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ONSOZ

Tiirkiye'de koyun yetistiriciligi onemli bir yer tutmaktadir. Genetik materyalde
meydana gelen defektler hayvan sagligini ve verimini olumsuz etkilemektedir.
Genlerdeki bozulma ya da de8isme protein sentezinde aksakliklara veya
bozukluklara sebep olabilir. Genetik hastaliklardan kaynaklanan morfolojik ya da
fizyolojik bozukluklar, hayvanlarda verim kayiplarina neden olmaktadir. Bunun
sonucu olarak, koyunlarda ve diger ¢iftlik hayvanlarinda ekonomik kayiplar
sekillenmektedir. Insan hayatinda &nemli yer tutan koyunun hastaliklar nedeniyle
olmesi veya verimden diismesi isletmeleri 6nemli 6l¢iide ekonomik sikintiya
sokmaktadir. Bu nedenle, hastaliklarin miimkiin oldugunca azaltilmasi ve minimum
diizeye indirilmesi gerekmektedir. Hayvanlarin hastalanmasindan sonra alinan
tedbirler zaman kaybi ve masrafa yol agacagindan, hayvanlarin genetik olarak
bagisiklik sistemlerinin gelismis olmasi ve hastaliklara karsi genetik direncinin
yiiksek olmast istenir. Bu tez, Tiirkiye yerli koyun irklarindaki MHC-DRBL1 ekson 2
gen bolgesindeki polimorfizmin ortaya konulmasi ve yerli koyun irklariin
hastaliklara direnci konusunda yapilacak caligmalara onciilik edebilecek olmasi

nedeniyle 6nem arz etmektedir.
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1. GIRIS

Tirkiye, mera olanaklar1 ve isletme yapilar1 itibariyle koyun yetistiriciligine
uygundur. TUIK 2018 yili verilerine gore Tiirkiye koyun varlign 35.194.972 bas
olup, bu saymin énemli bir kismin1 (% 93.2) diisiik ve kombine verimli yerli irklar
olusturmaktadir (Ak¢apinar, 2000; Tiirkiye Istatistik Kurumu, 2018). Gida ve Tarim
Orgiitii’niin (FAO) yaymladig1 verilerine gore, 1961 yilinda diinya iizerinde 349
milyon bas ke¢i ve 994 milyon bas koyun oldugu bildirilmistir. Bu say1 2016 yilina
gelindiginde % 188’lik artigla 1 milyar bas kegi, % 21.7’lik artigla 1,2 milyar bas
koyun varligma ulasmustir (TIGEM, 2017).

Uzun yillardir eti, siitli, derisi ve yapagisi ile insanlarin yasantisinda 6nemli
temel ihtiyaglarin1 karsilayan koyun, diinya iizerinde pek c¢ok yerde yetistiriciligi
yapildig1r gibi Tirkiye’nin farkli bolgelerinde de yetistirilmektedir. Giiniimiizde
koyun verimlerine bakildiginda wrklar arasinda farkliliklar ¢cogalmis; bazi irklar et

verimi, bazi irklar siit verimi, bazi irklar yapagi verimi ya da dol verimi yoniinden

gelisimi saglanmistir (HAYGEM, 2018).

1.1. Koyunun Tarihcgesi ve Sistematigi

Insanlik tarihine bakildiginda kdpekten sonra ilk evcillestirilen tiirler arasinda koyun
bulunmaktadir. Elde edilen verim &zelliklerinden dolayr faydalanilan bir tiir haline
gelmistir. Ekonomik degere sahip ozelliklerinden dolayi, evcillestirmeyle birlikte
uzun yillar boyunca 1slah ¢aligmalarinin yapildig: ilk tiirlerin arasinda yer almustir.
Gilinlimiize kadar yapilan seleksiyon ¢alismalar1 ve yetistirme programlar1 sonucunda
yabani ozelliginden ¢ikarak kendi basina yasamlarini devam ettirmekte zorlanan,
destege ihtiyag duyan, Ogrenme yetenegi diisiik, kendini koruyamayan, insana
bagimli olarak yasayan evcil bir hayvan haline gelmistir. Diinya koyunculuk tarihinin
gelisimine bakildiginda ilk evcillestirilen koyun olarak merinos k1 kullanilmistir

(Kaymakg1 ve Sonmez, 1996).



Ciftlik hayvanlarinin evcillestirilmesinde 4 tiirlin ad1 gegmektedir. Bunlar
koyun, ke¢i, sigir ve domuzdur. Evciltme tarihleri birbirine yakin olmakla birlikte
kegi ve koyunun ilk evcillestirilen tiirler arasinda yer aldig1 bilinmektedir. Insanlik
tarihinde 6nemli doniim noktalar1 arasinda sayilan “Evcillestirme”, yaklasik olarak
11.000 y1l 6nce Neolitik ¢agda, Verimli Hilal (Fertile Crescent) olarak adlandirilan
topraklarda baslamistir (Zeder, 2008). Yapilan pek ¢ok ¢aligmanin sonucunda edilen
bilgi ve bulgulara gore koyun (Ovis aries) ve keg¢inin (Capra hircus) yaklagik olarak
11.000 y1l 6nce evciltildigi tespit edilmistir. Koyunun kopekten sonra evcillestirilmis
ilk hayvan tiirii oldugu tespit edilmistir (Pariset ve ark., 2011; Ryder, 1984).

Sekil 1.1. Koyun, keg¢i, sigir ve domuzun ilk evcillestirilme yerleri ve zaman1 (Zeder, 2008)

Yaban koyunlarinda 6 tiir bulunmaktadir. Bunlardan en onemli olanlari;
Argali koyunu (Ovis ammon), Muflon koyunu (Ovis musimon), Ural koyunu (Ovis
orientalis), Bighorn koyunu (Ovis canadensis)’dur. Bu yaban koyunlarinin Asya’da
yayilis gosterdigi bilinmektedir. Yaban koyunlar1 olarak bilinen koyunlar
Tiirkiye’den bagka Argali koyunu (Ovis ammon) Tiyansan, Pamirler, ve Altay
daglarindan Cin, Tibet ve Mogolistan’a kadar uzanan bdlgede; Muflon koyunu (Ovis
musimon) Sardunya ve Korsika adalarinda; Ural Koyunu (Kizil koyun veya Asya
muflonu) (Ovis orientalis) Kibris ve Bati Iran’in sik olmayan agacli daglarinda;
Bighorn (Ovis canadensis) Ingiliz Columbia’sinin  Giineydogusundan baslayip
Meksika’nin Kuzeybatisina kadar uzanan bodlgede yayilmislardir (Kirik¢r ve ark.,

2003; Rezaei ve ark., 2010; Shackleton ve ark., 1997).



Tablo 1.1. Koyunun bilimsel siniflandirilmasi (Ryder, 1984)

Alem Animalia (Hayvanlar)

Sube Chordata (Kordalilar)

Alt Sube Vertebrata (Omurgalilar)

Siif Mammalia (Memeliler)

Takim Ungulata (Tirnaklilar)

Alt Takim Artiodactyla (Cift Tirnaklilar)
Familya Bovinae (Boynuzlugiller)

Alt Familya Ovinae (Koyunlar)

Cins Ovis (Yabani ve Evcil Koyunlar)
Tir Ovis aries (Evcil Koyun)

1.2. Tiirkiye’de Yetistirilen Koyun Irklari

Uzun yillardir eti, siitli, derisi ve yapagisi ile insanlarin yasantisinda 6nemli
temel ihtiyaglarin1 karsilayan koyun, diinya iizerinde pek c¢ok yerde yetistiriciligi
yapildigi gibi llkemizin bircok yerinde yetistirilmektedir. Gilinlimiizde koyun
verimlerine bakildiginda irklar arasinda farkliliklar ¢ogalmis; bazi irklar et verimi,
baz1 wrklar siit verimi, bazi irklar yapagi verimi ya da dol verimi yoniinden gelisimi

saglanmigtir (HAYGEM, 2018).

Koyunculuk 6zellikle iilkemizin Dogu ve Giiney Dogu Anadolu Bolgesi'nde
yasayan insanlarin onemli gelir ve ge¢im kaynaklari arasinda yer almistir. Cografi
ozellikler bakimindan tlilkemiz farkli tiirlerde hayvan yetistiriciliginin yapilabilecegi
uygun ortama sahiptir. Hayvanciligin, iilkemizin artan niifusu g6z Oniinde
bulunduruldugunda yeterli ve dengeli beslenmenin yani sira, hayvanciliga dayali

sanayi i¢in hammadde temini bakimindan 6nem arz etmektedir (HAYGEM, 2018).

Tirkiye’de yaklasik 24 farkli koyun ki yetistirilmektedir. Tirkiye’de
yetistirilen koyun 1rklar ve yetistirildikleri bolgeler Sekil 1.2°de verilmistir.



KUCUKBAS IRKLARI

Sekil 1.2. Yetistirildigi yere gore kii¢iikbas hayvan irklar1 (TAGEM, 2009)

1.2.1. Akkaraman

Kiitahya, Konya ve Eskisehir’den baslayarak Sivas’a kadar, kiy1 bolgeler hari¢ Orta
Anadolu’da ve bolgelerin gecis yaptigi yerlerde yetistirilir. Tirkiye’deki koyun
sayisinin yarisina yakini (% 44) bu irk tarafindan olusur. Ug lokal tipe ayrilmaktadar:
Kangal tipi, Malatya ve Sivas’da; Karakas tipi, Diyarbakir ve cevresinde; Giiney
Karaman tipi ise Mersin, Antalya, Gaziantep, Hatay ¢evrelerinde yetistirilir. Olumsuz
cevre kosullarina ve hastaliklara kars1 dayaniklidir. Viicut yapisi saglam ve kanaatkar
hayvanlardir. Yetersiz besleme, degisken ve farkli iklim kosullarinda yasamini
stirdiirebilir. Yagh kuyruklu olmasindan dolay: yetersiz besleme oldugu zamanlarda
yasam giicli fazladir. Koyunlarda canli agirlik 50 kg, koglarda 62 kg’dir. Koyunlarda
stit verimi 50-60 kg, yapagilarinin verimi 2.2 kg, kuzu verimi 1.2°dir (Ak¢apinar,

1994; Kaymakg1 ve Sonmez, 1996; TAGEM, 2009).



o’ | Q
Sekil 1.3. Akkaraman koyun 1irki1 (TAGEM, 2009)

1.2.2. Morkaraman

Sivas ve Malatya’nin dogusundan baglayarak Erzurum, Agr1, Van, Kars ve Mus illeri
basta olmak iizere Dogu Anadolu Bolgesi'nde yetistirilir. Koyun saymmizin % 22°lik
kismin1 morkaraman olusturur. Dayaniklilik, yiiksek yasama giicii ve kotli ¢evre
kosullarina adaptasyon yetenegi yiiksektir. Yiiksek rakimli ve fakir meralari en iyi
sekilde degerlendirir. Yagli kuyruklu olmasindan dolayr uzun kis doneminde enerji
kaynagi, yasam giicii fazladir. Koyunlarda canli agirlik 40-60 kg, koglarda 50-90
kg’dir. Koyunlarda laktasyon siit verimi 60 kg, yapagilarinin verimi 1.5-2.0 kg, kuzu
verimi 1°dir (Ak¢apinar, 1994; Kaymak¢i ve Sénmez, 1996; TAGEM, 2009).

S L

Sekil 1.4. Morkaraman koyun irki1 (TAGEM, 2009)



1.2.3. Sakiz

Admi Sakiz adasindan almistir. Marmara ve ege sahillerinde yetistirilmektedir.
Tiirkiye’de Cesme, Karaburun, Izmir, Aydm, Soke’de yetistirilir. Erken gelisim
gosteren bir irktir. D61 verimi ve siit verimi oldukga yiiksektir. Adaptasyon yetenegi
diistiktiir. Eti lezzetlidir. 12 ay kizginlik gosterir. Otlama ve yiirlime yetenegi iyi
degildir. Daha ¢ok aile isletmelerinde yetistirilir. Koyunlarda canli agirlik 50 kg,
koglarda 70 kg’dir. Koyunlarda siit verimi 180-200 kg, yapagilariin verimi 2.0 kg,
kuzu verimi 2’dir (Akgapinar, 1994; Kaymakg¢1 ve Sonmez, 1996; TAGEM, 2009).

Sekil 1.5. Sakiz koyun 1rki1 (TAGEM, 2009)

1.2.4. Kavircik

Trakya ve Marmara’nin giiney dogusunda ve Kuzey Ege bolgesinde yetistiriciligi
yapilir. Tiirkiye’de yetistirilen koyun sayisina gore 4. sirada bulunmaktadir. Engebeli
arazilerde yiirtime kabiliyeti yiiksektir. Stirii i¢giidiisii ve ¢cevresine kargi adaptasyonu
iyidir. Saglam yapili, kanaatkardir. Olumsuz g¢evre sartlarina ve hastaliklara karsi
dayaniklidir. Koyunlarda canli agirlik 45-55 kg, koglarda 60-70 kg’dir. Koyunlarda
stit verimi 83 kg, yapagilarinin verimi 1.5 kg, kuzu verimi 1.2°dir (Akgapinar, 1994;
Kaymakg¢1 ve Sonmez, 1996; TAGEM, 2009).



Sekil 1.6. Kivircik koyun irki1 (TAGEM, 2009)

1.2.5. Pirlak

Ic Ege Bolgesi (Usak, Afyon, Kiitahya) ile Bat1 Akdeniz'in kuzey kesimlerinde
(Burdur, Isparta) yetistirilir. K6tli ¢evre sartlarina ve hastaliklara dayaniklidir.
Koyunlarda canli agirlik 45-50 kg, koglarda 50-60 kg’dir. Koyunlarda siit verimi 75-
80 kg, yapagilarmin verimi 2.0-2.5 kg, kuzu verimi 1.2-1.5°dir (Kaymake¢i ve
Sonmez, 1996; TAGEM, 2009).

Sekil 1.7. Pirlak koyun 1irk1 (TAGEM, 2009)



1.2.6. Karayaka

Karadeniz’in kiy1 kesiminde yetistiriciligi yapilmaktadir. Ozellikle Samsun, Tokat,
Ordu, Sinop ve Giresun illerinde yetistirilir. Egimli ve engebeli meralarda hizl
hareket eder. Sevk ve idare yoniinden yetistiriciligi olduk¢a zordur. Koyunlarda canli
agirlik 40 kg, koglarda 55 kg’dir. Koyunlarda siit verimi 40-50 kg, yapagilarinin
verimi 2.0-3.5 kg, kuzu verimi 1.1’dir (Ak¢apinar, 1994; Kaymak¢1 ve Sonmez,
1996; TAGEM, 2009).

Sekil 1.8. Karayaka koyun irki (TAGEM, 2009)

1.3. Biiyiik Doku Uyum Kompleksi (MHC)’nin Yapisi ve Molekiilleri

Immiin sisteminin kendinden olani ve olmayani tanimasi igin gerekli olan doku
antijenlerini kodlayan gen bolgesi, MHC (Major Histocompatibility Complex)-
Biiyiik Doku Uyum Kompleksi olarak adlandirilmaktadir (Delves ve ark. 2011). Ilk
olarak kemirgenlerde tanimlanan bu bolge insanlarda 6. kromozomun kisa kolunda
yer almakta ve insanlarda HLA bolgesi olarak da adlandirilmaktadir. Cok sayida
genin yer aldigi yaklasik 4000 kilobaz (kb) biiyiikligiindeki bu bolgede immiin
yanitla ilgisi tanimlanamamig bazi genler de bulunmaktadir. MHC, memelilerde
immun cevap ile iliskili proteinleri kodlayan bir grup geni igeren bir gen bolgesidir.
Sinif T ve Smuf IT genleri membran glikoproteinlerini kodlamaktadir (Delves ve ark.
2011). Bu glikoproteinlerin fonksiyonu immun sistem hiicrelerince endofagositoz
yoluyla alinan patojenleri ya da kendilerinin iirettigi endojen veya ekzojen peptidleri

baglamaktir. MHC sinif II genleri, antijen sunan hiicrelerin tizerinde bulunan MHC



simif II molekiillerini kodlamakta, ekzojen antijenlerin islenmesi ve sunulmasindan
da sorumlu oldugu bildirilmektedir (Lamont 1989, Bremdal 2010). Antijen spesifik
immun yanit bu sekilde baslamaktadir. Koyunlarda MHC genleri koyun l6kosit
antijeni  (Ovine leucocyte antigen, OLA) olarak adlandirilmaktadir ve 20.
kromozomun 15 - 23 bolgesinde lokalize oldugu belirlenmistir (Mahdy ve ark.,
1989). MHC genlerinin karakteristik 6zelligi kodominant ekspresyona yani her iki
allelin de heterozigot bireylerde eksprese edilebilir 6zellige sahip olmasidir. (Stear ve
ark., 1996; Jugo ve Vicario 2001). MHC genlerinin haplotipik iliskisi allelik iliskiden
daha giigliidiir ve anlamlidir. Ozellikle, antijen sunumunda gérevli Simif I ve Simf I
lokuslarinin bazilar1 olduk¢a polimorfiktir. Antik donemden giliniimiize kadar gelen
bu polimorfizmlerin bazilari tiirler igerisinde korundugu bildirilmistir (Klein ve ark.,
1993). Bu polimorfizmin belirli bir patojeni veya peptidi taniyabilecek sekilde
bireysel immun yanit olusturmak tlizere yapilandigi ifade edilmektedir (Andersson

1996).

Tiirlere géore MHC gen bolgesi farkli kromozomlar iizerinde bulunmaktadir.
MHC, koyunda ve atta 20. kromozomda, kegide ve sigirda 23. kromozomda, kdpekte
12. kromozomda, kedide 2. kromozomda, domuzda 7. kromozomda ve insanda 6.
kromozom iizerinde bulunmaktadir. Tirlere gore MHC lokusundaki gen sayilar1 ve
genlerin organizasyonu farkli olabilmektedir. MHC genlerince kodlanan molekiillere
verilen adlar, tiirlere gore farkli isimlendirilmektedir. Koyunda OLA (Ovine
Leukocyte Antigen) ya da Ovar-MHC, atta ELA (Equine Leukocyte Antigen), kegide
CLA (Caprine Leukocyte Antigen), sigirda BoLA (Bovine Leukocyte Antigen),
kopekte DLA, kedide FLA, domuzda SLA, tavukta B, insanda HLA (Human
Leukocyte Antigen) olarak adlandirilmaktadir. MHC diger memelilerde oldugu gibi
ruminantlarda da 3 gen bolgesinden olusmaktadir (Dukkipati ve ark., 2006). MHC
smif I, siif II ve simif III olmak tizere her biri farkl islevlere sahip ii¢ temel bolgeyi
icermektedir (Amills ve ark., 1998). Ruminantlarda sinif II bolgesi A ve B seklinde
iki alt bolgeye ayrilmaktadir (Andersson ve ark., 1988; Van Eijk ve ark., 1995). Sinif
Il molekiilleri heterodimer yapidadir. Hastaliklarla genetik iliskileri belirlemek
amaciyla yapilan ¢alismalarda DRB1, DQA ve DQB genlerinin exon-2 zincirindeki
varyasyon siklikla kullanilmaktadir (Stear ve ark., 1996; Jugo ve Vicario 2001).



Chromosome 20

D@ Ovar-wmhc S

Cem‘rW \}meﬂc’end

Class Il b Class Il a Class Il Class |

DYA, DYB DRA DQA1 C4A, C4B OLA A

DNA, DOB DRB1 DQAZ2 CyP21 OLA B

DMA, DMB DRB2 DQB1 C2, Bf OLA C?
DRB3 DQB2 TNF OLA D?
DRB4 HSP70

Sekil 1.9. Ovar-MHC'ye ait yapinin sematik gosterimi (Dukkipati ve ark., 2006)

MHC’ler enfeksiyonlara karst immun yanit olusturmada onemli ve ¢esitli
otoimmun bozukluklar ile alakali bir gen kiimesidir. MHC genleri peptidler ve T-
hiicrelerinin reseptorleri ile etkilesim kurarak bu antijenleri T-hiicrelerine
sunmaktadir. Genel olarak CD-8 molekiilleri MHC-I molekiiliine, CD-4 molekiilleri
de MHC-II reseptoriine baglanmaktadir. T- hiicrelerinin aktivasyonu igin, T-hiicresi
yiizeyinde bulunan 6n uyarici bir sinyalin antijen sunan hiicrelerde yeterli miktarda

baglant1 saglamasi gerekmektedir (Wagner, 2003).

MHC Smif I molekiilleri sitotoksik T-lenfositlere, sitozolde iiretilmis
“endojen” antijenler sunarken, MHC Sinif II molekiilleri immun cevabin olusmasi
icin aktive edilmis T-lenfositlerin yiizeyine, ekstraselliiler proteinlerden tlireyen
“eksojen” antijenler sunmaktadir. Smuf 11 genleri ise, bazi tamamlayici
komponentler icermektedir. MHC Siif I ve MHC Siif II genleri antijen sunumuna
katilmakta iken, MHC Sinif III genleri antijen sunumuna katilmamaktadir (Davies ve
ark., 1997).

1.3.1. MHC Sinif I Molekiilleri

Insanlarda MHC Simif I (HLA A, B, C) genleri biitiin ¢ekirdekli somatik hiicrelerde
bulunmakta ve kromozomun telomerik ucuna yakin bir bolgede yer almaktadir. HLA

-A,-B,-C olarak da taninan klasik transplantasyon antijenlerini ve HLA-E, F,G gibi
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Klasik olmayan Sinif I antijenleri kodlayan gen lokuslarini da igermektedir (Dalva,
2004).

MHC simif I molekiilleri, kovalent olmayan baglarla bir arada tutulan, iki
polipeptid zincirinden (alfa ve beta) olusmaktadir (Giilmezoglu ve Ergiiven 1994).
Biiyiik olan 45 kDa agirligindaki alfa(o) zinciri MHC bolgesinde kodlanmaktadir.
Hiicre membrani boyunca ilerleyen bu molekiiliin amino ucu membranin disinda yer
almaktadir. Membran disindaki alfa zinciri; al, a2 ve a3 domainlerden (altbirim)
olusmaktadir. Bu domainler a1-90, a2-63 ve a3-86 aminoasit dizisinden meydana
gelmektedir. Zincirin membrani gecen kismini takiben kisa bir sitoplazmik uzantist
bulunmaktadir. Smif I molekiilde bulunan hafif zincir ise f2-mikroglobulin (f2m)
olup 12 kDa agirhgindadir. f2m kovalent olmayan baglarla agir zincire baglanmis
olup MHC disinda, 15. kromozomda kodlanmaktadir (Dalva, 2004; Hughes ve
Yeager, 1998).

Class | MHC

Peptide-binding Peptide
’ cleft N 7 P

?! :
- > -
TR SR o2

- e

Transmembrane
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microglobulin

Disulfide bond -----

Ilg domain

C

Sekil 1.10. MHC sinif I molekiilii yapist (Abbas ve ark., 2011)

Molekiiliin {i¢ boyutlu yapisina bakildiginda membran disinda birbirine

benzerlik gosteren bolgelerin karsilikli olarak gelmesi ile iki ¢ift domainden olustugu
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goriilmektedir. ol ve a2 membran distalinde, a3 ve f2m de membran proksimalinde
karsilikl1 bir sekilde yer almaktadir. Karsilikli yerlesen al ve a2 zincirlerine ait 8-10
aminoasit biiylkliiglinde peptidlerin yerlesebilecegi, kovuga benzer bir yapi
olusmaktadir. 2-mikroglobulin, molekiiliin ii¢ boyutlu yapisinin korunmasinda rol
almaktadir. MHC Sinif I molekiil genleri, 8 exon ve 7 introndan olusmaktadir.
Polimorfik bir yap1 gosteren al ve o2 bdlgeleri ekzon 2 ve ekzon 3 tarafindan
kodlanmaktadir. (Klein ve Sato, 2000; Van Kaer 2002; Gériiroglu Oztiirk 2011).

MHC Smf I molekiilleri sitozolik proteinlerden kaynaklanan peptidleri
olusturmaktadir. Bu peptidler koken olarak seliiler proteinlerin yaninda, viral ve
bakteriyel proteinlerden de olabilmektedir (Howard, 1995). MHC Sinif I genlerinin
sitotoksik T-lenfositleri (6ldiiriicti T-hiicreleri) i¢in reseptor gibi gorev yaptiklari
distiniilmektedir (Felsburg ve ark., 1998).

1.3.2. MHC Simf II Molekiilleri

MHC Smnif II bolgesi sentromere yakin yerlesmis olup; DRA, DRB, DQA, DQB,
DPA, DPB, DNA, DMA ve DOB lokuslar1 yer almaktadir. Bunlardan bagka cesitli
psodogenler, LMP1, LMP2, TAP1, TAP2 gibi antijen islenmesinde rol alan genler
bu bolgede yer almaktadir. MHC Sinif IT molekiilleri; 33 kDa agirliginda alfa ve 30

kDa agirliginda beta polipeptit zincirlerinden olusan transmemran glikoproteinlerdir
(Dalva, 2004).

MHC Sinif IT molekiilleri, kovalen olmayan baglarla bir arada tutulan alfa(a)
ve beta(f) olmak {lizere 2 adet transmembran glikoprotein zincirinden olusan
heterodimerlerdir. Her iki zincirinde hiicre zar1 disinda sirasiyla al, a2 ve B1, B2
olmak tizere 2 alt birimleri bulunmaktadir. Membranin distalinde yerlesen ve
polimorfik bir yap1 gosteren al ve Bl zincirleri MHC Sinif I molekiillerinde oldugu
gibi antijenlere ait peptidlerin yerlesebilecegi kovuga benzer bir yap:
olusturmaktadir. al ve a2 bdlgeleri, MHC smif I molekiillerdeki gibi Ig benzeri
yapilar sekillendirmektedir. o zinciri A, B zinciri ise B genleri tarafindan

kodlanmaktadir. Bu nedenle MHC simnif II bolgesinde yer alan DR, DQ ve DP
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bolgeleri sirastyla DRA ve DRB; DQA ve DQB; DPA ve DPB olarak ayrilmaktadir.
DR bdlgesinde a zinciri kodlayan tek gen varken, B zinciri i¢in 9 farkli bolge
bulunmaktadir. Bu genlerden bazilari DRB1, DRB3, DRB4 ve DRBS5 ile farkli beta
zincirlerini kodlamaktadir (Gériiroglu Oztiirk 2011; Dalva 2004; Klein ve Sato,
2000).

Class Il MHC

Peptide-binding cleft
[ \ Peptide
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Transmembrane
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Sekil 1.11. MHC sinif II molekiilii yapisi (Abbas ve ark., 2011)

MHC Smif II molekiilleri, baslica B lenfositler, dendritik hiicreler ve
makrofajlar gibi antijen sunan hiicrelerin iizerinde bulunmakta ve buradan
salinmaktadir (Chicz ve ark., 1992; Janeway, 2001). Fagositoz islemi esnasinda
sindirilen patojenlerden kaynaklanan antijen fragmanina baglanmakta ve sitoplazmik
kesecik i¢inde parcalara ayrilmaktadir (Giiney Saruhan ve ark. 2016). MHC smif 11
molekiillerinden ¢ogunlukla ekzojen kokenli peptid ve proteinler olusmaktadir
(Nagata ve ark., 2001). MHC Smf II bolgesi HLA-DP, -DR ve -DQ yiiksek
polimorfik genlerini igermektedir. S6z konusu genler normal olarak immun sistem
hiicreleri tarafindan eksprese edilmekte, T lenfosit aktivasyonu ve antijen sunumu

sirasinda temel bir rol oynamaktadirlar (Stemme ve ark. 1990).
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1.3.3. MHC Simf III Molekiilleri

HLA-DRB ile HLA-B bélgeleri arasinda Sinif IIT genleri bulunmaktadir ve yaklasik
60 gen igermektedir (Delves ve ark. 2011). Bu genler, kompleman komponentleri
(C2, C4 ve faktor B) sitokinler (interferon, timor nekrozis faktor), enzimler (21
hidroksilaz koenzim) ve bazi 1s1 sok proteinlerini kodlayan genlerdir (Pross 2007,
Schulze ve ark. 2012; Trowsdale 2011). Bu bolgeden kodlanan molekiillerin ¢ogu
direkt veya indirekt olarak immiin sistem fonksiyonlariyla iliskisi bulunmaktadir.
C4A, C4B, Bleferidin, HSP-70, C2, TNF-a, TNF-b bu bdlgede kodlanan bazi
genlerin triintidiir (Campbell ve ark., 1986). Transplantasyon antijenleri olarak rol
oynamadiklar1 gibi T-lenfositlerine de antijen sunmazlar (Yalgin 2013; Todd ve ark.
1988).

1.3.4. Ovar-DRB1

Insan hayatinda 6nemli yer tutan koyunun hastaliklar nedeniyle &lmesi veya
verimden diismesi isletmeleri 6nemli olglide ekonomik sikintiya sokmaktadir. Bu
nedenle hastaliklarin miimkiin oldugunca azaltilmasi ve minimum diizeye indirilmesi
gerekmektedir. Hayvanlarin hastalanmasindan sonra alinan tedbirler zaman kayb1 ve
masrafa yol agacagindan, hayvanlarin genetik olarak bagisiklik sistemlerinin gelismis

olmast ve hastaliklara kars1 genetik direncinin yiiksek olmasi istenmektedir.

Hastaliklara diren¢ ve MHC arasindaki iligkiyi ortaya koymak icin yapilan
caligmalarda gastrointestinal nemotodlara direncin DRB1 geniyle (Buitkamp ve ark.,
1994; Schwaiger ve ark., 1995; Charon ve ark., 2002; Sayers ve ark., 2005; Stear ve
ark., 2005), bakterilere karsi direncin DQA1, DQA2, DQB, DRA ve DRB1
genleriyle (Litchfield ve ark., 1993; Escayg ve ark., 1997) ve viruslara direncin ise
daha ¢ok DRB1 geniyle (Yoshiko ve ark., 1999; Aida 2001; Konnai ve ark., 2003b)

iligkisi oldugu belirlenmistir.

Nagaoka ve ark. (1999) tarafindan yapilan bir ¢alismada OLA-DRB1 gen
polimorfizm ile koyun lemfomasina sebep olan BLV (Bovine Leukemia Viriis) ile

enfeksiyon sonrasi hayvanlardaki timor gelisimi arasindaki bag arastirilmastir.
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Bovine Leukemia Viriis (BLV) ile enfekte edilmis ve saglikli hayvanlarda DNA dizi
analizi ve Sall, Rsal, Sacl, Hindlll ve EcoR1 kesim enzimleri ile PCR-RFLP analizi
yapilmistir. Dizi analizi sonucunda Arg-Lys aminoasitlerinin kodlandigt DRBI1
allelleri lenfomali hayvanlarda % 37.5, saglikli hayvanlarda % 83.3 bulunmustur.
Ser-Arg aminoasitlerini kodlayan DRB1 allelleri ise lemfomali koyunlarda daha
yiikksek frekansta bulunmustur. Bu allellerin BLV enfeksiyonundan sonra timor

olusumuna kars1 direngli olabilecegi sonucuna varilmistir.

Gutierrez-Espeleta ve ark. (2000) tarafindan 206 Kanada koyununda yapilan
bir ¢caligmada SSCP analizi ile MHC polimorfizmi incelenmistir. Antijen baglanma
bolgesi olan 16 aminoasit pozisyonu ig¢in ortalama heterozigotluk 0.389 olarak
bulunmustur. Antijen baglanma bolgesi icermeyen 67 aminoasit pozisyonu i¢in
heterozigotluk 0.076 olarak bulunmustur. Elde edilen bulgular bu gende var olan

farkliliklarin fonksiyonel faydasinin oldugunu gdstermistir.

Jugo ve Vicario (2000) tarafindan Karrantzar ve Latxa koyunlarinda yapilan
bir ¢aligmada SSCP ve DNA dizi analiz yontemi kullanilarak MHC-DRB bélgesinin
2. ekzonundaki varyasyon incelenmistir. Sekans analizi sonucunda 6 yeni allel tespit

edilmistir. Iki irkta da DRB1*0702 allel frekansinin yiiksek oldugu bildirilmistir.

Konnai ve ark. (2003a) tarafindan yapilan ¢alismada Suffolk, Corriedale ve
Cheviot 1rklarina ait 97 koyunda DNA dizi analiz ¢aligmasi yapilmistir. Yapilan
calismada Ovar-DRB1 gen bolgesinde, daha dnce yaymlanmig 18 allel ve yeni 17
allel tanimlanmistir. Bu yeni alleller niikleotid seviyesi bakimindan % 83.4 ila 94.1
oraninda, aminoasit seviyesi bakimindan % 71.4 ila 90.9 oraninda Ovar-DRB1*0101
alleline benzerlik gostermistir. Cheviot irkinda 6, Suffolk irkinda 11 yeni allel
bulunmustur. Ayn1 zamanda Corriedale irkinda 1, Cheviot irkinda 6, Suffolk irkinda
15 allel sadece o 1rk i¢in tespit edilmistir. Ovar-DRB1*0702 Suffolk irkinin en sik
(% 23.9) alleli, Ovar-DRB1*0203 Cheviot irkinin en sik (% 27.5) alleli ve Ovar-
DRB1*0201 ise Corriedale irkinin en sik (% 25) alleli olarak bulunmustur.

Avrrieta-Aguirre ve ark. (2006) tarafindan yapilan ¢alismada, 187 Latxa koyun

irkinda ovar DRBI1 ekzon 2 gen bolgesinin polimorfizmini arastirmak amaciyla
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PCR-SSCP analizi yapilmis ve 19 allel elde edilmistir. 8 allelin daha onceden
belirlenmemis allellerden oldugu bildirilmistir. Heterozigotlugun % 91-95’e ulastig
gozlenmistir. Yeni belirlenen DRB1*14 alleli evcil koyunun atalarina iliskin

tartismaya 151k tutacagl ongoriilmiistiir.

Ballingall ve ark. (2008) tarafindan yapilan bir arastirmada, koyunlarin Ovar-
DRB1 genindeki polimorfizm arastirilmistir. Bu sayede kodlanan, kodlama
yapmayan ve promotor gen bdlgeleri analiz edilmis ve 9 yeni allel tanimlanmustir.

Ovar-DRB1*0302 ve Ovar-DRB1*0401 allellerinin koyun irkinin evrimlesmesini

anlamada onemli bilgiler sagladig: ifade edilmistir.

Hermann-Hoesing ve ark. (2008) tarafindan yapilan ¢alismada Kolombiya,
Rambouillet ve Polypay irklarindan 383 koyunda DRBI1 gen bolgesinde DNA’ya ait
dizi calismast yapilmistir. DRBI1*07012 veya DRB*0403 allellerine sahip
hayvanlarin diisiik proviriis seviyesiyle baglantili ve bu allellerin % 11 seviyesinde
oldugu belirlenmistir. Ramboullet koyunlarinin 5 ve 6 yaslarindaki Polypay ve
Kolombiya koyunlarina goére daha diisiik proviriis seviyelerine sahip olduklar

gbzlenmistir.

Brujeni ve ark. (2009) tarafindan yapilan ¢alismada, 82 Iran Shaul koyun
irkinin Ovar-DRB1 gen bolgesi igin PCR-RFLP analizi yapilmistir. Bunun i¢cin Mspl
ve Rsal kesim enzimleri kullanilmigtir. Mspl enzim kesimi sonucu 5 farkli allel
tanimlanmistir. Rsal enzim kesimi sonucu ise 8 farkli genotip ile 5 farkli allelin

tanimlanmas1 yapilmistir.

Li ve ark. (2010) tarafindan yapilan ¢alismada MHC-DRB1 gen polimorfizmi
ile Kazak koyunlarinda hydatidosis (kist hidatik) genetik direng¢ arasindaki iligki
incelenmigstir. Ovar-MHC smif 2 genlerinden DRB1’in 2. ekson bdlgesi, 302
hidatitozlu koyun ve 400 saglikli kontrol grubu olmak tizere 702 Kazak koyununun
DNA orneklerinden polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) ile c¢ogaltilmistir. Mval,
Haelll, Sacl, Sacll ve Hinl kesim enzimleri ile PCR-RFLP analizi yapilmis ve 14
allel ile 28 genotip karakterize edilmistir. Hidatitoz koyunlarda genotiplerin sikligini

kontrol grubu ile karsilastirildiginda, kontrol koyunlarinda Mvalbe, Hinllab,
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Sacllab, Haelllde, Haellldf ve Haellldd'nin genotip sikliginin, hidatitoz koyunlarina
gore yiiksek derecede anlamli bir iligki oldugu tespit edilmistir (p<0.01). Bu

genotipler ile kist hidatitoza direng arasinda anlamli bir iligki oldugu tespit edilmistir.

Li ve ark. (2011) tarafindan yapilan ¢alismada Sinkiang'daki ii¢ koyun 1rkinda
(Cin merinosu, Kazak ve Duolang koyunlar1) Ovar MHC-DRB1’in ikinci eksonu ile
kist hidatik'e duyarlilik veya diren¢ arasindaki olasi iliskileri arastirmistir. PCR-
RFLP tekniginde Mval, Haelll, Sac I, Sacll ve Hinll kullanilmis ve 14 allel
belirlenmistir. Saglikli koyunlarda bazi allellerin enfekte olmus koyunlardan énemli
olgiide yiiksek oldugu tespit edilmistir. Ovar-DRB1 geninin, her {i¢ koyun irkinda da

Kist hidatike direng gostermesinde rol oynayabilecegi ifade edilmistir.

Shen ve ark. (2014) tarafindan yapilan c¢alismada MHC-DRB1 geninin
polimorfizmi ile Kistik ekinokok’a kars1 direng iliskisini analiz etmek amaglanmuistir.
MHC-DRBI1 ekson 2, saglikli ve hidatik koyunlarin PCR-RFLP teknigi ile
tamimlanmistir. Bu amagla, bes restriksiyon enzimi (Mval, Haelll, Sacl, Sacll ve
Hin1I) kullanilmigtir. Elde edilen sonuglara gére Cin Merinos koyunlar1 i¢in MHC-
DRBI1 ekson 2, Kistik Echinococcosise direng gostermede énemli rol oynadigi tespit

edilmistir.

Paswan ve ark. (2016) tarafindan yapilan calismada MHC-DRB1 gen
polimorfizmi ile Garole koyunlarinda nematod parazitlerine kars1 direng
mekanizmalar1 arasindaki iliski incelenmistir. Bu amagla PCR-RFLP analizi
yapilmistir. Bu caligma, Ovar-DRB1 ekson 2'nin Garole koyunlarinda dogada
polimorfik oldugunu ortaya koymustur. Endoniikleaz Sacl igin A allelinin ve
Endoniikleaz Hinl i¢cin B allelinin Garole popiilasyonunda anlamli olarak daha
yiiksek oldugu tespit edilmistir. Ovar-DRBI ekson 2 genindeki genomik degiskenlik
Garole'de gastrointestinal nematoduna kars1 diren¢ saglamaktan sorumlu olabilecegi

distiniilmektedir.

Alp Ibex dag kecileri (Capra ibex ibex) ve ayni bolgedeki evcil kecilerdeki
MHC-DRB genlerini belirlemek i¢in yapilan bir ¢caligmada (Grossen ve ark. 2014)
her iki tipinde MHC-DRB gen bolgesi bakimindan farkli allelleri tasidiklar
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bulunmustur. Arastiricilar, evcil kegilerdeki MHC-DRB allelerin Alp dag kegilerine
introgresyon yoluyla aktarilmasi sonucu MHC-DRB allellerinde zamanla bir artig

olabilecegini ifade etmektedirler.

1.4. Tek Niikleotid Polimorfizmi (SNP)

Bir kromozom zincirinde tek bir niikleotidin bir digeriyle yer degistirmesi sonucunda
olusan mutasyonlar tek niikleotid polimorfizmi (Single Nucleotide Polymorphism,
SNP) olarak adlandirilmaktadir. SNP’ler DNA dizisindeki varyasyonlardir.
Genellikle iki allel icermektedir. SNP iki farkli sekilde olusabilmektedir. Birinci
olarak bir piirin bazinin (A,G) diger piirin bazina veya bir pirimidin bazinin (C,T)
diger pirimidin bazina degismesi (tranzisyon), ikinci olarak bir piirin bazinin bir
pirimidin bazina veya pirimidinin piirine degisimi (transversiyon) seklindedir.
Genomdaki dizide meydana gelen tek niikleotidlik (A, T, G veya C) degisim sonucu
meydana gelmektedir. Bir varyasyonun SNP olarak kabul edilebilmesi igin,
populasyonda en az % 1 oraninda izlenebiliyor olmasi gerekmektedir. SNP’ler bir
genin hem kodlama yapan (ekzon) hem de kodlama yapmayan (intron) bolgesinde
bulunabilir. Pek ¢ok SNP’nin hiicresel fonksiyon iizerine bir etkisi yok iken, bir
kismimin hastaliklarda etkisi oldugu gosterilmektedir. Insan genomunda giiniimiize
kadar pek ¢ok SNP tanimlanmistir. Bunlarin 11 milyon civarinda oldugu
distintilmektedir. (Kruglyak ve Nickerson, 2001). SNP’ler evrimsel olarak
mikrosatellit markerlarina gore daha stabil ve daha diisiik mutasyon oranina sahip
oldugu ifade edilmektedir (Costa ve ark. 2008). Bir generasyondan digerine
degisimleri az oldugundan populasyon caligmalarinda kullanilmalar1 daha kolay ve
bilgilendirici niteliktedir. Bunun yaninda SNP’lerin sayilarinin fazla olusu hastalik

ve allel korelasyonunun kurulmasinda sans ve avantaj dogurmaktadir.

Bu arastirmada, Tirkiye yerli koyun irlarindaki MHC-DRB1 ekson 2 gen
bolgesindeki polimorfizmin ortaya konulmasi ve yerli koyun irklart arasindaki MHC-

DRBL1 ekson 2 allelik farkliliklarin belirlenmesi amaglanmustir.
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2. GEREC VE YONTEM

2.1. Materyal

2.1.1. Hayvan Materyali
Bu ¢alismada, Afyon Kocatepe Universitesi Veteriner Fakiiltesi Medikal Biyoloji ve
Genetik Anabilim Dali laboratuarinda bulunan 32 bas Pirlak, 18 bas Akkaraman, 28
bas Morkaraman, 32 bas Karayaka, 29 bas Kivircik ve 29 bas Sakiz koyununa ait
toplam 168 kan &rnegi kullamlmistir. Arastirma, AKU Hayvan Deneyleri Yerel Etik
Kurulunun 24.10.2017 tarih ve 161 sayili izni ile gergeklestirilmistir.

2.1.2. Kullanilan Teknik Cihazlar

2.1.2.1. PCR Cihaz

DRBI1 ekson 2 gen bdlgelerinin ¢ogaltilmasi ve dizileme analizini yapmak amaciyla

Applied Biosystems Veriti 96-Well Thermal Cycler PCR kullanilmistir (Sekil 2.1).

Sekil 2.1. PCR Cihaz1
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2.1. 2. 2. Yatay Elektroforez Sistemi

Kandan elde edilen DNA ve PCR iiriinlerinin elektroforezde goriintiilenmesi igin
Thermo 4000P gii¢ kaynagi ve Thermo midicell primo EC 320 elektroforez jel

sistemi kullanilmustir (Sekil 2.2).

Sekil 2.2. Elektroforez Sistemi

2. 1. 2. 3. Jel Goriintiileme ve Analiz Sistemi

DNA izolasyonu ve PCR sonucunda elde edilen iiriinler elektroforezde
yuriitiilmesinin ardindan, goriintiilenebilmesi i¢in Vilber Lourmat BIO-VISION jel

goriintlileme sistemi kullanilmistir (Sekil 2.3).

Sekil 2. 3. Jel Goriintiileme Sistemi
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2.1. 2. 4. DNA Dizileme Cihazi

PCR isleminin ardindan ¢ogaltilan DNA’lara ait baz dizilimlerini belirlemek amaci

ile Applied Biosystems 3500 Genetic Analyzer kullanilmistir (Sekil 2.4).

Sekil 2.4. DNA Dizileme Cihazi

2.2. Metot
2. 2. 1. Kandan DNA izolasyonu

Medikal Biyoloji ve Genetik Anabilim Dali laboratuarinda -20°C’de saklanan
Tiirkiye yerli koyun wrklarina ait kanlardan DNA izolasyonu, spin-kolon kullanilarak
gerceklestirildi. Oncelikle 10 pl Proteinaz-K (20 mg/ml) almarak 1,5 ml'lik
mikrosantrifiij tiiplerinin dip kismma konuldu. Uzerine 200 ul kan ve 200 pl
ekstraksiyon ¢ozeltisi eklenip 15 sn. vortekslendi. Daha sonra 15 dk. 56°C’de etiivde
karistirlarak bekletildi. Uzerine 210 pl binding buffer eklenip 15 sn. vortekslendi ve
lizatlar spin-kolon tiiplerine aktarildi. Daha sonra 8.000 rpm hizda 1 dk. santrifiij
edildi ve toplama tiipiiniin altinda biriken s1v1 kisim dokiildi. Spin kolonlarin tizerine
650 pl yikama soliisyonu-I eklenerek 8.000 rpm hizda 1 dk. santrifiij edildi, toplama

tiipiiniin altinda biriken s1vi kisim dokiildii. Daha sonra spin kolonlara 500 pl yikama
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soliisyonu-Il eklenerek 8.000 rpm hizda 1 dk. santrifiij edildi, toplama tiipiiniin
altinda biriken siv1 kisim dokiildii. Spin kolonlara tekrar 250 pl yikama soliisyonu-11
eklenerek 14.000 rpm’de 3 dk santrifiij edildi. Daha sonra spin kolon yeni 1,5 ml'lik
ependorf tiipe aktarildi ve tizerlerine 200 ul TE buffer (10 mM Tris, | mM EDTA pH
8,0) eklenerek oda 1sisinda 5 dk. bekletildi. Daha sonra tiipler 8.000 rpm hizda 1 dk.
santrifiij edildi ve DNA &rnekleri kullanilincaya kadar -20 C’de saklandi.

2.2.2. Primer Tasarim

Calismada kullanilan Ovar MHC-DRBI gen bdlgesine ait primerler, NCBI’dan elde
edilen referans diziden (NC_040271.1) yararlanilarak ve FastPCR Professional 6.1.2
paket programi (Kalendar ve ark., 2009) kullanarak tasarlandi. Primerler arasindaki
dimer ve hairpin olusumu ayni program ile kontrol edildi. Calismada ileri (forward)
primeri Ovar DRB1_F 5-TAT CCC GTC TCT GCA GCA CAT TTC-3' ve geri
(revers) primeri Ovar DRB1_R 5-TCG CCG CTG CAC AST GAA ACT CTC-3'
kullanildi.

2. 2. 3. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR)

Baglanma sicakliginin belirlenmesi amaciyla gradient PCR uygulandi. Bu amagla
1XPCR buffer, 2 mM MgCl,, 0,2 mM dNTPs, 0,3 pmol ileri primer, 0,3 pmol geri
primer, 1 U Platinium Taqg polimeraz (Invitrogen, 10966034) ve 20 ng/uL. DNA
olacak sekilde 20 uLL PCR karigimi hazirlandi. PCR cihazi sirasiyla 95°C” de 2 dk bir
dongii, 94°C’ de 30 sn, 54 — 64°C’ de 30 sn ve 72°C’de 1 dk 35 dongii ve son
asamada 72°C’de 10 dk olacak sekilde programlanda.

2. 2. 4. Agaroz Jel Elektroforezi

Agaroz jeli hazirlamak igin, 1 gr agaroz ile 50 ml TAE (Tris- Asetat- EDTA)
soliisyonu karigtirildi ve mikrodalga firinda 2 dk. 1sitildi. Hazirlanan % 2’lik agaroz

jelin igerisine 1 pl RedSafe (INtRON, 21141) boya soliisyonu eklendi. Daha sonra jel
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tepsisine yavasga dokiildi. Hazirlanan jelin polimerlesmesi i¢in 30 dk oda
sicakliginda, 30 dk’da +4°C derecede bekletildi. Polimerlesmeden sonra jel
igerisinde 1X TAE soliisyonu bulunan yiiriitme tankina yerlestirildi. Tank, jelin
iistlinii kaplayacak sekilde (Tris- Asetat- EDTA) ile dolduruldu. Her kuyucuga 8,5 ul
yiikleme soliisyonu (1X Loading Dye) ve 2,5 pl PCR iiriinii olan karisim konuldu.
Yiikleme isleminin ardindan jele 30 dk 90 V uygulandi. Yiritme islemi
tamamlandiktan sonra jel tanktan ¢ikarildi ve jel goriintiileme sistemi kullanilarak
goriintiilendi. Isimanmn gorildigii bantlar pozitif, 1stmanin goriilmedigi bantlar

negatif olarak degerlendirildi.

2.2.5. DNA Dizileme Analizi

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

Sekans PCR sonucunda elde dilen iiriinleri Etanol - EDTA — Sodyum asetat
yontemine gore temizlendi. Bu amagla her bir 6érnege 1 ul EDTA (pH 8.0), 1 ul 3M
sodyum asetat (NaOAc, pH 5,07) ve 50 ul Etanol (% 98) eklendi. Pleyt aliiminyum
sealing ile kaplanarak 4 — 5 kez alt-iist edildi ve 15 dakika oda sicakliginda ve
karanlikta bekletildi. Daha sonra 30 dk +4 °C' de 4000 rpm' de santrifiij edildi.
Santrifiijden sonra tstiindeki sealing ¢ikartildi ve bir pegete {izerine ters ¢evirerek 1
dk boyunca +4 °C' de 700 rpm' de santrifiij edildi. Daha sonra 6rneklerin tizerine %
70" lik etanolden 70 pl eklenerek {istli pleyt sealing ile kapatildi ve +4 °C' de 10 dk
4000 rpm' de santrifiij edildi Santrifiijden sonra istiindeki sealing ¢ikartildi ve bir
pegete iizerine ters ¢evirerek 1 dk boyunca +4 °C' de 700 rpm' de santrifiij edildi.
Daha sonra pleyt oda sicakliginda karanlik bir yerde 60 dk bekletildi. Her bir 6rnegin
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tizerine 15 pl Hi-Di Formamide ekledikten sonra pleyt sealing ile kaplandi ve
kuvvetli bir sekilde vortekslenerek 1300 rpm' de kisa bir siire santrifiij edildi.
Santrifiij isleminin ardindan sealing ¢ikarild1 ve pleyt septa ile kapatildiktan sonra

DNA dizi analizi cihazina yiiklendi.

2.2.6. istatistik Analiz

Yapilan DNA dizi analizi sonucunda elde edilen sonuglar Sequencher Version 5.4.6
(Gene Codes Co.) paket programu ile diizenlendi ve BioEdit Sequence Alignment
Editor programi (Hall, 1999) yardimiyla hizalanarak polimorfik olan SNP’ler tespit
edildi.
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3. BULGULAR

Calismada kullanilan Ovar MHC-DRBI1 gen bolgesine ait primerlerin baglanma
sicakliginin belirlenmesi amaciyla gradient PCR uyguland: ve PCR iriinleri % 2’lik
agaroz jelde goriintilendi (Sekil 3.1). En iyi baglanma sicakligi 64°C olarak
belirlendi ve tiim 6rneklerin PCR’1 bu sicaklikta gergeklestirildi.

56 58 60 62 64 66

Sekil 3.1. Gradient PCR jel goriintiisii

Tiirkiye’de farkli bolgelerde yetistirilen yerli koyun irklarindan 32 bag Pirlak,
18 bas Akkaraman, 28 bas Morkaraman, 32 bas Karayaka, 29 bas Kivircik ve 29 bas
Sakiz koyununun 284 bp uzunlugundaki Ovar-DRBI1 ekzon 2 bdlgesi analiz
edilmistir. Analiz edilen toplam 168 bas koyunda toplam 110 haplotip (allel)
belirlenmistir. Irklara gore belirlenen alleller, allel frekanslari ve hetorozigotluk

degerleri Tablo 3.1 ve 3.2°de verilmistir.

Incelenen 1rklardan en fazla allelin Kivircik irkinda (36 allel), en az sayida
allelin ise Pirlak irkinda (19 allel) oldugu belirlenmistir. Heterozigotluk degerleri
incelendiginde Morkaraman wrkinin en az (% 71,4), Karayaka irkinin ise en fazla

heterozigotluga (% 93,8) sahip oldugu goriilmektedir. Belirlenen 110 allelden 47’si
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daha Once bildirilmemistir ve yeni allel niteligindedir. Yeni allellerin 3 tanesinin
homozigot, geri kalanlarinin ise heterozigot yapida oldugu gézlenmistir. Aragtirmada
incelen 1rklarda Ovar-DRB1 ekzon 2 bolgesinin ¢ok polimorfik oldugu
goriilmektedir. Bu bolgeye ait polimorfizmin bir bolimi Sekil 3.2°de ve yeni

allellerin baz dizilimleri EK’te verilmistir.

Tablo 3.1. Irklara gore hayvan sayilari ve Ovar-DRB1 ekzon 2’deki allel sayilari ve
heterozigotluklar

Irk Akkaraman Karayaka Kivirak Morkaraman Pirlak Sakiz
(N=18) (N=32) (N=29) (N=28) (N=32) (N=29)

Homozigot Yeni

Allel 2 !

Heterozigot Yeni 8 8 7 8 2 14

Allel

En Fazla Goriilen 0307

Allel 1204 0702 1606 0803 0402 1001

Goriilme Sikhig 111 156 8.6 25 1556 121

(%0)

Toplam Allel 25 34 36 30 19 35

Beklenen

Heterozigotluk (%) 94.6 93.9 96.1 915 90.8 95.2

Gozlenen 88.9 93.8 82.8 714 71.9 86.2

Heterozigotluk (%0)

Akkaraman 1rkinda belirlenen 25 farkli allelin 8’1 heterozigot yapidaki yeni
allellerden olusmaktadir. Yeni allellerden Ovar-DRB1*TRO1 alleli Ovar-
DRB1*1703 ve 1704 alleline % 98.7, Ovar-DRB1*TRO02 alleli Ovar-DRB1*1001
alleline % 97.9, Ovar-DRB1*TRO03 alleli Ovar-DRB1*0104 alleline % 96.7, Ovar-
DRB1*TRO04 alleli Ovar-DRB1*0901 ve 0902 alleline % 96.3, Ovar-DRB1*TR05
alleli Ovar-DRB1*2501 alleline % 98.3, Ovar-DRB1*TRO06 alleli Ovar-DRB1*1703
ve 1704 alleline % 98.3, Ovar-DRB1*TRO7 alleli Ovar-DRB1*0301 ve 0302 alleline
% 97.5 ve Ovar-DRB1*TRO08 alleli Ovar-DRB1*1701 ve 1702 alleline % 97.9
oraninda benzemektedir. Akkaraman irkinda en fazla Ovar-DRB1*1204 alleli

(0,111) bulunmustur. Gézlenen heterozigotluk (Hops) % 88.9 olarak hesaplanmustir.
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Karayaka irkinda belirlenen 34 farkli allelin 8’i heterozigot yapidaki yeni
allellerden olugmaktadir. Bu yeni allellerden Ovar-DRB1*TR09 alleli Ovar-
DRB1*0312 alleline % 98.3, Ovar-DRB1*TR10 alleli Ovar-DRB1*2101 alleline %
98.7, Ovar-DRB1*TR11 alleli Ovar-DRB1*0702 alleline % 97.9, Ovar-DRB1*TR12
alleli Ovar-DRB1*1701 ve 1902 alleline % 98.3, Ovar-DRB1*TR13 alleli Ovar-
DRB1*1301 alleline % 95.9, Ovar-DRB1*TR14 alleli Ovar-DRB1*1503 alleline %
97.9, Ovar-DRB1*TR15 alleli Ovar-DRB1*1204 alleline % 959 ve Ovar-
DRB1*TR16 alleli Ovar-DRB1*1903 alleline % 97.9 oraninda benzemektedir.
Karayaka irkinda en fazla Ovar-DRB1*0702 allelinin (0,156) oldugu belirlenmistir.

Gozlenen heterozigotluk % 93.8 olarak hesaplanmastir.

Kivircik 1rkinda belirlenen 36 farkli allelin 7°si heterozigot yapidaki yeni
allellerden olusmaktadir. Bu yeni allellerden Ovar-DRB1*TR17 alleli Ovar-
DRB1*0803 ve Ovar-DRB1*1502 alleline % 98.7, Ovar-DRB1*TR18 alleli Ovar-
DRB1*1202, Ovar-DRB1*1204 ve Ovar-DRB1*0901 alleline % 99.5, Ovar-
DRB1*TR19 alleli Ovar-DRB1*2101 alleline % 98.7, Ovar-DRB1*TR20 alleli
Ovar-DRB1*0306 alleline % 99.5, Ovar-DRB1*TR21 alleli Ovar-DRB1*1403
alleline % 98.7, Ovar-DRB1*TR22 alleli Ovar-DRB1*160202 ve Ovar-DRB1*0402
allellerine % 98.3 ve Ovar-DRB1*TR23 alleli Ovar-DRB1*1606 alleline % 98.7
oraninda benzemektedir. Kivircik irkinda en fazla Ovar-DRB1*1606 alleline (0,086)

rastlanilmistir. G6zlenen heterozigotluk degeri % 82.8 bulunmustur.

Morkaraman wrkinda tespit edilen 30 farkli allelin 2’ homozigot ve 8’i ise
heterozigot yapidaki yeni allellerden olusmaktadir. Bu allellerden Ovar-DRB1*TR24
alleli Ovar-DRB1*1901 alleline % 98.7, Ovar-DRB1*TR25 alleli Ovar-DRB1*0101
alleline % 97.9, Ovar-DRB1*TR26 alleli Ovar-DRB1*1903 alleline % 99.2, Ovar-
DRB1*TR27 alleli Ovar-DRB1*0310 alleline % 98.7, Ovar-DRB1*TR28 alleli
Ovar-DRB1*2001 ile Ovar-DRB1*2002 alleline % 97.2, Ovar-DRB1*TR29 alleli
Ovar-DRB1*0104 alleline % 98, Ovar-DRB1*TR30 alleli Ovar-DRB1*1901 alleline
% 99.1 ve Ovar-DRB1*TR31 alleli Ovar-DRB1*2101 alleline % 98.3 oraninda
benzemektedir. Morkaraman 1rkinda en fazla Ovar-DRB1*0803 alleli (0,250)

bulunmustur. Morkaraman irkinda % 71,4 heterozigotluk gozlenmistir.
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Pirlak 1rkindaki toplam 19 farkli allelin 2’si heterozigot yapidaki yeni
allellerden olugsmaktadir. Bu yeni allellerden Ovar-DRB1*TR32 alleli Ovar-
DRB1*0303 ve Ovar-DRB1*0702 alleline % 94.4, Ovar-DRB1*TR33 alleli Ovar-
DRB1*1702 ve Ovar-DRB1*1902 alleline % 98.8 oraninda benzemektedir. Pirlak
iwkinda en fazla Ovar-DRB1*0307 ve Ovar-DRB1*0402 allellerine (0,156)

rastlanmistir. Pirlaklarda gozlenen heterozigotluk % 71.9 olarak hesaplanmistir.

Sakiz irkindaki toplam 35 farkli allelin 1°si homozigot ve 14’1 heterozigot
yapidaki yeni allellerden olusmaktadir. Bu allellerden Ovar-DRB1*TR34 alleli Ovar-
DRB1*1301 alleline % 98.4, Ovar-DRB1*TR35 alleli Ovar-DRB1*0405 alleline %
97.2, Ovar-DRB1*TR36 alleli Ovar-DRB1*0601 alleline % 98.8, Ovar-DRB1*TR37
alleli Ovar-DRB1*0901 ve Ovar-DRB1*0902 allellerine % 98.4, Ovar-DRB1*TR38
alleli Ovar-DRB1*1201 alleline % 97.2, Ovar-DRB1*TR39 alleli Ovar-DRB1*1301
alleline % 98.8, Ovar-DRB1*TR40 alleli Ovar-DRB1*0101 alleline % 98, Ovar-
DRB1*TR41 alleli Ovar-DRB1*1903 alleline % 98.4, Ovar-DRB1*TR42 alleli
Ovar-DRB1*0101 alleline % 98, Ovar-DRB1*TR43 alleli Ovar-DRB1*0803 ve
Ovar-DRB1*1502 allellerine % 99.2, Ovar-DRB1*TR44 alleli Ovar-DRB1*1502
alleline % 98, Ovar-DRB1*TR45 alleli Ovar-DRB1*2202 alleline % 97.5, Ovar-
DRB1*TR46 alleli Ovar-DRB1*0104 alleline % 98, Ovar-DRB1*TR47 alleli Ovar-
DRB1*0901 alleline % 98 ve Ovar-DRB1*TR48 alleli Ovar-DRB1*0304 alleline %
99.2 benzemektedir. Sakiz irkinda en fazla Ovar-DRB1*1001 alleli (0,121)

belirlenmistir. Sakiz irkinda % 86.2 heterozigotluk gdzlenmistir.

Sekil 3.2. Ovar-DRB1 ekzon 2’de tespit edilen polimorfik bolgeler
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Arastirmada incelenen 1rklarin sahip olduklar1 allel frekanslart ve allel
yapilart ele alinarak yapilan ii¢ boyutlu (3D) kiimeleme analizinde Pirlak,
Akkaraman ve Karayaka irklarinin grafigin koselerinde yer alirken; Morkaraman,

Kivircik ve Sakiz irklarinin ise nispeten grafigin ortasinda yerlestigi goriilmektedir
(Sekil 3.3).
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Sekil 3.3. Tiirkiye yerli koyun iwrklarmin Ovar-DRB1 ekzon 2 gen bdlgesi bakimindan
genetik iliskisini gdsterir 3D grafik
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Tablo 3.2. Tirkiye yerli koyun irklarindaki Ovar-DRB1 ekzon 2’deki allel frekanslar1 ve

heterozigotluklar

Akkaraman Karayaka Kiviraik Morkaraman Pirlak Sakiz

Allel (N=18) (N=32) (N=29) (N=28) (N=32) (N=29)
Xi Xi Xi Xi Xi Xi

0101 0,028
0103 0,031
0104 0,017
0105 0,036 0,031
0201 0,017 0,031
0202 0,016
0301 0,035 0,035
0303 0,036
0304 0,035
0305 0,031
0306 0,017
0307 0,017 0,018 0,156
0309 0,018
0311 0,031
0312 0,056 0,031
0401 0,017 0,078
0402 0,069 0,018 0,156
0403 0,017
0404 0,017 0,018
0405 0,016 0,036
0501 0,017 0,035
0601 0,036 0,031 0,035
0701 0,031 0,016
0702 0,056 0,156 0,018 0,017
0801 0,016 0,017
0803 0,028 0,016 0,017 0,250 0,086
0804 0,047
0901 0,016 0,035
0902 0,028
1001 0,016 0,017 0,054 0,031 0,121
1002 0,016
1003 0,016
1004 0,016 0,017 0,018 0,047 0,035
1005 0,017
1006 0,035 0,017
1008 0,017
1101 0,017
1102 0,017 0,017
1201 0,016
1202 0,028 0,017 0,018
1204 0,111
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Tablo 3.2. Devam

1301
1303
1502
1601
1604
1606
1607
1608
1703
1704
1801
1803
1901
1902
2001
2002
2003
2101
2401
2601
1201:02
1602:02
TR1
TR2
TR3
TR4
TR5
TR6
TR7
TR8
TR9
TR10
TR11
TR12
TR13
TR14
TR15
TR16
TR17
TR18
TR19
TR20
TR21
TR22
TR23

0,028

0,028
0,028
0,028
0,028

0,028
0,056

0,028
0,056
0,111

0,028
0,028
0,028
0,028
0,056
0,028
0,028
0,028

0,125

0,078

0,031
0,031
0,031

0,016
0,016
0,016
0,016

0,016

0,031
0,016

0,016
0,016
0,016
0,016
0,016
0,016
0,016
0,016

0,069
0,017
0,017
0,035
0,052
0,086
0,052
0,017

0,017
0,017

0,035
0,017

0,017

0,052
0,017
0,017
0,017
0,017
0,017
0,017

0,036

0,036

0,018
0,018

0,018
0,036
0,054

0,018

0,018

0,047
0,125

0,016

0,047

0,094

0,052

0,017
0,069
0,069
0,017

0,017
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Tablo 3.2. Devam

TR24 0,018

TR25 0,036

TR26 0,036

TR27 0,018

TR28 0,018

TR29 0,018

TR30 0,018

TR31 0,018

TR32 0,016

TR33 0,016

TR34 0,017
TR35 0,017
TR36 0,017
TR37 0,017
TR38 0,017
TR39 0,017
TR40 0,035
TR41 0,017
TR42 0,017
TRA43 0,017
TRA44 0,017
TR45 0,017
TR46 0,017
TRA47 0,017
Hexp 0,946 0,939 0,961 0,915 0,908 0,952
Hobs 0,889 0,938 0,828 0,714 0,719 0,862
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4. TARTISMA

MHC molekiilii, invaziv patojenlere karsi immiin tepkileri ortaya c¢ikarmak igin
antijen sunumunda 6nemli bir rol oynamaktadir. Hayvanlarda, hastalik direnci ve
immiin yanit arasindaki ilisgki MHC’deki polimorfizmlerle iligkili oldugu
belirlenmistir. Koyunlarda MHC genlerindeki polimorfizmleri ve bu polimorfizmler
ile enfeksiyoz hastaliklara karst direncin belirlenmesine yonelik ¢ok sayida

molekiiler genetik arastirma bulunmaktadir

Hastaliklara diren¢ ve MHC arasindaki iligkiyi ortaya koymak i¢in yapilan
caligmalarda gastointestinal nemotodlara direncin DRB1 geniyle (Buitkamp ve ark.,
1994; Schwaiger ve ark., 1995; Charon ve ark., 2002; Sayers ve ark., 2005; Stear ve
ark., 2005), bakterilere karsi direncin DQA1, DQA2, DQB, DRA ve DRBI
genleriyle (Litchfield ve ark., 1993; Escayg ve ark., 1997) ve viruslara direncin ise
daha ¢cok DRB1 geniyle (Yoshiko ve ark., 1999; Aida 2001; Konnai ve ark., 2003b)
iligkisi oldugu belirlenmistir. . Bu arastirma, Tirkiye yerli koyun irklarinda Ovar-

DRBI1 gen bolgesindeki polimorfizmleri ortaya koymak amaciyla yapilmistir.

Koyunlarin Ovar-DRB1 gen bolgesinde Karrantzar ve Latxa koyunlarinda 6
allel (Jugo ve Vicario, 2000), Suffolk, Corriedale ve Cheviot irk1 koyunlarda 35 allel
(Konnai ve ark., 2003), Latxa koyun irkinda 8 yeni allel (Arrieta-Aguirre ve ark.
2006), koyunlarda 9 yeni allel (Ballingall ve ark. (2008), iran Shaul koyunlarinda 10
allel (Brujeni ve ark. (2009) ve Cin merinosu, Kazak ve Duolang koyunlarinda 14
allel (Li ve ark., 2010 ve 2011) bildirilmistir. Bu arastirmada, 6 farkli Tiirkiye yerli
koyun 1rklarinda daha once bildirilmemis 47 yeni allel olmak {izere toplam 110 allel
belirlenmistir. Aragtirmada hem yeni allel hem de toplam allel sayisinin fazla
bulunmas1 Tiirkiye’de farkli cografi bolgelerde yetistirilen koyun wrklarimin farkh
hastalik etkenlerine ve ¢evre kosullarina maruz kalmasiin bir sonucu oldugunu

diistindiirmektedir.
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Jugo ve Vicario (2000) Karrantzar ve Latxa koyunlarinda DRB1*0702 allel
frekansini yiiksek bulmuslardir. Hermann-Hoesing ve ark. (2008) tarafindan yapilan
calismada Kolombiya, Rambouillet ve Polypay irklarinda DRB1*07012 veya
DRB*0403 allellerine sahip hayvanlarda proviriis seviyesinin diisiik oldugunu ve bu
allellerin % 11 seviyesinde oldugunu bildirmislerdir. Konnai ve ark. (2003a) Suffolk
irkinda Ovar-DRB1*0702 allelinin (% 23.9), Cheviot irkinda Ovar-DRB1*0203
allelinin (% 27.5) ve Corriedale irkinda ise Ovar-DRB1*0201 allelin frekansinin (%
25) yiiksek oldugunu ifade etmislerdir. Ballingall ve ark. (2008) Ovar-DRB1*0302
ve Ovar-DRBI1*0401 allellerinin koyun irkinin evrimlesmesini anlamada 6nemli
bilgiler sagladigini bildirmislerdir. Tiirkiye yerli koyun irklarindan Akkaraman
irkinda Ovar-DRB1*1204 alleli (0,111), Karayaka irkinda Ovar-DRB1*0702 alleli
(0,156), Kivircik irkinda Ovar-DRB1*1606 alleli (0,086), Morkaraman irkinda Ovar-
DRB1*0803 alleli (0,250), Pirlak irkinda Ovar-DRB1*0307 ve Ovar-DRB1*0402
allelleri (0,156) ve Sakiz wrkinda ise DRB1*¥1001 alleli (0,121) en fazla siklikta

oldugu gozlenmistir.

Gutierrez-Espeleta ve ark. (2000) yaptiklari arastirmada Kanada koyununda
antijen baglanma bolgesi olan 16 aminoasit pozisyonu igin ortalama heterozigotlugu
% 38.9 olarak tahmin etmislerdir. Soay koyunlarinda % 79.6 (Paterson ve ark.,
1998), Latxa koyunlarinda heterozigotluk % 91 — 95 (Arrieta-Aguirre ve ark., 2006)
Kanada ve Amerika Birlesik Devlerinde yasayan yaban koyunlarinda (Ovis dalli) %
31.1 (Worley ve ark, 2006) ve Iranian Makuie koyunlarinda % 56.1 (Ashrafi ve ark.,
2014) olarak hesaplanmistir. Bu arastirmada, Tiirkiye yerli koyun irklarinda gézlenen
heterozigotluk degerleri % 71.4 — 93.8 arasinda bulunmustur. Incelenen irklarda
sadece 6 allelin homozigot yapida oldugu goriilmektedir. MHC gen bdlgesinde
polimorfizmin ve heterozigotlugun yiiksek olmasi paraziter ve bakteriyel direng i¢in
bir avantaj olarak ifade edilmektedir (Stear ve ark., 2005). Tirkiye yerli koyun
irklarinda hem heterozigotlugun hem de allel sayisinin fazla olmasi1 paraziter ve
bakteriyel direnglerin bu irklarda kiiltiir irklarina oranla yiiksek olabilecegini

diistindiirmektedir.
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Arastirmada incelenen 1rklarin ti¢ boyutlu (3D) kiimeleme analizinde Pirlak,
Akkaraman ve Karayaka irklarmin grafigin koselerinde yer alirken, Morkaraman,
Kivircik ve Sakiz irklarmin ise nispeten grafigin ortasinda yerlestigi goriilmektedir.
Bu sonuglar Morkaraman, Kivircik ve Sakiz irklarindaki allel dagilimlarinin benzer

yapida olmasindan kaynaklanabilir.
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5. SONUC

Ovar-DRB1 gen lokusu, Biiyiik Doku Uyum Kompleksinin (Ovar-MHC) en
polimorfik genlerinden biridir ve antijen sunumunda fonksiyonel bir rol
oynamaktadir. Hastaliklara karsi direng ve immiin yanit olusturmada etkili oldugu
tespit edilmistir. Son donemlerde artan hastaliklardan kaynaklanan morfolojik ya da
fizyolojik bozukluklar, hayvanlarda verim kaybina neden olmakta bu da ekonomik
kayip anlamma gelmektedir. Hayvanlarin hastalanmasindan sonra alinan tedbirler
zaman kaybi ve masrafa yol acacagindan, hayvanlarin genetik olarak bagisiklik
sistemlerinin gelismis olmasi ve hastaliklara karsi genetik direncinin yiiksek olmasi
istenmektedir. Bu nedenle, Ovar-DRB1 geninin aday gen olabilecegi
belirtilmektedir. Arastirmada incelenen 1rklarda bazi alleller ortak iken, bazi alleller
sadece belirli irklarda bulunmustur. Bu durum, wrklarin yetistirildikleri bolgedeki

hastaliklara direnglerinin bir gostergesi olabilir.

Sonug olarak, Tirkiye yerli koyun irklarinda Ovar-DRB1 gen lokusunda
belirlenen ¢ok sayida allel ve yiiksek heterozigotluk bu irklarin paraziter ve
bakteriyel direnglerinin kiiltiir 1rklarina oranla daha fazla olabileceginin bir
gostergesi olabilir. Farkli tilkelerde yetistirilen koyun 1rklarinda belirlenmemis, fakat
Tiirkiye yerli koyun irklarinda farkli allellerin bulunmasi bu irklarin yetistirildikleri
bolgedeki hastaliklara direng sagladifmin gostergesi olabilir. Incelenen irklarda
Ovar-DRBI1 lokusunda heterozigotlugun ve allel sayisinin yiiksek olmasi hastaliklara
direng agisindan yerli koyun irklarinin daha detayli arastirilmasini gerektirmektedir.
Bu nedenle, Tiirkiye yerli koyun irklarinda MHC gen bolgesindeki diger lokuslardaki
polimorfizmlerin arastirilmasina, hastaliklara direng ve MHC gen bdlgesindeki
polimorfizmler arasindaki iliskiyi belirlemeye yonelik calismalarin yapilmasina
ithtiyac vardir. Ayrica, MHC gen bolgesindeki SNP veya haplotipler ile hastaliklara
diren¢ arasinda kurulacak bir iliski seleksiyon c¢aligmalarinda da basariyla

kullanilabilecektir.
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OZET

Tiirkiye Yerli Koyun Irklarinda Ovar-DRB1 Ekzon 2’deki Molekiiler

Polimorfizm

Ovar-DRB1 gen lokusu, Biiyiikk Doku Uyum Kompleksinin (Ovar-MHC) en
polimorfik genlerinden biridir ve antijen sunumunda fonksiyonel bir rol
oynamaktadir. Giiniimiizde bir¢ok c¢alisma, OLA (ovine lenfosit antijeni) DRB1
geninin bazi koyun hastaliklart ile iligkili oldugunu gostermistir. Bu arastirma,
Tiirkiye’de farkli bolgelerde yetistirilen yerli koyun 1rklarindan 32 bas Pirlak, 18 bas
Akkaraman, 28 bas Morkaraman, 32 bas Karayaka, 29 bas Kivircik ve 29 bas Sakiz
koyununa ait toplam 168 kan 6rnegi kullanilarak hastaliklara karsi direng ve immiin
yanit olusturmada etkili olan Ovar-DRB1 Ekzon 2 gen bolgesinin molekiiler

polimorfizmi saptanmaya calisilmistir.

Yapilan calismada bulunan c¢ok sayida allel ve yiiksek heterozigotluk
seviyeleri goz Oniine alindiginda, Ovar-DRB1 lokusunun 6nemli miktarda genetik
varyasyon icerdigi bulunmustur Koyun yetistiriciliginde, hastaliklarla miicadele
kapsaminda Ovar-DRB1 lokusu ile hastaliklara diren¢ arasindaki iligkileri

belirlemeye yonelik ¢alismalarin yapilmas: gerekmektedir.

Anahtar Kelimeler: Koyun, DRB1, Ekson 2, Polimorfizm

37



SUMMARY

Molecular Polymorphism in Exon 2 of Ovar-DRB1 Gene in Native Turkish

Sheep Breeds

The Ovar-DRB1 gene locus is one of the most polymorphic genes in the Ovis
aries Major Histocompatibility Complex (Ovar-MHC) and plays a functional role in
antigen presentation. Many studies have shown that the OLA (ovine lymphocyte
antigen) DRB1 gene is associated with some sheep diseases. In this study, the native
sheep breeds reared in different regions in Turkey, 32 Pirlak, 18 Akkaraman, 28
Morkaraman, 32 Karayaka, 29 Kivircik and 29 Sakiz sheep breeds, totally 168 blood
samples were used. In this study, molecular polymorphism of Ovar-DRB1 exon 2
gene region, effective in resistance against diseases and generate immune response,

was tried to be determined.

Given the large number of alleles and high levels of heterozygosity found in
the study, the Ovar-DRBL1 locus has proven to contain significant genetic variation.
In sheep farming, similar studies have to be done in order to reduce the economic

losses in the scope of the fight against diseases.

Key Words: Sheep, DRB1, Exon 2, Polymorphism
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EK:

TRO1
TTGGAGTATTCTACGAGCGAGTGTCATTTCTTCAACGGGACGGAGCGGGTGCGGTTCCTGGACAGATACTTCT
ATAATGGAGAAGAGTACGTGCGCTTCGACAGCGACTGGGGCGAGTACCGAGCGGTGGCCGAGCTGGGGLGEG
CGGAGCGCCGAGTACTGGAACAGCCAGAAGGACCTCCTGGAGCGGGCGCGGGCCGCCGTGGACACGTACTG
CAGACACAACTACGGGGTCATTGAGAGTTTCACT

TRO2
TTGGAGTATTCTACGAGCGAGTGTCATTTCTTCAACGGGACGGAGCGGGTGCGGTTCCTGGACAGATACTTCT
ATAATGGAGAAGAGACCCTGCGCTTCGACAGCGACTGGGGCGAGTACCGAGCGGTGGCCGAGCTGGGGCGG
CCGGACGCCAAGTACTGGAACAGCCAGAAGGAGATCCTGGAGCGGAGGCGGACCGAGGTGGACACGTACTG
CAGACACAACTACGGGGTCATTGAGAGTTTCACT

TRO3
TTGGAGTATACTAAGAAAGAGTGTCGTTTCTCCAACGGGACGGAGCGGGTGCGGTTCCTGGACAGATACTTCT
ATAATGGAGAAGAGTACGCGCGCTTCGACAGCGACTGGGGTGGGTTCCGGGCGGTGGCCGAGCTGGGGLCGG
CCGGACGCCAAATACTGGAACAGCCAGAAGGAGCTCCTGGAGCGGGCGCGGGCCGCCGTGGACACGTACTG
CAGACACAACTACGGGGTCGGTGAGAGTTTCACT

TRO4
CTGGAGTATTATAGGAGCGAGTGTCATTTCTTCAACGGGACCGAGAGGGTGCGGCTCCTGGAAAGATACTTCC
ATAATGGAGAAGAGTTCGCGCGCTTCGACAGTGACTGGGGCGAGTTTCGGGCAGTGACCGAGCTGGGGAGG
CCGACCGCTGAGCAATGGAACAGCCAGAAGAACATCCTGGAGCAGAAGCGGGCCGAGGTGGACACGTACTG
CAGACACAACTACGGGGTCTTTGAGAGTTTCACT

TRO5
TTGGAGTATCGTAAGAGCGAGTGTCGTTTCTCCAACGGGACGGAGCGGGTGCGGTTCCTGGACAGATACTTCC
ATAATGGAGAAGAGTTCGTGCGCTTCGACAGCGACTGGGGCGAGTACCGAGCGGTGGCCGAGCTGGGGCGG
CCGGACGCCAAGTACTGGAACAGCCAGAAGGAGCTCCTGGAGCGGAGGCGGACCGAGGTGGACACGTACTG
CAGACACAACTACGGGGTCTTTGAGAGTTTCACT

TRO6
TTGGAGTATTATACGAGCGAGTGTCATTTCTTCAACGGGACGGAGCGGGTGCGGTTCCTGGACAGATACTTCT
ATAATGGAGAAGAGTACGTGCGCTTCGACAGCGACTGGGGCGAGTACCGAGCGGTGGCCGAGCTGGGGCGG
CGGAGCGCCGAGTACTGGAACAGCCAGAAGGACCTCCTGGAGCGGGCGCGGGCCGCCGTGGACACGTACTG
CAGACACAACTACGGGGTCATTGAGAGTTTCACT

TRO7
TTGGAGTATACTAAGAAAGAGTGTCGTTTCTCCAACGGGACGGAGCGGGTGCGGTTCCTGGACAGATACTTCC
ATAATGGAGAAGAGACCCTGCGCTTCGACAGCGACTGGGGCGAGTACCGAGCGGTGGCCGAGLCTGGGGCGG
CCGGACGCCAAGTACTGGAACAGCCAGAAGGACTTCCTGGAGCGGAGGCGGACCGAGGTGGACACGTACTG
CAGACACAACTACGGGGTCATTGAGAGTTTCAGT
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TRO8
TTGGAGTATCATAAGAGAGAGTGTCATTTCTTCAACGGGACGGAGCGGGTGCGGTTCCTGGACAGATACTTCT
ATAATGGAGAAGAGTACGTGCGCTTCGACAGCGACTGGGGCGAGTTCCGGGCGGTGGCCGAGCTGGGGCGE
CGGAGCGCCAAGTACTGGAACAGCCAGAAGGACTTCCTGGAGCGGGCGCGGGCCGCCGTGGACACGTACTG
CAGACACAACTACGGGGTCGGTGAGAGTTTCAGT

TRO9
TTGGAGTATTATAAGAGCGAGTGTCGTTTCTCCAACGGGACGGAGCGGGTGCGGTTCCTGGACAGATACTTCT
ATAATGGAGAAGAGTTCGTGCGCTTCGACAGCGACTGGGGCGAGTACCGAGCGGTGGCCGAGCTGGGGCGG
CGGAGCGCCGAGTACTGGAACAGCCAGAAGGAGCTCCTGGAGCGGAGGCGGACCGAGGTGGACACGTACTG
CAGACACAACTACGGGGTCGGTGAGAGTTTCAGT

TR10
CTGGAGTATTATACGAGCGAGTGTCGTTTCTCCAACGGGACGGAGCGGGTGCGGTTGCTGGACAGATACTTCC
ATAATGGAGAAGAGTTCGTGCGCTTCGACAGCGACTGGGGCGAGTTCCGGGCGGTGGCCGAGCTGGGGCGG
CCGGACGCCGAGTATTGGAACAGCCAGAAGGACTTCCTGGAGAGCAGGAGGACCGCGGTGGACACGTACTG
CAGACACAACTACGGGGTCATTGAGAGTTTCAGT

TR11
TTGGAGTATCATAAGAGCGAGTGTCATTTCTTCAACGGGACGGAGCGGGTGCGGTTCCTGGACAGATACTTCT
ATAATGGAGAAGAGTACGTGCGCTTCGACAGCGACTGGGGCGAGTTCCGGGCGGTGGCCGAGCTGGGGCGG
CCGGACGACAAGTACTGGAACAGCCAGAAGGACTTCCTGGAGAGCAGGAGGACCGCGGTGGAAACGTACTG
CAGACACAACTACGGGGTCTTTGAGAGTTTCAGT

TR12
TTGGAGTATGCTACGAGCGAGTGTCATTTCTTCAACGGGACGGAGCGGGTGCGGTTCCTGGACAGATACTTCT
ATAATGGAGAAGAGTACGTGCGCTTCGACAGCGACTGGAGCGAGTTCCGGGCGGTGGCCGAGCTGGGGCGG
CGGAGCGCCGAGTACTGGAACAGCCAGAAGGACTTCCTGGAGCGGGCGCGGGCCGCCGTGGACACGTACTG
CAGACACAACTACGGGGTCATTGAGAGTTTCACT

TR13
TTGGAGTATTGTAAGAGCGAGTGTCATTTCTTCAACGGGACCGAGCGGGTGCGGTTCCTGGACAGATACTTCT
ATAACGGAGAAGAGAACGTGCGCTTCGACAGCGACTGGGGCGAGTTCCGGGCGGTGACCGAGCTGGGGCGG
CCGGACGCTAAGCAATGGAACAGCCAGAAGGAGATCCTGGAGAGCAGGAGGACCGAGGTGGACACGTACTG
CAGACACAACTACGGGGTCTTTGAGAGTTTCACT

TR14
TTGGAGTATCATAAGAGCGAGTGTCATTTCTTCAACGGGACGGAGCGGGTGCGGTTCCTGGACAGATACTTCT
ATAATGGAGAAGAGTACGTGCGCTTCGACAGCGACTGGGGCGAGTTCCGGGCGGTGGCCGAGCTGGGGLGG
CAGAGCGCCGAGTACTGGAACAGCCAGAAGGAGATCCTGGAGCGGAAGCGGGCCGCCGTGGACACGTACTG
CAGACACAACTACGGGGTCGGTGAGAGTTTCAGT
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TR15
TTGGAGTATCATAAGAGCGAGTGTCATTTCTTCAACGGGACGGAGCGGGTGCGGTTCCTGGACAGATACTTCT
CTAACGGAGAAGAGAACGTGCGCTTCGACAGCGACTGGGGCGAGTTCCGGGCGGTGACCGAGCTGGGGLCGEG
CCGGACGCTGAGCACTGGAACAGCCAGAAGGAGTTCCTGGAGCGCAGGCGGACCGAGGTGGACACGTACTG
CAGACACAACTACGGGGTCTTTGAGAGTTTCACT

TR16
TTGGAGTATCATAAGAGCGAGTGTCATTTCTTCAACGGGACGGAGCGGGTGCGGTTCCTGGACAGATACTTCC
ATAATGGAGAAGAGTTCGTGCGCTTCGACAGCGACTGGGGCGAGTTCCGGGCGGTGGCCGAGCTGGGGCGG
CGGAGCGCCGAGTACTGGAACAGCCAGAAGGAGTTCCTGGAGCAGACGCGGGCCGAGGTGGACACGTACTG
CAGACACAACTACGGGGTCATTGAGAGTTTCACT

TR17
TTGGAGTATCATAAGAGCGAGTGTCATTTCTTCAACGGGACGGAGCGGGTGCGGTTCCTGGACAGATACTTCT
ATAATGGAGAAGAGTACGTGCGCTTCGACAGCGACTGGGGCGAGTTCCGGGCGGTGGCCGAGCTGGGGCGG
CGGAGCGCCGAGTACTGGAACAGCCAGAAGGAGCTCCTGGAGCGGAGGCGGGCCGAGGTGGACACGTACTG
CAGACACAACTACGGGGTCATTGAGAGTTTCACT

TR18
TTGGAGTATCATAAGAGCGAGTGTCATTTCTTCAACGGGACGGAGCGGGTGCGGTTCCTGGACAGATACTTCT
ATAATGGAGAAGAGTACGTGCGCTTCGACAGCGACTGGGGCGAGTTCCGGGCGGTGGCCGAGCTGGGGCGG
CCGGAAGCCAAGTACTGGAACAGCCAGAAGGAGATCCTGGAGCGGAGGCGGACCGAGGTGGACACGTACTG
CAGACACAACTACGGGGTCTTTGAGAGTTTCAGT

TR19
TTGGAGTATTATACGAGCGAGTGTCATTTCTCCAACGGGACGGAGCGGGTGCGGTTGCTGGACAGATACTTCC
ATAATGGAGAAGAGTTCGTGCGCTTCGACAGCGACTGGGGCGAGTTCCGGGCGGTGGCCGAGCTGGGGCGG
CCGGACGCCGAGTATTGGAACAGCCAGAAGGACTTCCTGGAGAGCAGGAGGACCGAGGTGGACACGTACTG
CAGACACAACTACGGGGTCATTGAGAGTTTCACT

TR20
TTGGAGTATACTAAGAAAGAGTGTCGTTTCTCCAACGGGACGGAGCGGGTGCGGTTCCTGGACAGATACTTCC
ATAATGGAGAAGAGTACGCGCGCTTCGACAGCGACTGGGGCGAGTACCGAGCGGTGGCCGAGCTGGGGCGG
CCGGACGCCAAGTACTGGAACAGCCAGAAGGAGATCCTGGAGCGGAGGCGGACCGAGGTGGACACGTACTG
CAGACACAACTACGGGGTCGGTGAGAGTTTCACT

TR21
TTGGAGTATAATAAGAAAGAGTGTCATTTCTTCAATGGGACGGAGCGGGTGCGGTTGCTGGAAAGATACTTCT
ATAATGGAGAAGAGTACGTGCGCTTCGACAGCGACTGGGGCGAGTTCCGGGCGGTGGCCGAGCTGGGGLGG
CGGAGCGCCGAGTACTGGAACAGCCAGAAGGAGATCCTGGAGAGCAAGAGGACCGCGGTGGACACGTACTG
CAGACACAACTACGGGGTCGGTGAGAGTTTCACT
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TR22
TTGGAGTATACTAAGAAAGAGTGTCGTTTCTTCAACGGGACGGAGCGGGTGCGGTACCTGGACAGATACTTTT
ATAATGGAGAAGAGTACGTGCGCTTCGACAACGACTGGGGCGAGTACCGAGCGGTGGCCGAGCTGGGGCGG
CCGGACGCCAAGTACTGGAACAGCCAGAAGGAGCTCCTGGAGCGGAAGCGGGCCAATGTGGACACTTACTGC
ATACACAACTACGGGGTCATTGAGAGTTTCACT

TR23
TTGGAGTATCGTAAGAGCGAGTGTCGTTTTTTCAACGGGACGGAGCGGGTGCGGTTCCTGGACAGATACTTCT
ATAATGGAGAAGAGAACGTGCGCTTCGACAGCGACTGGGGCGAGTACCGAGCGGTGGCCGAGCTGGGGCGG
CCGGACGCCAAGTACTGGAACAGCCAGAAGGAGCTCCTGGAGCGGAAGCGGGCCAATGTGGACACGTACTG
CAGACACAACTACGGGGTCTTTGAGAGTTTCACT

TR24
TTGGAGTATGCTAAGAGCGAGTGTCATTTCTTCAACGGGACGGAGCGGGTGCGGTTCCTGGACAGATACTTCT
ATAATGGAGAAGAGTACGTGCGCTTCGACAGCGACTGGGGCGAGTTCCGGGCGGTGGCCGAGCTGGGGCGG
CGGAGCGCCGAGTACTGGAACAGCCAGAAGGAATTCCTGGAGCAGACGCGGGCCGAGGTGGACACGTACTG
CAGACACAACTACGGGGTCATTGAGAGTTTCACT

TR25
TTGGAGTATACTAAGAAAGAGTGTCGTTTCTCCAACGGGACGGAGCGGGTGCGGTTCCTGGACAGATACTTCC
ATAATGGAGAAGAGACCCTGCGCTTCGACAGCGACTGGGGCGAGTACCGAGCGGTGGCCGAGCTGGGGCGG
CCGGACGCCAAGTACTGGAACAGCCAGAAGGACTTCCTGGAGCGGAGGCGGACCGAGGTGGACACGTACTG
CAGACACAACTACGGGGTCATTGAGAGTTTCACT

TR26
TTGGAGTATCATAAGAGCGAGTGTCATTTCTTCAACGGGACGGAGCGGGTGCGGTTCCTGGACAGATACTTCT
ATAATGGAGAAGAGTACGTGCGCTTCGACAGCGACTGGGGCGAGTTCCGGGCGGTGGCCGAGCTGGGGCGG
CGGAGCGCCGAGTACTGGAACAGCCAGAAGGACTTCCTGGAGCAGACGCGGGCCGAGGTGGACACGTACTG
CAGACACAACTACGGGGTCATTGAGAGTTTCACT

TR27
TTGGAGTATCATAAGAGCGAGTGTCGTTTCTCCAACGGGACGGAGCGGGTGCGGTTCCTGGACAGATACTTCT
ATAATGGAGAAGAGTACGCGCGCTTCGACAGCGACTGGGGCGAGTACCGAGCGGTGGCCGAGCTGGGGCGG
CGGAACGCCAAGTACTGGAACAGCCAGAAGGAGATCCTGGAGCGGAAGCGGGCCGGCGTGGACACGTACTG
CAGACACAACTACGGGGTCGGTGAGAGTTTCACT

TR28
TTGGAGTATTGTAAGAGCGAGTGTCGTTTCTTCAACGGGACGGAGCGGGTGCGGTTCCTGGACAGATACTTCT
ATAATGGAGAAGAGTACGTGCGCTTCGACAGCGACTGGGGCGAGTACCGAGCGGTGGCCGAGLCTGGGGLGG
CCGGACGCCGAGTACTGGAACAGCCAGAAGGACTTCCTGGAGCGGAAGCGGGCCACCGTGGACACGTACTG
CAGACACAACTACGGGGTCGTTGAGAGTTTCAGT
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TR29
TTGGAGTATACTAAGAAAGAGTGTCGTTTCTCCAACGGGACGGAGCGGGTGCGGTTCCTGGACAGATACTTCT
ATAATGGAGAAGAGTACGCGCGCTTCGACAGCGACTGGGGCGAGTTCCGGGCGGTGGCCGAGCTGGGGCGG
CCGGACGCCAAATACTGGAACAGCCAGAAGGACCTCCTGGAGCGGGCGCGGGCCGCCGTGGACACGTACTG
CAGACACAACTACGGGGTCGGTGAGAGTTTCAGT

TR30
TTGGAGTATGCTAAGAGCGAGTGTCATTTCTTCAACGGGACGGAGCGGGTGCGGTTCCTGGACAGATACTTCT
ATAATGGAGAAGAGTACGTGCGCTTCGACAGCGACTGGGGCGAGTTCCGGGCGGTGGCCGAGCTGGGGLGG
CGGAGCGCCGAGTACTGGAACAGCCAGAAGGACTTCCTGGAGCAGACGCGGGCCGAGGTGGACACGTACTG
CAGACACAACTACGGGGTCATTGAGAGTTTCACT

TR31
TTGGAGTATTATACGAGCGAGTGTCATTTCTCCAACGGGACGGAGCGGGTGCGGTTCCTGGACAGATACTTCC
ATAATGGAGAAGAGTTCGTGCGCTTCGACAGCGACTGGGGCGAGTTCCGGGCGGTGGCCGAGCTGGGGCGG
CCGGACGCCGAGTATTGGAACAGCCAGAAGGACWTCCTGGAGAGCAGGAGGACCGCGGTGGACACGTACTG
CAGACACAACTACGGGGTCATTGAGAGTTTCACT

TR32
TTGGAGTATAATAAGAAAGAGTGTCATTTCTCCAACGGGACGGAGCGGGTGCGGTTCCTGGACAGATACTCCT
ATAATGGAGAAGAGACCGCGCGCTTCGACAGCGACTGGGGCGAGTTCCGAGCGGTGGCCGAGCTGGGGLGEG
CCGGACGCTGAGTACTGGAACAGCCAGAAGGAGCTCCTGGAGAGCAGGAGGACCGCGGTGGACACGTACTG
CAGACACAACTACGGGGTCTGTGAGAGTTTCACT

TR33
TTGGAGTATCATAAGAGCGAGTGTCATTTCTTCAACGGGACGGAGCGGGTGCGGTTCCTGGACAGATACTTCT
ATAATGGAGAAGAGTACGTGCGCTTCGACAGCGACTGGGGCGAGTTCCGGGCGGTGGCCGAGCTGGGGCGG
CGGAGCGCCGAGTACTGGAACAGCCAGAAGGACTTCCTGGAGCGGGCGCGGGCCGCCGTGGACACGTACTG
CAGACACAACTACGGGGTCGGTGAGAGTTTCAGT

TR34
TTGGAGTATCATAAGAGCGAGTGTCATTTCTTCAACGGGACCGAGCGGGTGCGGTTCCTGGACAGATACTACA
CTAACGGAGAAGAGAACGTGCGCTTCGACAGCGACTGGGGCGAGTTCCGGGCGGTGACCGAGCTGGGGCGG
CCGGACGCTGAGCAATGGAACAGCCAGAAGGACTTCCTGGAGAGCAGGAGGACCGCGGTGGACACGTACTG
CAGACACAACTACGGGGTCTTTGAGAGTTTCACT

TR35
TTGGAGTATCATAAGAGCGAGTGTCGTTTCTCCAACGGGACGGAGCGGGTGCGGTTCCTGGACAGATACTTCT
ATAATGGAGAAGAGACCCTGCGCTTCGACAGCGACTGGGGCGAGTACCGAGCGGTGGCCGAGLCTGGGGLGG
CGGAGCGCCAAGTACTGGAACAGCCAGAAGGACTTCCTGGAGCGGAGGCGGACCGCGGTGGACACGTACTG
CAGACACTACTACGGGGTCATTGAGAGTTTCACT

51



TR36
TTGGAGTATGGTAAGAGCGAGTGTCGTTTCTTCAACGGGACGGAGCGGGTGCGGTTCCTGGACAGATACTTCT
ATAATGGAGAAGAGTACGTGCGCTTCGACAGCGACTGGGGCGAGTACCGAGCGGTGGCCGAGCTGGGGCGEG
CGGAACGCCGAGTACTGGAACAGCCAGAAGGACTTCCTGGAGCGGAAGCGGGCCAATGTGGACACGTACTG
CAGACACAACTACGGGGTCGGTGAGAGTTTCACT

TR37
CTGGAGTATTATAGGAGCGAGTGTCATTTCTTCAACGGGACCGAGCGGGTGCGGCTCCTGGACAGATACTTCC
ATAATGGAGAAGAGTTCGCGCGCTTCGACAGTGACTGGGGCGAGTTTCGGGCAGTGACCGAGCTGGGGAGG
CCGGCCGCTGAGCAATGGAACAGCCAGAAGAACATCCTGGAGCAGAAGCGGGCCGAGGTGAACACGGTGTG
CAGACACAACTATGGGGTCTTTGAGAGTTTCAGT

TR38
TTGGAGTATTATAAGAGCGAGTGTCATTTCTTCAACGGGACGGAGCGGGTGCGGTTCCTGGACAGATACTTCT
ATAATGGAGAAGAGACCCTGCGCTTCGACAGCGACTGGGGCGAGTTCCGGGCGGTGGCCGAGCTGGGGCGG
CCGAACGCCAAGTACTGGAACAGCCAGAAGGAGATCCTGGAGCGGAAGCGGGCCGACGTGGACACGTACTG
CAGACACAACTACGGGGTCATTGAGAGTTTCAGT

TR39
CTGGAGTATAGTAAGAGCGAGTGTCATTTCTTCAACGGGACCGAGCGGGTGCGGTTCCTGGACAGATACTACA
CTAACGGAGAAGAGAACGTGCGCTTCGACAGCGACTGGGGCGAGTTCCGGGCGGTGACCGAGCTGGGGLGEG
CCGGACGCTGAGCAATGGAACAGCCAGAAGGACTTCCTGGAGAGCAGGAGGGCCGCGGTGGACACGTACTG
CAGACACAACTACGGGGTCATTGAGAGTTTCACT

TR40
TTGGAGTATACTAAGAAAGAGTGTCGTTTCTCCAACGGGACGGAGCGGGTGCGGTTCCTGGACAGATACTTCC
ATAATGGAGAAGAGACCCTGCGCTTCGACAGCGACTGGGGCGAGTACCGAGCGGTGGCCGAGCTGGGGCGG
CCGGACGCCAAGTACTGGAACAGCCAGAAGGACTTCCTGGAGCGGAGGCGGACCGAGGTGGACACGTACTG
CAGACACAACTACGGGGTCATTGAGAGTTTCAGT

TR41
TTGGAGTATCATAAGAGCGAGTGTCATTTCTTCAACGGGACGGAGCGGGTGCGGTTCCTGGACAGATACTTCC
ATAATGGAGAAGAGTTCGTGCGCTTCGACAGCGACTGGGGCGAGTTCCGGGCGGTGGCCGAGCTGGGGCGG
CGGAGCGCCGAGTACTGGAACAGCCAGAAGGACTTCCTGGAGCAGACGCGGGCCGAGGTGGACACGTACTG
CAGACACAACTACGGGGTCATTGAGAGTTTCACT

TR42
TTGGAGTATACTAAGAAAGAGTGTCGTTTCTCCAACGGGACGGAGCGGGTGCGGTTCCTGGACAGATACTTCC
ATAATGGAGAAGAGACCCTGCGCTTCGACAGCGACTGGGGCGAGTACCGAGCGGTGGCCGAGLCTGGGGLGG
CCGGACGCCAAGTACTGGAACAGCCAGAAGGACTTCCTGGAGCGGAGGCGGACCGAGGTGGACACGTACTG
CAGACACAACTACGGGGTCATTGAGAGTTTCACT
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TR43
TTGGAGTATCATAAGAGCGAGTGTCATTTCTTCAACGGGACGGAGCGGGTGCGGTTCCTGGACAGATACTTCT
ATAATGGAGAAGAGTACGTGCGCTTCGACAGCGACTGGGGCGAGTTCCGGGCGGTGGCCGAGCTGGGGCGE
CGGAGCGCCGAGTACTGGAACAGCCAGAAGGAGCTCCTGGAGCGGAGGCGGGCCGAGGTGGACACGTACTG
CAGACACAACTACGGGGTCATTGAGAGTTTCAGT

TR44
TTGGAGTATCATAAGAGCGAGTGTCATTTCTTCAACGGGACGGAGCGGGTGCGGTTCCTGGACAGATACTTCT
ATAATGGAGAAGAGTACGTGCGCTTCGACAGCGACTGGGGCGAGTTCCGGGCGGTGGCCGAGCTGGGGLGG
CAGAGCGCCAAGCACTGGAACAGCCAGAAGGAGCTCCTGGAGCGGAGGCGGGCCAATGTGGACACGTACTG
CAGACACAACTACGGGGTCTTTGAGAGTTTCACT

TR45
TTGGAGTATCATAAGAGCGAGTGTCGTTTCTTCAACGGGACGGAGCGGGTGCGGTTCCTGGACAGATACTTCT
ATAATGGAGAAGAGTCCCTGCGCTTCGACAGCGACTGGGGCGAGTACCGAGCGGTGGCCGAGCTGGGGCGG
CCGGACGCCAAGTACTGGAACAGCCAGAAGGAGATCCTGGAGCGGAAGCGGGCCAATGTGGACACGTACTG
CAGACACAACTACGGGGTCGGTGAGAGTTTCAGT

TR46
TTGGAGTATACTAAGAAAGAGTGTCGTTTCTCCAACGGGACGGAGCGGGTGCGGTTCCTGGACAGATACTTCT
ATAATGGAGAAGAGTACGCGCGCTTCGACAGCGACTGGGGCGAGTTCCGGGCGGTGGCCGAGCTGGGGCGG
CCGGACGCCAAATACTGGAACAGCCAGAAGGAGCTCCTGGAGCGGGCGCGGGCCGCCGTGGACACGTACTG
CAGACACAACTACGGGGTCGGTGAGAGTTTCACT

TR47
CTGGAGTATTGTAGGAGCGAGTGTCGTTTCTTCAACGGGACCGAGAGGGTGCGGCTCCTGGAAAGATACTTCC
ATAATGGAGAAGAGTTCGCGCGCTTCGACAGTGACTGGGGCGAGTTTCGGGCAGTGACCGAGCTGGGGAGG
CCGGCCGCTGAGCAATGGAACAGCCAGAAGAACTTCCTGGAGCACAAGCGGGCCGAGGTGAACACGGTGTG
CAGACACAACTACGGGGTCTTTGAGAGTTTCAGT

TR48
TTGGAGTATACTAAGAAAGAGTGTCGTTTCTCCAACGGGACGGAGCGGGTGCGGTTCCTGGACAGATACTTCT
ATAATGGAGAAGAGTACGCGCGCTTCGACAGCGACTGGGGCGAGTTCCGGGCGGTGGCCGAGCTGGGGLCGG
CGGAGCGCCGAGTACTGGAACAGCCAGAAGGAGATCCTGGAGCGGAGGCGGACCGAGGTGGACACGTACTG
CAGACACAACTACGGGGTCATTGAGAGTTTCACT
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