforez
sonunda 343 bp’lik bandin goriildiigii PCR triinleri belirlenerek restriksiyon enzimi
ile kesilmigtir. Elde edilen {iriinlerde BLAD -, BLAD tagiyic1 ve varsa hasta
bireylerin belirlenmesi amaciyla yapilan ikinci elektroforez, sekizi érneklerin biri
DNA merdivenin yiiklenmesi igin olmak {izere toplam dokuz kuyulu tarak
kullanilmugtir. Jel tekneye, hava kabarcigi olmayacak sekilde dokiildiikten sonra jel
tarag jele yerlestirilmis ve jelin katilagmast beklenmigtir. Eger jelde hava kabarcig:
kalmigsa, kullanilmamus steril bir pipet ucu yardimi ile bu hava kabarcigi jelin
taraktan en uzak tarafina dogru gekilerek Orneklerin yiiklenecegi kuyulardan
uzaklagtinlmistir. Tekneye dokiildiigiinde seffaf olan jel, opak bir goriiniim aldiginda
jelin katilagtig1 anlagilir. Tarak katilasan, jeli yirtmadan dikkatlice gikarilmig ve jel,
elektroforez tankina yerlestirilmistir. Jel tanka yerlestirildikten sonra tanka, jelin

listlinli tamamen Grtecek kadar elektrolit ¢6zeltisi eklenmistir.

2.5.3. Kuyulara Orneklerin yiiklenmesi

PCR sonunda elde edilen iiriinler kuyulara yiiklenirken énce 1 cm eninde, 2,5 cm
uzunlugunda parafilm kesilmis ve parafilm {izerine, kuyulara yiiklenecek &rnek
sayis1 kadar ylikleme ¢ozeltisi (loading buffer), her 6rnek igin 2’ser pl olacak sekilde
otomatik pipetle konulmugtur. Parafilm tizerine konan 2 ul yiikleme ¢dzeltisinin
iizerine 6rneklere ait PCR {iriinlerinden 5 pl eklenerek otomatik pipetle kangtirilarak,
kuyulara yliklenmistir. En son kuyuya da PCR iiriinlerinden elde edilecek bantlarin
belirlenmesi i¢in 100 bp’lik (MBI Fermentas® SMO241) standart DNA merdiveni
(DNA Ladder) yiiklenerek elektroforez islemi baglatilmigtir. Elektroforez, 45 dakika
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80 volt elektrik gerilimi uygulanarak yapilmustir. Jeldeki &rneklerin ilerleyisleri
izlenerek siirenin sonunda elektroforez bitirilmis ve tanktaki jel, teknesi ile birlikte

tanktan ¢ikarilarak ultra-viyole 151k veren jel goriintiileme sehpasinda incelenmistir.

2.6. Bantlarin Gozlenmesi ve Fotograf Cekimi

Etidyum bromide ile boyanan DNA molekiilii ultra-viyole (UV) 1sikta, floresan
yansima gosterir. Bu yansimanin gériilmesi, PCR sonunda aranan bantlarin varligina
isarettir. Bunun i¢in elektroforez sonunda jel teknesi tizerindeki jel ile birlikte
tanktan alinarak jel gériintiileme sehpasina konulmustur. Sehpanin ultra-viyole (UV)
15181 agilarak, 6nce aranan 343 bp uzunlugundaki tek band jelde g6riilmiis ve sonra
bantlarin bulundugu jelin fotografi ¢ekilmistir. Fotograf Polaroid® (DS-34) fotograf
makinesi ile ¢ekilmistir. Ciplak gézle pembe floresan renk veren bantlar, yesil lens
kullamlarak g¢ekilen polaroid fotografta siyah-beyaz olarak goriintiilenmistir. Elde
edilen PCR f{iriinlerinin elektroforezi sonunda PCR’in bagarili oldugu &rneklerden
343 bp’lik tek bir bant elde edilmistir. Bu tek bantin elde edildigi érneklere ait PCR
tirlin stoklar1 daha sonra Taq I restriksiyon enzimi ile kesilerek, incelenen 6rmeklerin

BLAD durumlarmin belirlenmesinde kullanilmigtir.

2.7. Taq 1 Restriksiyon Enzimi ile PCR Uriinlerinin Kesilmesi

Elektroforez sonunda 343 bp’lik bantlarm elde edildigi 6rneklere ait PCR {iriinleri
Taq 1 restriksiyon enzimi ile kesilmigtir. Caligmada, Fermentas® firmasinin 10 {inite/
pl konsantrasyonundaki 3000 initelik Tag I ER0671 katalog numaral restriksiyon
enzimi kullanilmistir.

Bu enzim DNA’y1 5...TIC GA...3,
3....A G CIT.....5' bolgesinden kesmektedir.
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Taq 1 restriksiyon enzim kesimi her bir 6rnek igin;

Taq 1 0,5 pl
10 x Buffer 3ul
Bidistile su 16,5 pl kullamiImugtir.

Restriksiyon enzim ile kesim islemi, bir drnek igin toplam hacmi 20 pl olacak
sekilde hazirlanan karigim iizerine, 343 bp’lik bantlarn goriildiigti PCR {iriiniinden
10 pl eklenerek yapilmigtir. Restriksiyon enzimi ile kesme iglemi de her seferinde 20
ornek islenecek sekilde bir buz iizerinde yapilmistir. Bu amagla etiketlenmis olan 0,2
ml’lik ependorf tiipleri buz iizerine yerlestirilmistir. Her bir &rnek igin gerekli olan
restriksiyon karigim buz tizerindeki ependorflarin birinde hazirlanip diger etiketli
ependorflara 20’ser ,ui dagitilmigtir. Hazirlanan tiipler Biometra® T1 Thermocycler

marka 1s1 diizenleme aletine yerlestirilmistir.

Is1 diizenleme aletine yerlestirilen 6rnekler, 65 OC’de 2 saat tutulmus ve siirenin
sonunda restriksiyon enzimini inaktive etmek amaciyla 6mekler yine 1s1 diizenleme

aletine 80 °C’de 30 dakika tutularak isleme son verilmistir.

Islemin sonunda &rneklerde tekrar yukarida anlatildigi sekilde hazirlanan jelde
elektroforez yapilmustir. Bu son elektroforezde, homozigot normal bireylerde 191 bp
ve 151 bp’lik iki bant, homozigot hasta bireylerde 343 bp’lik tek bant, tasiyicilarda
ise 191 bp, 151 bp ve 343 bp olmak iizere li¢ bandin goériilmesi amaglanmigtr.
Elektroforez sonunda PCR firiinlerinin yiiriitiildiigii jelin fotograflanimin ¢ekildigi gibi
fotograf ¢ekilerek sonuglar kayit edilmistir.

Yapilan PCR ve restriksiyon enzimi ile kesim islemleri, her 6mek i¢in ikiser kez
tekrarlanmigtir. BLAD yoniinden tagtyict olarak belirlenen hayvanlarda ise islemler
DNA izolasyonundan itibaren tlimiiyle tekrarlanmigtir. Tekrarlarda her seferinde aym
bulgular elde edilmistir.
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3. BULGULAR

Uygulanan fenol-kloroform DNA izolasyon protokolii ile 120 bas Holstayn boga,
boga aday1 ve Holstayn inek, 20 bas Isvigre Esmeri, 20 bas Dogu Anadolu Kirmuzisi,
20 bag Giiney Anadolu Kirmizisi, 20 bag Yerli Kara, 20 bas Boz Irk’a ait toplam 220
bas sigirdan alman kan &rneklerinden DNA izolasyonu yapilmustir. Izole edilen
DNA’lar biiylik molekiillii genomik DNA olmasi nedeniyle % 1°lik agaroz jelde
elektroforez yapilmistir. Yapilan 15 dakika elektroforez sonunda jelde’ki etidyum
bromid ile birlesen DNA’larin floresan parildama vermesi ile DNA izolasyonunun
basaris1 dogrulanmistir. Izole edilen DNA’larin % 1°lik agaroz jel elektroforezi
sonunda jeldeki parildamalarimin ¢ekilen polaroid fotografi Sekil 1.de goriilmektedir.

Sekil 1: Fenol-Kloroform y6ntemi ile elde edilen 6rneklere ait genomik DNA’larmn % 1’lik agaroz
jelde ki goriinimleri. Laboratuarda verilen 6rnek numaralarma gore jele yiiklenen 6rnekler,
soldan-saga; Giiney Anadolu Kirmizisi 11, Boz Irk 18, Isvigre Esmeri 1, Yerli Kara 5, Dogu
Anadolu Kirmzis1 805, Lalahan 1, Menemen 14, Beydere 5, Lalahan Q.

Orneklere ait kanlardan elde edilen DNA’lar ile PCR islemi yapilmistir, PCR
sonunda elde edilen {iriinlerin % 2°lik agaroz jel elektroforezlerinde 343 bp’lik tek
bandin goériilmesi ile PCR’nin basaris: dogrulanmistir. Elde edilen 343 bp’lik bantlar
elektroforez sonunda, jelin ultraviyole 151k veren jel goriintiileme sehpasi {izerine
konuldugunda ¢iplak gézle kolaylikla saptanmustir. Daha sonra PCR iiriinlerinin
agaroz jel elektroforezlerinin fotograflan ¢ekilmistir.



51

PCR sonunda elde edilen iiriinlerinin biiyiikliigii 343 bp uzunlugundadir. Bu
biiytikliikteki PCR fiiriinleri en iyi goriintiiyli % 2’lik agaroz jelde verdigi i¢cin PCR
irtinleri % 2’lik agaroz jelde elektroforez yapilmistir. Yapilan elektroforez
sonucunda kullanilan drneklere ait 343 bp’lik bantlar Sekil 2.’de goriilmektedir.

Sekil 2: Fenol-Kloroform y6ntemi ile elde edilen drneklere ait DNA’lar kullanilarak yapilan PCR
sonunda elde edilen triinlerin % 2°’lik agaroz jel elektroforez goriintimleri. Soldan-saga jele
yiiklenen 6rnekler, 100 bp’lik DNA Merdiveni, Giiney Anadolu Kirmuzis1 11, Boz Irk 18, Isvigre
Esmeri 1, Yerli Kara 5, Dogu Anadolu Kirmmzis1 805, Lalahan 1, Menemen 14, Beydere 5,

Lalahan Q.

PCR sonunda 343 bp’lik bantlarin elde edildigi 6rneklere ait PCR iirtinleri, Taq 1
endoniikleaz restriksiyon enzimi ile kesilerek % 2’lik agaroz jelde elektroforez

uygulandiginda Sekil 3.de ki goriintii elde edilmigtir.
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Sekil 3; Tag 1 Endoniikleaz enzimi ile kesilen PCR triinlerinin % 2’lik agaroz jel elektroforezi
sonucu BLAD agisindan genetik yapilarinin belirlenmesi: Soldan, saga drneklerin siralanmasi, 100
bp’lik DNA Merdiveni, Dogu Anadolu Kirmizist 805, Isvigre Esmeri 6, Menemen 12 (BLAD +/-),
Menemen 14, Beydere 5, BLAD +/-(kontrol), BLAD +/+ (kontrol), BLAD -/- (kontrol),

Incelenen 120 bas Holstayn boga, boga aday1 ve Holstayn disi sigir ile 20 bas
Isvigre esmeri, 20 bag Giiney Anadolu Kirmizi, 20 bas Yerli Kara, 20 bag Boz Irk, 20
bas Dogu Anadolu Kirmizisindan fenol-kloroform ydntemi ile DNA izole edilmistir.
Elde edilen DNA’lar ile yapilan PCR iglemi sonunda tiim orneklerden 343 bp’lik
bant elde edilmistir. Elde edilen PCR iiriinlerinin Tag I restriksiyon enzimi ile
kesilmesi sonucunda incelenen Orneklerden iki Holstayn sigirin BLAD tasiyicisi
oldugu belirlenmigtir. BLAD tagiyicist olan bu 6rneklerden biri, Damuzlik Sigir
Yetistiricileri Merkez Birliginin yetistirdigi ve Menemen’de ki suni tohumlama
istasyonunda sperma sagilan ve bu gallsniada “Menemen 12” olarak kodlanan
“TR1008632” kulak numarali, babasi Almanya dogumlu, annesi Tiirkiye’de
yetistirilen “Vedat” isimli damizlik bogadir. Digeri ise Lalahan Hayvancilik Merkez
Arastirma Enstitlistinden kan 8rnegi alinmig olan ve g¢alismada Lalaban @ olarak
kodlanan 95-99 kulak numarali Holgtayn inegidir. Diger Orneklerin tamam
homozigot BLAD -/- olarak tanimlanmistir. Incelenen drneklerde homozigot BLAD

+/+ bireylere rastlanmamigtir.

Bu ¢alismada, Tiirkiyede yetistirilen 120 bag Holstayn irk: sigirda BLAD geninin
frekans1 0,0084 olarak bulunmugtur.
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4. TARTISMA

Cesitli iilkelerde, yaymlanan makale, rapor ve istatistiklere dayamlarak Diinya
Holstayn populasyonunda BLAD’mn yaygmlig hakkinda kesin karar verebilmek
miimkiin degildir. Bununla birlikte, Holstayn siiriilerinde BLAD tagiyicilarmin
belirlenmesi ve tastyicilarin elimine edilmesi i¢in etkili kontrol programlarina ihtiyag
vardir. Clinkii, suni tohumlama igin sperma tireten firmalarin listelerinde BLAD
bakimindan tasiyici olan bogalar bulunmaktadir (Nagahata ve ark., 1997).
Dolayisiyla BLAD 1n eradike edilmesinde oncelikle, tasici bogalarn yetigtirmeden
cikarilmasini saglayacak, etkili bir tan1 metodu kullanilmalidar.

Calismada DNA izolasyonu i¢in kullamlan “fenol-kloroform” ydntemi ile alinan
numunelerden kolay ve kisa siirede DNA izdlasyonu yapilabilmistir. Ayrica bu
yontem ile daha az miktarda kimyasal madde kullamilmistir. Ancak, yéntemin her
agamasinda 1,5 mI’lik yeni, etiketli ependorf tiiplerinin kullanilmas: fazla zaman ve
isciligi gerektirmektedir. Bu durum yOnteminin tek olumsuz yonii olarak
goriilmiistiir. Y6ntemin kolay uygulanabilirligi, ucuzlugu ve kisa siirmesi avantajh
yonleridir.

BLAD’a neden olan, CD18 genindeki mutasyon ilk olarak Kehrli ve arkadaglar
tarafindan tammlanmugtir. Shuster ve arkadaslann da 1992 yilinda BLAD’a neden
olan mutant DI128G allelini belirlemek amaciyla bir PCR-RFLP testi
geligtirmiglerdir. O tarihten beri Holstaynlarda BLAD allelinin varhigimin
belirlenmesinde bu test ve daha sonra geligtirilen diger molekiiler genetik tam
teknikleri rutin olarak kullanilmaktadir (Shuster ve ark., 1992; Arrayet ve ark.,
2002).

Shuster ve arkadaglarinin gelistirdikleri bu protokolde teknik olarak iki 6nemli
problem g6ze g¢arpmaktadir; birincisi kullamilan primerlerle yapilan PCR islemi
sonunda, genomik DNA’dan 58 bp uzunlugunda bir bélge gogaltilir. Elde edilen 58
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bp uzunlugundaki PCR {iriintin Hae III ve Tagq 1 restriksiyon enzimleri ile kesilmesi
sonucunda kii¢iik RFLP iirtinii elde edilir. Elde edilen kiigiik RFLP iiriinleri agaroz
jel elektroforezi sirasinda hizla jele diffuze olduklar igin gozle belirlemek zordur. Bu
durum ise stipheli 6rmekte BLAD allelinin varhiinin veya yoklugunun arastiric
tarafindan belirlenmesini gliglestirmektedir. Ikinci olarak metotta, biri 30 digeri, 19
bazdan olusan iki primer kullanilmaktadir. Farkli baz uzunluklarindaki iki primerin
annealing (uzama) 1silar1 dengeli degildir. Sonug olarak mevcut iki problem kritik
Orneklerde veya 6nemli materyallerde testin giivenilirligini diistirtir. Ayrica yontem,
elde edilen kiiciik bantlarin goriilebilmesi i¢in NuSieve agaroz kullamilmasim
gerektirir, NuSieve agaroz, normal agarozdan daha pahalidir. Shuster ve
arkadaglarmin geligtirdikleri yontem NuSieve agarozdan % 4 gibi yiiksek
konsantrasyonda kullanmay: gerektirir. bu problemler nedeniyle Shuster ve

arkadaslarinin 6nerdikleri PCR-RFLP y6ntemi tercih edilmemisgtir.

Batt ve arkadaslarinin énerdigi PCR-LCR test yontemi, PCR-RFLP de kullanilan
iki primer yerine 6 tane isaretli oligonukleotid kullanmay1 gerektirmesi, daha fazla
yatirim gerektirmesi, yeteri kadar etkili olmamasi ve pahali olmasi nedeniyle tercih

edilmemistir.

Tajima ve arkadaglarimin gelistirdigi yontem, arastiricilarin yontemin kesin olarak
BLAD tamsmda kullanilabilcegini bildirmemesi ve yontemin detaylar1 hakkinda
yeterince bilgi elde edilemedigi i¢in ¢aligmada tercih edilmemigtir.

Mirck ve arkadaslarinin 1995 yilinda geligtirdikleri yéntem ise elde edilen PCR
lirliniin Tag I endoniikleaz enzimi ile kesilmesini takiben yapilan % 4’liik NuSieve
agaroz jel elektroforezinde, elde edilen bantlarm kiigiik olmasi, 21 bazlik nisbeten
uzun iki primerin kullamlmasi ve pahali NuSieve agarozun % 4 gibi yiiksek

konsantrasyonda kullanmay: gerektirmesi nedeniyle ¢alismada tercih edilmemistir.

Kriegesman ve arkadaglarimin 1997 yilinda gelistirdikleri ve bu g¢alismada da
kullamlan PCR-RFLP yonteminde, 19 bp’lik iki primer ile yapilan PCR ile 343
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bp’lik tek bir bant elde edilmektedir. Elde edilen 343 bp biiyiikliigtindeki PCR
{iriiniin Taq I endoniikleaz enzimi ile kesilmesinden sonra yapilan % 2’lik agaroz jel
elektroforezi sonunda, homozigot BLAD vakalarinda 343 bp’lik tek bir bant,
homozigot normallerde 191 ve 151 bp’lik iki bant, tasiyicilarda ise 343, 191 ve 151
bp’lik #i¢ bant gozlenmektedir. Ayrica Kriegesman ve arkadaslarmin 6nerdigi
protokolde, incelenen 6meklerin BLAD durumlarimi belirlemek i¢in % 2’lik normal
agaroz jel elektroforezi yeterlidir. Yapilan % 2’lik agaroz jel elektroforez sonunda
herhangi bir tereddiide yer birakmaksizin tiim bantlar rahatlikla goriilerek tam
yapilmistir.

Kriegesman ve arkadaglanmin 6nerdigi protokol, kolay uygulanabilir olmasi,
ekonomik olarak uygunlufu, tanmnin kolay ve kesin yapilabilir olmasi agisindan
avantajlidir. Mevcut avantajlarimin yani sira, protokolii éneren aragtiriciya kolay
ulagilarak konu hakkinda gerekli bilimsel yardim alinmustir. Yukarida belirtilen
avantajlar nedeniyle, Tiirkiye de ki Holgtayn sigirlarinda kalitsal BLAD bozukluguna
neden olan mutant allelin varlifmin aragtirilmasi i¢in yapilan bu g¢alismada

Kriegesman’in 6nerdigi protokol kullanilmustir.

Yapilan galigma ile Tiirkiye’de yetistirilen yerli sigir iklarinda ve Isvigre Esmeri
sigir wrkinda kalhitsal BLAD bozukluguna neden olan mutant allelin bulunmadif
belirlenmigtir. Elde edilen bu sonug, bozuklugun sadece Holstayn irkinda
goriildiigiinii bildiren galigmalarla paralellik gdsterir (Agerholm ve ark., 1993; Janosa
ve ark., 1999; Muraleedharan ve ark., 1999). Ancak Tiirkiye’de kontrollii
ciftlestirmeler ve melezlemeler olmadig igin Hostayn melezi hayvanlarda mutant
D128G allelinin var olabilecegi beklenilebilir.

Shuster ve arkadaglarimin BLAD tanis: i¢in PCR-RFLP testini gelistirmelerinden
sonra, A.B.D. de Holstayn siirlarindan aliman sperma, kan ve siit 6rnekleri test
edilmistir. Orneklerden elde edilen DNA’larmn test edilmesi sonucunda A.B.D.’de ki
en iyi verim Ozelliklerine sahip suni tohumlama bogalarmmn yaklasik % 15°i ve

sagilan Holstayn ineklerinin ise yaklagik % 5,8’inin mutant D128G allelinin tagtyicis
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oldugunu bildirilmistir (Kehrli ve ark., 1992a; Kehrli ve ark., 1992c; Shuster ve ark.,
1992). Shuster ve arkadaglarmin gelistirdikleri testin rutin olarak kullamlmasmdan
sonra, 1993 yilinda dogan bogalarda BLAD tagiyicilarinmn oranmin % 0,3 oldugu
belirlenmistir. Ayrica hastaligin kesfinden ve molekiiler teknikler kullamlarak mutant
allelin kesin olarak belirlenmesinden &nce dofan hayvanlar arasinda, BLAD
tastyicilan yiiksek frekansa ulagtig belirlenmistir. Shuster ve arkadaglaninin BLAD’a
neden olan mutant allelin kesin belirlenmesi igin geligtirdikleri testten sonra, 1993 ve
1994 yilinda damizhk olarak kullanilmaya baslanan bogalarm % 68’1 test edilmis ve
bunlarin hicbirinin tagtyici olmadigi belirlenmistir (Powell ve ark., 1996). A.B.D. de
1988 yilinda, suni tohumlama istasyonlarmda damizlik olarak kullanilmaya baslanan
bogalarm % 24’iiniin, ineklerin ise % 9’unun BLAD tagiyicist oldugunu
bildirilmistir. (Powell ve Norman, 1998; Wanner ve ark., 1998). A.B.D. de 1997
yilinda yapilan bir galismada, damizlik olarak kullamlan suni tohumlama bogalarinda
BLAD allelinin orammnin % 11,3 oldugunu belirlemistir (Kelm ve ark., 1997).
Wanner ve arkadaglari (1998), inceledikleri 6400 damizlik bogamn % 8,2’sinin
BLAD tastyicisi oldugunu belirlemiglerdir. Elde edilen bilgiler gostermektedir ki,
BLAD’a neden olan mutant allelin damizlik bogalardaki frekansi kalitsal bir hastalik
olarak BLAD’1n taninmasi ve tagiyicilarin belirlenmesini saglayacak uygun bir testin
gelistirilmesini takip eden yillarda azalmigtir. Gerek Shuster ve arkadaglarmin
gelistirdigi PCR-RFLP testinin rutin olarak kullamlmasi, gerekse yetistiricilerin
BLAD’in neden oldugu ekonomik kaybin farkinda olmalari A.B.D.’de bu kalitsal
bozuklugun frekansimi azaltmigtir. Oysa Tiirkiye’de gerek sahada ¢alisan veteriner
hekimler, gerekse yetistiriciler BLAD gibi kalitsal hastaliklardan haberdar
degillerdir. Bu da Tiirkiye de BLAD yayginlig1 hakkinda fikir sahibi olunmasim

engellemektedir.

A.B.D.’de rasgele segilen ve hepsi sagilan 2000 den fazla inek ve 2000 den fazla
diive arasinda yapilan bir ¢alismada, BLAD tasiyicilik orammin diiveler arasinda
daha fazla oldugu belirlenmistir (Kehrli, 2000). Bunun nedeni A.B.D.’de damizlik
adaylarimin BLAD yoniinden incelenerek tasiyicilarin damizlik olarak se¢ilmemeleri

olabilir. Yine A.B.D. de yapilan g¢aligmada siit isletmelerinde yetigtirilen 1994
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dogumlu disilerde BLAD allelinin frekansmin suni tohumlama istasyonlarinda
kullamlan bogalardan daha yiiksek oldugu belirlenmistir (Arrayet ve ark., 2002).
BLAD’in taninmasindan sonra BLAD genini tasiyan ineklerin verimlerinin,
homozigot normal ineklerden daha yiiksek oldufuna inamimasi ineklerde mutant
allelin frekansimin artmasina neden olmus olabilir (Powell ve ark., 1996; Fésiis ve
ark., 1999; Janosa ve ark., 1999). Ancak yapilan aragtirmalar BLAD alleli ile verim
ozellikleri arasinda pozitif bir iligkinin olmadigim gostermistir (Féstis ve ark., 1999;
Wanner ve ark., 1999). Mevcut molekiiler genetik tam yontemleri BLAD
tastyrcilarinin kesin olarak belirlenebilmesine olanak verir. Boylelikle tasiyic: inekler
homozigot normal bogalarin spermalari ile tohumlanabilir. Dogan buzagilar eger
damizlik olarak kullamlacaksa BLAD yoniinden incelenerek iiretimde tutulabilir.
Béylelikle iistiin verim 6zelliklerine sahip tagtyici inek {iretimde tutularak istiin
verim &zelliklerinden yararlamlabilir. Bu durumda disi materyalde tagiyicilarin

oraninin yiiksek olmasina neden olabilir.

Yapilan bu ¢alismada yeteri kadar disi materyal kullamilamadig igin Tiirkiye de
yetistirilen Holstayn ineklerdeki BLAD durumu hakkinda kesin bir yargiya
varilamamstir.  Tiirkiye’de yetigtirilen tim Holstayn inekler BLAD yoniinden
incelenmesi teknik ve ekonomik olarak zordur. Ancak, Tiirkiye’de mutant BLAD
allelinin eradikasyonu i¢in en azmdan damizlik olarak segilen boga adaylarinin

annelerinin BLAD y&niinden genotiplerinin kesin olarak belirlenmesi gerekir.

Amerikan Holstayn Yetistiricileri Birliginin 1994 yilinda yaymladig: raporda,
AB.D. de suni tohumlama istasyonlarindaki mevcut Holstayn bogalarmin 355
baginin BLAD tagiyicis1 oldugu bildirilmigtir. BLAD tasiyicist olan bogalarin
pedigrileri incelendiginde, bu bogalarin biiylik ¢ogunlugunun birbirleri ile akraba
olan Osborndale Ivanhoe, Carlin-M Ivanhoe Bell ve Penstate Ivanhoe Star isimli ti¢
boganin torunlart olduklari belirlenmistir (Steinholt ve ark., 1994). Tiirkiye’de
yetistirilen hayvanlarin pedigri bilgileri diizenli tutulmadigi igin tasiyict olarak
belirlenen iki hayvanin akrabaliklar: hakkinda kesin bir bilgi bulunmamaktadir.
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Macaristan’da, Janosa ve arkadaglarmin 1999 yilinda damizlik olarak kullamlan
Holstayn bogalarda BLAD tastyicilarinin belirlenmesi amaciyla yaptiklar: galismada
damizlik olarak kullanilan bogalarin yaklasik % 10°’nunun BLAD tasiyicis: oldugunu
belirlemiglerdir. Ayrica yetistiricilerin en ¢ok tercih ettikleri 40 boga arasindan
siralamada 12. sirada bulunan boganin da BLAD tasiyicisi oldugunu belirlemislerdir
(Janosa ve ark., 1999). Japonya’da damizlik olarak kullanilan Holstayn bogalari
arasinda BLAD tagiyicilarimin oranmin yaklasik olarak % 11 oldugu belirlenmisgtir
(Nagahata ve ark., 1997). Rusya’da 2000 yilinda 171 boga ve inek arasimda yapilan
bir ¢aligma sonucunda incelenen hayvanlarin 161 tanesi homozigot normal, 9’u boga
ve 1’1 inek olmak tiizere toplam 10 hayvamin ise mutant D128G alleli yoniinden
heterozigot olduklar1 belirlenmistir. Incelenen bu populasyonda BLAD geninin
frekansimin 0,029 oldugu belirlenmistir (Hofer ve ark., 2000). Benzer sekilde DNA
kullamilarak yapilan inceleme ile Arjantin’de BLAD allelinin frekanst suni
tohumlama bogalarinda % 2,88, ineklerde ise % 1,79 olarak bulunmustur (Poli ve
ark., 1996). Tiirkiye’de yetistirilen Holstayn wki sigirlarda kalitsal BLAD
bozuklugunun varliimin aragtirilmasi i¢in yapilan bu ¢aligmada ise kullanilan 118
boga ve boga adayinm bir tanesinin BLAD tastyicist oldugu belirlenmistir. Incelenen
iki Holgtayn ineginin BLAD tagtyicisi oldugu belirlenmistir. Incelenen toplam 120
bas Holstayn sigirda mutant BLAD allelinin frekansi 0,0084 olarak bulunmustur.
Mutant allelin frekansi diger lilkelerdeki boga ve boga adaylan igin bildirilen
frekanstan oldukga diigtiktiir. Ancak Tiirkiye’de yogun olarak ithal Holstayn
spermalarmin kullamldigr ve ithal ineklerin yetistirildigi g6z 6niine alindifinda

mutant allelin frekansinin daha yiiksek bulunabilecegi s6ylenebilir.

Macaristan’da ki suni tohumlama bogalari, boga adaylarinin ve boga adaylarmin
anneleri BLAD’a neden olan mutant D128G alleli yoniinden incelenmistir. Sonugta
Macaristan’da yetistirilen Holstaynlarda bu mutant allelin frekansmm A.B.D.’de ki
orana yakin oldugu belirlenmistir. Macaristan’da ki Holgtayn populasyonunun
orijinini biiyiik 6lglide A.B.D.’ye dayandif i¢in benzer frekansmn elde edilmesi
beklenebilir (Fésiis ve ark., 1999). Benzer sekilde Tiirkiye’de ki Holstaynlarda
BLAD allelinin frekansinin bulunandan daha yiiksek oldugu samlmaktadir. Ciinki
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Tiirkiye’de sadece Damizlik Sifir Yetistiricileri Birligine 40 ilde kayith 1 112 543
basg saf Hostayn sigin bulunmaktadir. Ayrica birligin faaliyette olmadig: illerde ki saf
Holgtaynlar ve wrkin melezleri de dikkate alimirsa rakamin c¢ok daha artacag:
diisiintilebilir. Macaristan’da yapilan c¢aligmada belirtildigine benzer sekilde;
Tiirkiye’de Holstayn yetistiriciligine ilk olarak 1958 yilinda A.B.D.’den getirilen 30
disi ve 17 erkek dana ile baglanmigtir. Sonraki yillarda gerek devlet eliyle gerekse
sahislar tarafindan farkli zamanlarda Almanya ve Hollanda’dan Holstayn sigirlar
getirilerek Tiirkiye’de ki mevcut Holstayn siir populasyonu olusturulmustur (Alpan,
1993, s.:48). Baglangigta sadece Marmara ve Ege bolgeleri bu wrkin yetistirilme alan
olarak diisiintilmiisken artik tiim Tiirkiye’de Holstayn sigirn yetistirilmektedir.
Tiirkiye’de yetistirilen Holstaynlarin getirildigi bu li¢ {ilkede de BLAD ydniinden
tastyicilar ve homozigot BLAD vakalan bildirilmigtir. Bu ¢alisgma sonucunda
Tiirkiye’de BLAD allelinin vanig: kesin olarak ortaya konmustur. Allelin frekansi
hakkinda giivenilir bir sonug elde edebilmek igin fazla sayida materyalin incelenmesi
gereklidir.

Holstayn populasyonunda BLAD allelinin varligini belirleyen her iilke molekiiler
genetik testler kullanarak BLAD allelinin eradikasyonu i¢in galigmalar baglatmistir
(Kerhli ve ark.,1992a; Powell ve ark., 1996; Nagahata ve ark., 1997; Janosa ve ark.,
1999; Muraleedharan ve ark., 1999). Dolayisiyla, Tiirkiye’de damizlik olarak
kullanilmak istenen her Holstayn buzagi BLAD yoniinden taranmah ve BLAD

durumunun pedigri kartlarina isaretlenmesi gereklidir.

Yapilan ¢aligmada, iki inek incelenmis ve birinin BLAD y6niinden heterozigot
oldugu belirlenmistir. Bu bulgu Tiirkiye’de yetistirilen Holstayn inekler arasinda
BLAD allelinin frekans: hakkinda yeterli bilgi vermez. Cok sayida disi materyal
kullamlarak ineklerde BLAD allelinin frekansi hakkinda kesin bir yargiya
varilmahdir. Ciinkii yapilan caligmalar gostermistir ki BLAD allelinin frekansi
erkeklerde disilerden daha yiiksektir (Poli ve ark., 1996; Wanner ve ark., 1998; Hofer
ve ark., 2000). Bununla birlikte, Arrayet ve arkadaglar1 (2002) tarafindan, BLAD
allel frekansimin ineklerde bogalardan daha yiiksek oldugunu bildirmistir. Bu
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calismada Tiirkiye’deki Holstayn inekler i¢inde de BLAD yéniinden heterozigotlarin
bulunabilecegi sonucuna varilmistir. Bu nedenle Tiirkiye’de ki Holgtayn ineklerde
BLAD allelinin frekansinin belirlenmesine y6nelik c¢aligmalarin planlanmasi
gerekmektedir.

Holstayn sigir ki, Diinya’daki siit endiistrisinde en ¢ok tercih edilen dolayisiyla
en yaygin siit¢li sigir rkidir. Dogan erkek Holstayn buzagilarin sadece % 14’{iniin
damizlik olarak kullamilmasi, 1rk igindeki akrabaligi yiikseltmistir (Mirck ve ark.,
1995). Ayrica projeni test yapilarak verimlerine gére siralanan iistiin verim
Ozelliklerine sahip bogalarin genetik materyal olarak yaygin kullamilmasi da genetik
havuzun daralmasma neden olmaktadir. Irk iginde iistiin verimli damizliklarin bu
sekilde yaygin kullamilmasi, hayvanlar arasindaki genetik benzerligi artirmasinin
yami swa BLAD gibi resesif genetik bozukluklarin  yayilmasim da
kolaylastirmaktadir. Yani akrabali yetistirme resesif karakterli genetik bozukluklar
determine eden genlerin frekansinin artmasina neden olmaktadir. Nitekim A.B.D. de
Holstayn ki bir bogadan kéken alarak tiim diinyaya yayilan BLAD kalitsal
bozuklugu bakimindan, diinyadaki Holstayn ki sigirlarin yaklasik % 5,8’inin
tastyict oldugu tahmin edilmektedir (Shuster ve ark., 1992; Mirck ve ark., 1995;
Janosa ve ark., 1999).

A.B.D.’de her yil dogan Holstayn buzagilariin arasinda BLAD’li buzagilarin
orami % 0,2’den fazla oldugu tahmin edilmektedir(Shuster ve ark., 1992). BLAD,
hayvansal iiretimde kayiplara neden olan en énemli kalitsal hastaliktir (Ryncarz ve
ark., 1995). BLAD’l1 buzagilar genellikle bir yasini doldurmadan 6liirler. Olmeyerek
hayatta kalan buzagilarda ise biiyiime geriligi ve diisiik cinsel aktivite goriiliir.
Amerika’daki 10 milyon siit¢i s1girin % 80’1 Hostayndir. Bunlardan her yil yaklagik
16 000-20 000 arasinda BLAD’l1 buzag dogar. Her buzagmm 300 dolar oldugu
kabul edilirse A.B.D. de her y1l BLAD nedeniyle sadece buzagi &liimlerinin sebep
olduBu ekonomik kayip yaklagik 5 milyon dolardir (Kehrli ve ark., 1992a; Gerardi,
1996; Kehrli, 2000).
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Tiirkiye’de Damizlik Sigir Yetistiricileri Merkez Birligi soy kiitiigline kayith
toplam 271 246 bas Holstayn inek vardir. Bunun diginda Tiirkiye’de ki sigir
varhigmin yaklagik % 25 yani 2,5 milyon bas saf ve Holgtayn melezidir. Shuster ve
arkadaslariin (1992) A.B.D.’de bildirdigini ve her yil % 0,2’si homozoigot BLAD
hastas1 buzaginin dogdugu, bunlarinda bir yasma gelmeden 61diigli kabuliinden
hareketle Tiirkiye’de ki 271 246 bas holstayn inekten her yil yaklagik olarak 543
homozigot BLAD hastas1 buzagi dogacag hesaplanabilir. Holstayn bir buzagmn
fiyat1 yaklagik olarak 540 000 000 TL olarak alinirsa, BLAD’l1 yavrularin 6lmesi
sonucu Tiirkiye’de her yil yaklagik 293 220 000 000 TL’lik ekonomik kayip oldugu
sGylenebilir. Yapilan hesapta sadece birlige kayitli hayvanlardan dogan saf Holstayn
buzagilarm 6lmesi sonucu karsilagilan ekonomik kayip dikkate alinmaktadir. Birlige
iye olmayan yetistiricilerin sahip olduklari sigirlarda disiiniiliirse ekonomik kaybin
cok daha biiyiik oldugu goriiliir. Bu hesaplamalara Holstayn melezlerininde ilave
edilmesiyle ekonomik kayip daha da artacaktir.

Bu hesaplamalar sadece hasta buzagilarin 6lmesi sonucu karsilasilan ekonomik
kayiptir. Erken yasta oOlmeyip yasayan buzagilarda tekrarlayan bakteriyel
enfeksiyonlar nedeniyle kullanilan ilag ve veteriner hekim giderleri diisiiniildiigiinde

ekonomik kayip daha da biiyiiyecektir.



62

5. SONUC VE ONERILER

Holstayn yetistiriciligi yapilan ¢iftliklerde ortaya cikan hastahiklarn, ilk olarak
immun sistemleri bozulmus olan BLAD’l1 buzagilar etkileyerek Slmelerine neden
olacag1 s6ylenebilir. BLAD’in kesin olarak ilag tedavisi yoktur. Tekrarlayan
bakteriyel enfeksiyonlara kargt antibiyotik tedavisi, koruyucu ve destekleyici
sagaltim olarak uygulanabilir. Ancak bu sagaltim ydntemleri ile homozigot BLAD
vakalarinda 6liim engellenemez, sadece ertelenir. BLAD’m insanlardaki karsilifi
olan LAD kalitsal bozuklugunun tedavisi ancak hasta bebeklere yapilacak kemik iligi
nakli ile yapilabilir. Eger kemik iligi nakli yapilmazsa hasta bebekler erken yasta
oliirler. Gerardi (1996), BLAD vakalarinda, kemik iligi nakli yapilarak normal
16kositlerin elde edilebilecegini bildirmigtir. Benzer sekilde Nagahata ve arkadaslan
(1998a), Japonya’da kemik iligi nakli yaptiklann BLAD’l1 bir diiveyi 28 ay takip
edilmiglerdir. Sonugta kemik iligi nakli yapilan bu diivenin nétrofil fonksiyonlarinda
ve klinik goriiniimiinde bir iyilesme gozlendigi bildirilmislerdir. Ancak bu tedavi
seklinin Veteriner Hekimlik alaninda ekonomik olmadigl ve rutin olarak tedavide
kullanilamayacag da bir gergektir. Dolaysiyla BLAD ve benzeri kalitsal
bozukluklarin neden oldugu ekonomik kayiplari 6nlemenin tek yolu kalitsal
bozukluklarin tagiyicilarimin  6nceden Dbelirlenerek bunlarin  yetistirme dis1
birakilmasidir. Buna en giizel 6rnek Avustralya Holstayn populasyonundan yaygin

kalitsal bir bozukluk olan citrulinemianin eredikasyonudur.

Damizlik olarak kullanmilacak boga adaylan segilitken bu kalitsal bozukluk
ybniinden homozigot saglikli olmalari aranan kriterlerden birisi olmasi
gerekmektedir. Ik 6nce Damuzhk Sifir Yetistiricileri Merkez Birligine {iye
yetigtiricilerin sahip oldugu Holstayn 1tki ineklerden baslanarak Tiirkiye’deki tiim
Holstaynlarda BLAD taramasi1 yapilmalidir. Bu sayede Tiirkiye’de yetistirilen
Holstaynlarin BLAD allelinin dagilim kesin olarak belirlenerek olas1 “Heterozigot X
Heterozigot” birlestirmeler Onlenebilir. Boylelikle de hasta buzagilarin dogma

olasilif1 en aza indirilmis olur.
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Sonug olarak BLAD ve benzeri kalitsal bozukluklar, PCR-RFLP gibi molekiiler
genetik metotlar ile kolayca belirlenerek elimine edilir. Kalitsal bozukluklarin
belirlenmesinde DNA kullanilarak yapilan molekiiler tam1 yontemleri, ne kadar
yaygmn ve ne kadar basarth kullanilirsa, damizlik olarak kullanilan smurli gen
havuzundaki istenmeyen kalitsal 6zellikler o kadar basarilt bir sekilde populasyondan

elimine edilebilir

Tiirkiye’de yetistirilen Holstayn populasyonunda ve damizlik adaylarinda BLAD
geninin aranmasl rutin hale getirilebilinir. Gerektiginde Holstayn k1 yetigkin sigir
ve buzagilardan 6mek alinarak, bu hayvanlarin BLAD durumlari kesin olarak ortaya
konabilir. Béylece Tiirkiye’de de BLAD kontrol programi uygulanabilecektir. Ayn
zamanda Tiirkiye’de yetistirilen holstayn melezlerinin de BLAD agisindan genetik

yapilar incelenebilir.

Yapilan bu ¢alisma ile daha 6nce Tiirkiye de varligi hakkinda herhangi bir bilgi
bulunmayan BLAD’a neden olan allelin Tiirkiye de yetistirilen Holstaynlarda da

bulundugu belirlenmistir.
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OZET

Tiirkiye’de Yetistirilen Bazi Sigr Irklarinda Sigir Lokosit Baglanma
Yetmezliginin (BLAD) Restriksiyon Pargacik Uzunluk Polimorfizmi (RFLP) ile
Belirlenmesi.

Bu ¢alismamn amaci Tirkiye’de yetistirilen bazi sifir wklarmda BLAD allelinin
aragtinlmasidir. Bunun i¢in kullamlan molekiiler genetik testi Tiirkiye’de
yerlestirmek ve Holstayn yetistiriciliginde damuzlik adayr buzagilarda BLAD
taramasinin rutin kullanum igin bilgi saglamaktir.

Calismanm materyalini, Damizlik Siir Yetistiriciler Merkez Birligi ile Tarim
Bakanliginin birlikte yiiriittiigii projeni test kapsamindaki bogalar ve Damizhik Sigir
Yetistiriciler Birligine iiye ¢iftliklerdeki Holstayn boga ve boga adaylar
olusturmustur. Calisma Ankara Universitesi Veteriner Fakiiltesi Genetik A.B.D.
Molekiiler Genetik Laborativarinda yapilmigtir. Calismada BLAD allelinin varhg,
PCR-RFLP metodu ile bagarili bir sekilde belirlenebilecegi gosterilmistir. Calismada
toplam 120 bas Holstayn ve 20 bas Isvigre Esmeri, 20 bag Yerli Kara, 20 bag Boz Irk,
20 bag GAK ve 20 bag DAK sigirindan alinan kanlar kullanilmigtir. Alinan kanlardan
fenol-kloroform ekstraksiyon yontemi ile DNA izolasyonu yapilmistir. Elde edilen
DNA’lar Kriegesmann ve arkadaglarmin O6nerdigi primer kullanilarak PCR’de
¢ogaltilmigtir. Mutasyon bélgesini belirlemek icin elde edilen PCR iiriinleri 7aq I
endoniikleaz enzimi ile kesilmistir. Kesilen PCR {irtinleri % 2’lik agaroz jel de
elektroforez yapilmustir. Incelenen Holstayn 1rki sigirlarin bir boga ve bir inek olmak
tizere ikisinin BLAD yoniinden tagiyici olduklart belirlenmistir. Incelenen
Holstaynlar iginde homozigot BLAD’11 bireye rastlanmamistir. Caligmada incelenen
diger irklarda BLAD alleline rastlanmamugtir. Toplam 120 bas Holstayn sigirda,
mutant BLAD allelinin frekans1 0,0084 olarak hesaplanmustir.

Yapilan bu ¢alisma BLAD’m Tiirkiye de yetistirilen Holstaynlarda da bulundugu
bildiren ilk ¢aligmadir.

Anahtar Sozciikler: BLAD, Holstayn, PCR, restriksiyon enzimi, RFLP,
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SUMMARY

Detection of Bovine Leukocyte Adhesion Deficiency (BLAD) in Some Turkish
Cattle Breeds with Restriction Fragment Length Polymorphism (RFLP)

The purpose of this work was to study BLAD allele is present in some cattle breeds
in Turkey. It was also intended to establish the molecular genetic test used for this
reason in Turkey and to provide infrastructure for the routine use of BLAD screening
in the calves which are breeding candidate stock in Holstein breed.

The material of the study consisted of the bulls used in the progeny testing
program, carried out by The Cattle Breeders’ Association of Turkey and the Ministry
of Agriculture. The study was done in Ankara University, Faculty of Veterinary
Medicine Department of Genetics, Laboratory of Molecular Genetics. It was also
concluded that PCR-RFLP method can be successfully used to screen the young
breeding cattle whether they are carrying BLAD allele. The blood samples obtained
from 120 Holstein, 20 Brown Swiss, 20 Anatolian Black, 20 Turkish Grey, 20 South
Anatolian Red and 20 East Anatolian Red. The DNA isolation was made from the
blood samples using the method of phenol-chloroform extraction. The isolated DNA
materials were multiplied in PCR using the primer developed by Kriegsemann et all.
In order to determine the area of mutation in PCR products, the PCR products were
digested by Taq I endonuclease enzyme. The resulting fragments were analysed on 2
% agarose gel for the absence of a Taq I restiriction site. It was found that one male
and another female two of the Holstein cattle were heterozygote BLAD carriers.
There was no homozygote BLAD animals. BLAD allele was not found in the other
breeds used in the study. The mutant BLAD allele frequency in the 120 Holstein
cattle calculation was 0.0084.

This is the first study reporting the presence of BLAD in Holstein cattle breed in
Turkey.

Key Words: BLAD, Holstein, PCR, restriction enzyme, RFLP.
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