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KAYSERi BOLGESINDE YETIiSTIiRILEN HOLSTAYN SIGIRLARINDA
KOMPLEKS VERTEBRAL MALFORMASYON HASTALIGI GENININ
ALLEL FREKANSININ BELIRLENMES]

OZET

Bu caligmanin amaci Kayseri ve civarinda yetistirilen ve siitcii wklar icerisinde
Tiirkiye’de en yiiksek popiilasyona sahip olan Holstayn sigir mkina ait ineklerde,
kompleks vertebral malformasyon (CVM) hastaligina neden olan mutant allelinin
bulunup bulunmadigimn arastirilmasidir. Ayrica bu caligmada kullamlan molekiiler
genetik testin, Tiirkiye’deki damizlik olarak secilmek istenen Holstayn wrkina ait damizlik
adaylarmin CVM yOniinden taranmalarinda kullanmak, veteriner hekimler ve

yetistiricilerin bu kalitsal hastaliktan haberdar olmalarini saglamaktir.

Kompleks vertebral malformasyon, Holstayn sigir irkinda goriilen otozomal ve cekinik
kalitim sekli gosteren, oldiiriicii kalitsal bir hastaliktir. Bu kalitsal hastalik ilk olarak 1999
yilinda Danimarka’da yetistirilen Holstayn’larda belirlenmistir. Hastalik, homozigot hasta
buzagilarda kompleks anomaliler, bacak eklemlerinde ve st omurlarinda kemik
deformasyonlar1 ile karakterizedir. Ayrica homozigot yavrularda embriyonal 6liimler,
abort ve Olii dogumlara da sebep olmaktadir. Calismanin materyalini, Kayseri ve
civarinda halk elinde yetistirilen 150 bas Holstayn 1rki disi sigir olusturmustur. Incelenen
hayvanlardan alinan kan 6rnekleri DNA izolasyonunda kullanmilmistir. Alinan kanlardan
DNA izolasyonu fenol-kloroform ekstraksiyon yontemi ile yapilmistir. Yapilan bu
calismada CVM allelinin varlig1 veya yoklugu, polimeraz zincir reaksiyonu-restiriksiyon
parcacik biiyiiklii polimorfizmi (PCR-RFLP) yontemi kullanilarak arastirilmaya
calisilmigtir.

Elde edilen DNA’lar uygun primerler kullanilarak PCR’de ¢ogaltilmistir. PCR iiriinleri
EcoT22 endoniikleaz enzim ile kesilmistir. Kesilen PCR {iriinleri % 2’lik agaroz jelde
elektroforez yapilmistir. Bu calisgmada incelenen 150 bas Holstayn ki sigrda CVM

tasiyici bireylere rastlanmamaistir.

Anahtar kelimeler: CVM, Holstayn, PCR, RFLP



DETERMINATION OF THE FREQUANCY OF THE ALLELE IN THE GENE
CAUSING THE COMPLEX VERTEBRAL MALFORMATION IN THE
HOLSTEIN COWS IN THE KAYSERI REGION

ABSTRACT

The purpose of this study was to determine the mutant allele causing the complex
vertebral malformation (CVM) in Holstein which is the largest population among the
milked breed in the Kayseri region. In addition, this test can be adapted to screen the
Holstein cows in terms of the CVM disorder for breeding purpose, and veterinarians

and breeders can be informed about this hereditary disease.

The CVM is a hereditary lethal disease with an autosomal and recessive heredity in the
Holstein cows. This hereditary disease was first determined in the Holstein cows in
1999 in Denmark. This disease is characterized with complex anomalies, bone
deformations in the joints of extremities and vertebrae in calves with homozygous.
Moreover, fetal deaths, abortions and stillbirths are seen in calves with homozygous.
Client-owned animals used in this study were consisted of 150 female Holstein cows in
the Kayseri region. Isolation of DNA with phenolcloroform extraction method was
performed from blood samples taken from animals. In this study, the method of
polymerase chain reaction-restriction fragment length polymorphism (PCR-RFLP) was

applied to determine the mutant allele causing the CVM.

The numbers of DNA obtained have been increased with the PCR. The products of PCR
have been divided into small pieces by EcoT22 endonuclease enzyme. Small pieces of
PCR products were treated with electrophoresis in the 2% agarose gel. In the study none

of the cows were determined with the CVM disorder.

Key words: CVM, Holstein, PCR, RFLP
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1. GIRIS ve AMAC

Yetistirme programlarinda kullanilmast planlanan damizlik adaylarimin ait olduklari
irklarda yaygin olarak goriilen kalitsal hastaliklar yoniinden kontrol edilmesi gereklidir.
Bu uygulama, damizlik adaylarindan beklenen diizeyde verim elde edilmesi ile kalitsal
hastaliklarin sebep olabilecegi yavru kayiplarinin ve verim kayiplarinin 6nlenmesi
acisindan biiylik onem tasimaktadir. Kalitsal hastaliklar; bir kusaktan diger kusaga
aktarilan genlerde, kendiliginden ya da cevresel etkiler nedeniyle ortaya c¢ikan
mutasyonlar sonucu sekillenmektedir. Kalitsal hastaliklardan kaynaklanan zararl
etkilerin Onlenmesi amaciyla, kalitsal hastalifa neden olan ve mutant allel olarak
adlandirilan mutasyona ugramis genin alternatif formlarmin tamamen siiriiden eradike
edilmesi gereklidir. Bu zararh etkiler ancak fenotipik olarak normal goriiniime sahip
kalitsal hastalik yoniinden tastyici bireylerin kesin ve dogru olarak belirlenerek siiriiden
uzaklastirilmasi ile saglanabilir. Bu durum 6zellikle entansif sigir yetistiriciliginde, suni
tohumlama yontemiyle iistiin verimli bir veya birka¢ boga ile yetistiriciligi yapilan irkin
tim diinyadaki disi damizliklarimin tohumlanmasinda yaygin olarak kullanilmasi ve
embriyo naklinin giderek daha da yayginlastirilmasiyla ¢cok daha dnemli hale gelmistir.
Ciinkii kalitsal hastaliklar, kalitsal bozukluklar yoniinden genetik yapis1 hakkinda her

hangi bir bilgiye sahip olunmayan damizliklar yardimiyla popiilasyonda varligimi ve



yayllmasin siirdiiriirler.  Yetistiriciligi yapilan 1rklarda en c¢ok goriilen kalitsal
hastaliklar yoniinden homozigot normal olduklar1 kesin olarak bilinmeyen damizliklar,
geneotiplerinde bulunmas1 muhtemel mutant allelleri, bu kalitsal hastaliktan etkilenmis
yavrulart dogana kadar populasyona yaymaya devam ederler. Giiniimiiz siit sigir1
yetistiriciliginde en yaygin olarak kullanilan Holstayn sigir irkinda goriilen ve Holstayn
yetistiriciliginde onemli verim kayiplarina neden olan sigir 16kosit baglanma yetmezligi
(BLAD) ve iiridin monofosfat sentetaz yetmezligi (DUMPS) gibi kalitsal bozukluklar,
tiim diinyaya suni tohumlamada yaygin olarak kullanilan bir bogadan yayilmistir (1, 2).
Bu nedenle ekonomik verimlilik agisindan Oncelikle, Tiirkiye’de yaygin olarak
yetistiriciligi yapilan ve yiiksek kazan¢ beklenen sigir irklarinin damizlik ve damizlik
adaylarinda, verimi olumsuz etkileyen kalitsal hastaliklara sebep olan mutant allellerin
varligl aragtirilmalidir. Diger taraftan, Tiirkiye’de yetistirilen ve Tiirkiye’nin sigir tiirii
icin genetik zenginligini olusturan yerli sigir wrklarina ait damizliklarin da kalitsal
hastaliklar yoniinden genetik yapilarinin belirlenmesi, Tiirkiye’deki farkli sigir
irklarinin olusturdugu toplam sigir popiilasyonu agisindan daha faydali olacaktir. Ciinkii
irka 0zgli oldugu disiiniilen bircok kalitsal hastalik icin yerli gen kaynaklarimin

yeterince incelenmesi gerekmektedir.

Tiirkiye’de, hayvanciligin 6nemli bir boliimiinii olusturan sigir yetistiriciliginde kullanilan
damizlik ve damizlik adaylarinda kalitsal hastaliklar ve bunlara neden olan mutant
allellerin varliginin aranmasina yeteri kadar 6nem verilmemektedir. Yapilan bu ihmal
sigir yetistiricilerinin ekonomik agidan zarara ugramasina sebep olmaktadir. Her ne kadar
2000’1 yillarin sonuna dogru kalitsal hastaliklar ve bunlara sebep olan alleler yoniinden
popiilasyonun taranmasi yoniinde caligmalar yapilmaya baglanmis olsa da Amerika
Birlesik Devletleri ve Avrupa iilkelerinde dnemli ekonomik kayiplara neden olan kalitsal
kusurlar hakkinda Tiirkiye’de yeterince veri bulunmamaktadir. Bunun icin Tiirkiye’de
yetistiriciligi yapilan 1rklara ait damizliklarin, damizlik olarak kullanilmaya
baslanmasindan once bu iklarda goriilen kalitsal hastaliklar yoniinden taranmalari

gerekmektedir.

Bu yiiksek lisans tez caligmasinda, Tiirkiye’de yaygin olarak yetistiriciligi yapilan
Holstayn sigir wrkina ait disi damizliklarda, kompleks vertabral malformasyon (CVM)
hastaligina neden olan mutant allelinin bulunup bulunmadiginin polimeraz zincir

reaksiyonu-restiriksiyon pargacik biiyliklik polimorfizmi (PCR-RFLP) ydntemi



kullanilarak arastirilmas1 amaglanmistir. Ayrica, kalitsal hastaliklar konusunda Veteriner
Hekimler ile sigir yetistiricilerinde farkindalik olusturmak ve damizlik se¢iminde se¢im
kriteri olarak, damizlik adaylarinda CVM taramalarinin rutin olarak yapilmasi bu yiiksek

lisans tezinin sonunda elde edilmesi hedeflenen amaclar arasindadir.



2. GENEL BIiLGILER

Son elli yilda, sigir yetistiriciliginde yapilan genetik iyilestirme calismalar1 sayesinde
siit ve et dretiminde biiyiik ilerlemeler elde edilmistir (3). Tim diinyada siit
endiistrisinde kullanilan ineklerin yaklasik %70’ suni tohumlama yontemi ile
tohumlanmaktadir (4). Suni tohumlama uygulamas1 siit endiistrisinde yaygin olarak
kullanilan Holstayn irkinin siit verimini artirmistir (4). Bu yontem hayvan bagina verimi
artirirken, ayn1 zamanda yetistiriciligi yapilan rklarda, k ici genetik benzerligin de
artmasina neden olmustur (4). Irk i¢inde artan genetik benzerlik, bireylerin yasama
giiclini ve dol verimini diisiiren kalitsal hastaliklarin hizla popiilasyon icinde
yayilmasina da sebep olmustur (5). Bunun sonucu olarak kalitsal hastaliklar ¢cok kisa
siirede iilkeleri hatta kitalar1 asarak tiim diinyaya yayilmistir (5). Insanlarda goriilen
kalitsal hastaliklardan farkli olarak sigirlarda goriilen kalitsal hastaliklarin biiyiik
cogunlugu c¢ekinik kalitim sekli gostermektedir (6). Sigir yetistiriciliginde kalitsal
hastaliklar saf yetistirme nedeniyle irka 6zgiidiir (6). Insanlarda ¢ogunlukla belirli
resesif kalitsal bozukluklar belirli wrklarda goriilir (6). Orak hiicreli aneminin
cogunlukla zencilerde, kistik fibrozisin ise ¢ogunlukla Kafkasya kokenlilerde goriilmesi
bu duruma iyi bir 6rnektir (6). Ayrica insanlardaki bazi kalitsal kusurlar, cografik
engeller veya dini kurallardan dolayr ¢ogunlukla belirli etnik veya sosyal gruplarda

goriilmektedir (6). Benzeri durum ayni 1wktan hayvanlarin birbirleri ile



ciftlestirilmesinin 6nerildigi modern entansif sigir yetistiriciligi icin de gecerlidir (7).
Ornek olarak Holstayn irkinda goriilen kalitsal bir hastalik entansif yetistiricilik yapilan
ilkelerde sadece Holstayn’larda goriiliir (7). Ancak entansif yetistiricilikte kullanilan
erkek damizlik sayisi disi bireyler gore ¢cok az oldugu icin bir bireyde ortaya cikan
mutant allel ¢ok kisa siirede o wrkin tiim diinyadaki popiilasyonlaria yayilabilir (7).
Ciinkii sigir yetisirciliginde siki bir inbreding yetistiricilik uygulanmaktadir (7). Aslinda
sigir yetistiriciliginde birkag elit boganin yaygin kullanimi mutant resesif iki allelin bir
hayvanin genotipinde bir araya gelme sansimi artirmaktadir (7). Ekonomik ac¢idan bir
sliriiniin tiim bireylerinin kalitsal hastaliklar yoniinden taranmasi zordur. Ancak,
Ozellikle suni tohumlama ve embriyo nakli amaciyla kullanilan damizlik adaylarimin
rka 6zgii kalitsal hastaliklar tagiyip, tasimadiklariin kesin olarak belirlenmesi kalitsal

hastaliklar kontrol altina alinmasina yardimci olabilir (8).

Gen, protein iiretimi icin kodlanmis ve bir kusaktan sonraki kusaga aktarilan bilgileri
iceren kalitsal birimler olarak tanimlanabilir (9). Kalitsal hastaliklar, canlilardaki kalitim
materyalinde meydana gelen ve ebeveynlerden yavruya aktarilan bozukluklar sonucu
canlinin sagligini, verimini olumsuz etkileyerek ya da embriyonik 6liime neden olarak
fertiliteyi diisiiren hastaliklar olarak tanimlanabilir (10). Kalitsal hastaliklar, aktarilan
genlerde kendiliginden ortaya cikan ya da ¢evresel etkilerin sebep oldugu mutasyonlarin
etkisiyle canliya ait kalitim materyalini degistirerek, bozuk protein sentezine ya da
protein sentezinin tamamen durmasma neden olan mutasyonlar sonucu ortaya
cikmaktadir (9). Veteriner hekimlikte, kalitsal bir hastalia neden olan bozuk genin
molekiiler diizeyde belirlenmesi, kalitsal hastalik yoniinden ari siiriilere sahip olmak ve
hastaligin siiriiden eradikasyonunu saglamak icin biiyiik 6nem tasimaktadir (10).
Molekiiler genetik alanindaki gelismeler, genetik temeli bilinen kalitsal bir hastalik
yoniinden bireylerin genetik yapilarinin damizlik se¢imi sirasinda, dogumdan hemen
sonra ya da embriyonik asamada belirlenebilmesine olanak saglayabilmektedir (10, 11).
Sigir yetistiriciliginde, damizlik olarak kullanilmasi diisiiniilen damizlik adaylarinin, bu
wrklarda yaygin goriilen kalitsal hastaliklar yoniinden genetik yapilarimin belirlenmesi
onemlidir. Aksi takdirde kalitsal hastaliklara sebep olan mutant allelin olusturulacak
stiriiye bulasacaktir ve bu durum siiriide hasta ya da 6lii yavrularin dogmasina neden

olarak yapilan yetistiriciligin karliligin1 diisiirecektir (1).



Tiim diinyaya damizlik hayvan ve sperma satan iilkelerde damzlik secimlerinde cok
sayida gen ve ¢evrenin etkiledigi siit verimi, tip ozellikleri, erkek yavrularimin giinliik
canl agirlik artigi, karkas bilesenleri, dol verimi, uzun 6miirliiliik ve hastaliklara karsi
diren¢ yapilan 1slah programlarinda aranan oOzelliklerdir (3). Suni tohumlama
yonteminin et ve siit sigir1 yetistiriciliginde yaygin olarak kullanilmasi, bu 6zellikler
bakimindan en iyi erkek hayvanlarin belirlenerek damizlik olarak secilip kullanilmasina
olanak saglamistir (3). Siit sigir1 yetistiriciliginde uygulanan bu genetik iyilestirme
programlarinin  yardimiyla entansif yetistiricilik yapilan iilkelerdeki sagmal
hayvanlarda, laktasyon basina ortama siit veriminde 6nemli ilerlemeler elde edilmistir
(3). Uygulanan 1slah programlar1 ve seleksiyon ¢alismalarinin bu avantajlarinin yaninda
damizlik bir bireyde ortaya c¢ikan ve bireyde dol tutma problemlerine ya da yavru
kaybina neden olan mutant allelerin frekansinin hizla popiilasyon icinde yayillmasina da
neden olabilmektedir (3). Az sayidaki erkek damizlifin tiim diinyada yaygin olarak
kullanildig1 suni tohumlama yontemi; irk icindeki genetik ilerleme hizini artirmis ancak
ayn1 zamanda da ik i¢indeki genetik havuzun daralmasina sebep olmustur (11). Suni
tohumlama tekniginin yogun olarak kullanilmasi, sigir yetistiriciliginde tek bir damizlik
boganin yilda 100.000 inek tohumlayabilmesine olanak vermektedir (1). Bunun sonucu
olarak, verim yoniinden iistiin bir boganin, sahip oldugu verimle ilgili genleri cok sayida
yavruya kisa siirede nakletmesinin yaninda, boganin sahip oldugu olasi mutant
genlerinde ¢ok kisa siirede tiim diinya popiilasyonuna yayillmasina sebep olmaktadir.
Bundan dolayi, damizlik bir erkegin kalitsal bozukluklara neden olan resesif alleller
yoniinden tasiyict olmamas1 gerekmektedir. Entansif yetistiricilikte, istenmeyen bir
Ozelligin ortaya g¢ikmasmna neden olan allelin yavrulara ge¢mesini Onlemek icin,
damizlik erkegin genotipinin belirlenecegi bir sisteme gerek duyulmaktadir. Yiginsal
liretimin yapilmasinin zorunlu oldugu et ve siit iiretimi amaciyla yetistirilen yiiksek
verimli elit sigir wklarmin damizliklarinin rka 6zgii kalitsal hastaliklar yoniinden

kontrol edilmeleri zorunludur.

Zararh resesif genlerin belirlenmesi ve popiilasyondan uzaklastirilmasi, hayvan 1slah1 ve
hayvan yetistiriciliginde onemli bir yer tutmaktadir. Hayvan yetistiriciliginde temel
amacin yliksek verimli hayvanlarin yetistirilmesinin oldugu diisiiniildiigiinde, yetistirme
ve seleksiyon programlarinin planlanmasi asamasinda, verimi olumsuz yonde etkileme
potansiyeline sahip kalitsal hastaliklar g6z ardi edilmemelidir. Geligmis iilkelerin hemen

hepsinde kullanilan damizlik hayvanlar, enfeksiyoz hastaliklar haricinde kalitsal



hastaliklar yoniinden de taranmaktadir. Ornek olarak, sigirlardaki kalitsal hastaliklar
icin Danimarka’da 1989 yilindan beri yiiriirlikte olan bir gozetim sistemi
olusturulmustur (12). Hatta Holstayn irkinda kirmizi- beyaz alacalik gibi verime etkisi
olmayan ancak yetistiriciler tarafindan istenmeyen ozelliklere sahip bireyler bile
belirlenerek popiilasyonlardan c¢ikarilmaktadir (7). Sigr yetistiriciliginde kalitsal
hastaliklarin sebep olabilecegi verim kaybi riski ancak suni tohumlama amaciyla sigir
yetistirilen isletmelere girecek boga adaylarinin, kullanimi kolay 6zel DNA temeli
testler ile incelenerek tasiyicilarin ayiklanmasi ile en aza indirilebilir (7). Genetik
hastaliklarin kontroliindeki en onemli sikintilardan biri kalitsal hastalifa sebep olan
resesif allelin varligimin belirlenmesine kadar gecen siirede bu allelin frekansinin
popiilasyon icinde zaten yiiksek bir frekansa ulagsmis olmasidir (7). Ashinda, genel
olarak bir kalitsal hastaligin agiga ¢ikmasi, mutasyonun ilk olarak ortaya ¢iktigi disi ve
erkek atalarin ciftleserek popiilasyona bu mutant alleli yaymalarindan ¢ok sonra ortaya
cikar (7). Bu arada mutant allel zaten sigir popiilasyonlarina yayilmis olur (7). Bu
duruma en giizel 6rnek, tasiyicilarinin teshisinin yapilabildigi 1990 yilia kadar tim
diinyadaki Holstaynlara yayilan ve mutant allelin ilk olarak 1952 dogumlu bir bogada
ortaya ¢iktifit BLAD’1 verebiliriz (7). Bu nedenle miimkiin oldugu kadar erken bir
siirede, mutasyona ugramis iki allelin homozigot oldugu genotip ile fizyolojik bir
anormalligin, biyokimyasal bir bozuklugun veya bir enzim yetmezliginin goriildiigii
fenotipin iligkilendirilmesi gereklidir (7). Bir anormalligin gercekten genetik kaynakli
oldugunu arastiricilara diistindiirecek tic durum vardir (7). Bunlardan birincisi, bu
anomali akrabalik iliskisi olan hayvanlarda daha ¢cok gozlenmektedir (7). Ikincisi, yilin
tiim sezonlarinda ve farkli cografik bolgelerde yetistirilen hayvanlarda goriilmektedir ve
liclincii olarak da Inbreding diizeyinin artmasi durumunda anormal yavrularin
frekansinin artmasidir (7). Bu da bireyin iyi tutulan pedigri kayitlarinin incelenmesi ile

belirlenebilir.

Evcil hayvanlardaki kalitsal hastaliklarin bir¢ogu insanlarda belirlenen kalitsal
hastaliklarin benzeridir. Bu nedenle hayvanlarda goriilen kalitsal hastaliklarin
sebeplerinin belirlenmesinde ve tasiyici bireylerin teshisinde insanlarda goriilen kalitsal
hastaliklarin tam1 yontemlerinden yararlanilmaktadir (13). Son elli yilda yaygin
yetistiriciligi yapilan sigir wklarinda 300 civarinda kalitsal bozukluk bildirilmistir (12,
13). Bunlardan tiim diinyada yaygin olarak yetistiriciligi yapilan irklarda en yaygin

goriilen ve genetik temeli bilinen kalitsal hastaliklar sunlardir;



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

Sigir 16kosit baglanma yetmezligi (BLAD), Holstayn sigir wkinda goriilen ve hasta
buzagilarin dogumdan sonraki bir yil igerisinde tekrarlayan mukozal enfeksiyonlar
sonucunda Olmesi ile karakterize, otozomal resesif kalitsal bir hastaliktir (8, 14).
Bozukluk, ilk olarak 1990 yilinda ABD’de belirlenmis ve sigir graniilopati sendromu
olarak adlandirilmistir (15). Yangt durumunda l6kositlerin damar duvarimi gecerek
yang1 bolgesine ulagmalari; hiicre zarlarinda bulunan a ve B olarak adlandirilan iki alt
initeden olusan, lokointegrin reseptorleri sayesinde olur (4). Hastalik, damarlarda
endotel-16kosit baglanmasii saglayan CD11\CD18 kompleksinin alt iinitesi olan ve
16kosit hiicre zarindaki CD18 glikoproteinini kodlayan genin 383 pozisyondaki guanin
organik bazinin, adenin ile yer degistirmesine neden olan bir nokta mutasyonu sonucu
olusmaktadir (8). Meydana gelen bu degisiklik CD18 geni tarafindan kodlanan CD18
glikoproteininin 128. amino asidi olan aspartik asidin—glisine doniismesine neden olur
(4, 16, 17). Bu amino asit degisikligi, yavruda olusan yangi durumunda l6kositlerin
damar endotel hiicrelerine baglanarak damar duvarindan gegislerini saglayan f3, integrin
molekiiliiniin sentezinin bozulmasina neden olmaktadir (18, 19). Lokointegrin
kompleksinde olusacak bir bozukluk, l6kositlerin damar digina ¢ikamayarak lezyonlu
dokuya ulasmalarin1 engeller (20). Hasta buzagilarin sindirim kanalinda, agiz
mukozasinda genis ve yaygin iilser, dis etlerinde dis eti iltihab1 ve erken dis kaybi,
siddetli ve iyilesmeyen bir ishal, solunum sistemlerinde bronsit ve pnomoni goriiliir (1,
8). Uygulanan tedavi sonrasinda klinik belirtiler ortadan kalksa bile, tedavi bitimini
takiben kisa siirede klinik goriiniimii tekrarlar (2). Hasta buzagilarda araliklarla yapilan
kan sayiminda ¢cogunlugunu notrofil 16kositlerin olusturdugu devamh bir 16kosit artigi
goriilir (1, 21). Saglikli bir sigirmn 1 mm3 kaninda 8.000 adet 16kosit sayilirken, hasta
buzagilarda bu sayr 100 000’den fazladir (1, 21). Hasta buzagilarda biiylime geriligi ve
asirt zayiflik goriiliir (1). Hasta buzagilarin viicut agirliklart yasitlarimin ancak %50-60°1
kadardir (1). Hasta hayvanlarda dogumdan sonraki ilk bir yil icerisinde tekrarlayan

mukozal enfeksiyonlar sonucu 6liim goriilmektedir (1, 8, 21).



2.2. URIDIN MONOFOSFAT SENTETAZ EKSIiKLiGi (DEFICIENCY OF
URIDINE MONOPHOSPHATE SYNTHASE, DUMPS)

Holstayn sigir wrkinda goriilen {iiridin monofosfat sentetaz eksikligi (DUMPS),
homozigot durumda embriyonun gebeligin yaklagik 40. giiniinde 6liimii ile karakterize
olan otozomal resesif kalitim sekli gosteren kalitsal bir hastaliktir (10, 22). Hiicrelerde,
iridin monofosfat sentetaz enzimi (UMPS) orotik asit tarafindan pirimidin niikleotidin
esansiyel bileseni olan iiridin monofosfata doniistiiriilmektedir (23). Hasta hayvanlarda,
UMPS enzimini sentezleyen genin 405. kodonunda meydana gelen bir nokta
mutasyonu, UMPS geninde erken bir stop kodonunun olusmasina neden olarak
fonksiyonel yonden bozuk bir protein sentezletir (24, 25). Bu durumda orotik asit,
iridin monofosfata cevrilememektedir (22, 26, 27). Genetik yapilarinda DUMPS genini
tagiyan tasiyici hayvanlar ile normal hayvanlar arasinda dogum agirliklari, biiyiime ve
beden dlg¢iileri bakimindan istatistiksel olarak tagiyici-normal ayiriminmi yaptiracak kadar
onemli farkliliklar bulunmadigi bildirilmistir (28). Tasiyict hayvanlarda biiyiime ve
gelismenin normal oldugu, tasiyict disilerin laktasyon donemlerinde siit ve
idrarlarindaki orotik asit miktarimin daha fazla oldugu bildirilmistir (28). Tasiyict
hayvanlarin dokularindaki UMPS aktivitesi, saglikli bireylerdekinin yaris1 kadar
olmasina ragmen, fenotipik olarak normal goriinmektedir (29). Tasiyic1 bireylerin
pedigrileri incelendiginde Kuzey Amerika’da 1988-1992 yillarinda en fazla tasiyici
yavruya sahip boganin Happy-Herd Beautician adli boga oldugu, ikinci sirada ise
Needle-Lane Jon-Red adli boganin oldugu belirlenmistir (27). Bu kalitsal hastaliga
neden olan mutant allele ABD, Almanya, Kanada, Macaristan ve Hindistan’ da

yetistirilen Holstayn’ larda da rastlandig1 bildirilmistir (27).
2.3. MiYOKLONUS

Miyoklonus, Avustralya’da yetistirilen Hereford ve Hereford melezlerinde goriilen,
otozomal cekinik Ozellik gosteren kalitsal bir hastaliktir (30). Miyoklonus homozigot
buzagilarin iskelet kaslarinda istemsiz olarak aniden baglayan kasilmalarla karakterize
olan merkezi sinir sitemi hastaligidir (31). Hastalik beyin sap1 ve omuriligin en énemli
inhibitor ndrotransmiteri olan glisin amino asidinin baglandig glisin reseptoriiniin (Glyr)
o; alt Unitesinin ikinci ekzonunda bulunan 156. niikleotidinde bir sitozin-adenin
degismesine (156 C—A) neden olan nokta mutasyonu sonucu ortaya ¢ikar (31). Meydana

gelen bu mutasyon sonucunda Glyr geninde prematiir bir “stop” kodunu olusur (32). Bu
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da glisin amino asitini taniyan reseptoriin olusmasini engeller (32). Hasta buzagilarda
gorsel, isitsel ve dokunma ile uyarildiklarinda ani ve siddetli kas kasilmalar1 ve titreme
goriiliir (25). Hasta embriyolarda, intra uterin donemde kontrolsiiz kas tetanilerinin
goriildiigii ve bu kontrolsiiz kasilmalarin bazen de embriyonik donemde kemik
kirilmalarma sebep olabildigi bildirilmistir (25). Histo-patolojik incelemelerde, hasta
buzagilarin merkezi sinir hiicrelerinde hastaligin tammmasini kolaylastiracak patolojik bir

bulguya rastlamilmaz (31, 32).
2.4. SITRULIN BiRIiKiMi (CITRULLINAEMIA)

Holstayn s1gir irkinda goriilen sitriilin birikimi, iire dongiisiiniin bozulmasina neden olan
otozomal c¢ekinik bir kalitsal hastaliktir (10, 33). Hastalik, iire dongiisiin sirasinda ortaya
cikan sitrulinin, arginosiiksinata cevrilmesini saglayan arjinosiiksinat sentetaz (ASS)
enzim enzimini kodlayan genin 59. ekzonunda meydana gelen bir nokta mutasyonu
sonucu ortaya ¢ikmaktadir (25). Saglikli sigirlarda ASS 412 amino asit igeren protein
molekiiliinden olugmaktadir (25). Bu kalitsal hastaligin ASS enzimini kodlayan genin 5.
ekzonunda gozlenen C86T transisyon mutasyonunun sigirlarda sitriilin birikimine neden
oldugu belirlenmistir (33). Meydana gelen bu mutasyon sonucu, amonyagin iireye
cevrilmesi asamasinda, amonyaktan daha toksik bir iiriin olan sitriilinin, arginosiiksinata
cevrilemeyerek viicutta birikmesine neden olmaktadir (34). Hasta buzaglarin
kanlarinda, serebrospinal sivilarinda, goz sivilarinda ve beyin dokularinda sitriilin
konsantrasyonu yiiksektir (24). Devamli kotiilesen nérolojik bulgular goriiliir ve hasta
buzagilar dogumu takiben bir hafta icinde oliirler (10). Bu kalitsal bozukluktan
etkilenmis buzagilar normal goriiniislii olarak dogarlar (10). Dogumdan sonraki ikinci
giinde buzagilarda depresyon, dil ¢ikarma ve az beslenme gibi belirtiler goriiniir (10).
Uciincii giinde, bu buzagilarin amagsiz hareket ile dnlerindeki herhangi bir engele veya
duvara baglarin1 dayayarak durduklar1 goriiliir (10). Etkilenmis buzagilarda bulgular 3-5
giin arasinda hizla kétiilesir ve buzagilarda korliik gelisir, hasta buzagilar kollapsa
girerek 12 saat icinde Oliirler (10). Hastalik, Avustralya’ya yiiksek siit yagi oranina
sahip oldugu icin bu iilkede yaygin olarak kullanmilmis olan ABD kokenli Linmack Kriss
King isimli bogaya ait spermalar ile bulasmistir (6). Avustralya’da 1980’li yilarda suni
tohumlamada kullanilan tiim bogalarinin %75’ inin bu boga ile akraba oldugu ve bu

bogalarin %13’iiniin ise citrullinemia tasiyicis1 olduklar1 bildirilmistir (6). Daha sonra
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bu kalitsal hastaligin ABD, Kanada, 1ngiltere, Almanya, Yeni Zelanda ve Hindistan’da
da yetistirilen Holstaynlarda goriildiigii bildirilmistir (24).

2.5. SIFEROSITOZIS

Bu hastalik Japon yerli Siyah (Wagyu) sigirlarinda, hasta buzagilarda yaygin hemolitik
anemi ve biiylime geriligi ile kendini gosteren ve dominat kalitim sekli gosteren kalitsal
bir hastaliktir (35). Hasta buzagilarda alyuvarlar osmotik olarak kirillgan hiicre zarina
sahiptirler (25). Hastalik alyuvar hiicrelerinde anyon tastyicist olarak gorev yapan AEI
glikoproteininde meydana gelen mutasyon sonucu ortaya c¢ikar (25). Bu kalitsal hastalik
insanlardaki ayn1 genin 646. kodonuna denk gelen yerinde meydana gelen bir mutasyon
sonucu olusur (25). Mutasyon arjinin amino asidini kodlayan CGA kodonunu stop
kodonu olan TGA’ ya doniistiiriir (25). Meydana gelen bu mutasyon, AE1 glikoprotein
eksikligine, AE1 eksikligi ise cok sayida kararsiz kirmizi kan hiicre membram iiretimine

ve bunun sonucunda da anemi ve biiyiime geriligine neden olmaktadir (25, 35).

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

Kalitsal ¢inko yetmezligi (HZD) ilk olarak 1951 yilinda Iskogya’ da yetistirilen
Holstayn’larda bildirilmistir (36). Hastalik, 1970°li yillarda Danimarka, Hollanda,
Almanya ve Italya’da, 1980’1i yillarda ise Irlanda, Ingiltere ve Fransa’da bildirilmistir
(36-38). Adema hastalig1 ve A46 gibi birka¢ ismi olan kalitsal ¢inko eksikligi hastalig1
arttk HZD olarak isimlendirilmektedir (36). Hastalik otozomal resesif bir kalitim sekli
gostermektedir (37, 38). Hastalik cinkonun bagirsaklardan emilmesinde gorev alan
cinko emilim protein ailesine ait bir proteinin anormal fonksiyonu sonucu olusur (36).
Hastaliga SLC39A4 geninde meydana tek bir niikleotid yer degisimi neden olur (36).
Hastalik, normal serum cinko diizeyi ile dogan hasta hayvanlarda, dogumu takip eden
bir hafta boyunca ¢inkonun bagirsaklarda yetersiz emilimine bagh olarak serum ¢inko
seviyesinde devamli bir azalma goriiliir (36). Serum ¢inko seviyesinde ki bu azalma
sonucu hasta hayvanlarda devamli ishal, paraketozis, deri lezyonlari, timusda korelme
ve kil dokiilmesi goriiliir (25, 37-39). Deri lezyonlar1 ¢ogunlukla agiz, goz, kulak
dipleri, eklemler, toraksin alt kisimlari, abdomen ve bacaklarda goriiliir (36). Ayrica
hasta hayvanlarda stomatitis, yemede azalma ve biiylime geriligi goriiliir (39). Yiiksek

dozda ¢inko verildiginde hasta hayvanlarin diizeldigi goriiliir (39).
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2.7. SIGIR KLAUDIN-16 (CL-16) EKSIKLiGi SENDROMU

Klaudin-16/paracellin-1 (CL-16/PCLN-1) eksikligi sendromu, Japon Yerli Siyah
(Wagyu) sigir wkinda goriilen otozomal c¢ekinik kalitsal bir hastaliktir (40). Hastalik
biiylime geriligi, tirnaklarda asir1 biiyiime, ciddi bobrek bozukluklari, kanda iire, nitrojen
ve kreatinin diizeyleri ile idrarda protein diizeyinde diizensizlikle kendini gostererek,
kronik bobrek yetmezligi gibi klinik semptomlar gosterir (40). Hasta buzagilarin
bobreklerinin histolojik incelemesinde bobrek paransim dokusunun fibroz doku ile yer
degistigi, bobrek medulla ve korteksinin mononiiklear hiicre invazyonu ve normal tubul
ve glomerulus sayisinda azalma goriiliir (41). Hastalik Japon Siyah sigirlarinda renal
tubuler displazi olarak da bilinir (40). Hastalik, CL-16 geninin ilk dort ekzon bdlgesini
iceren 37 kilo bazlik bolgenin delesyonu sonucu meydana gelmektedir (42). Hastalik et
kalitesi yoniinden iyi ailelerin 6zellikle tosunlarinda goriildiigii icin yetistiriciler agisindan

onemli ekonomik kayiba neden olmaktadir (40).
2.8. FAKTOR XI EKSIKLIiGi (FXI)

Faktor XI eksikligi, sigirlardan once insan ve kopeklerde belirlenmistir (43). Faktor XI
eksikligi Holstayn ve Japon siyah sigir rklarinda goriilmiistiir (44). Hastaligin faktor XI
geninin 12 numarali ekzonuna 76 baz eklenmesine neden olan bir mutasyon sonucu
meydana geldigi belirlenmistir (5, 43). Hastalik Hemofili C olarak da bilinmektedir
(25). Faktor XI eksikligine neden olan mutant allel yoniinden homozigot ve heterozigot
buzagilarin, homozigot normal buzagilara oranla daha diisiik dogum agirligi ve yasama
giicli gosterdigi bildirilmistir (45). Ayrica bu mutant allel yoniinden homozigot ve
heterozigotlarin, homozigot normallere gore enfeksiyoz hastaliklara yakalanma
olasiliklarinin daha yiiksek oldugu belirlenmistir (45). Hasta hayvanlarda d6l tutmama,

anemi, metritis, mastitis, pndmoni ve uzayan kanamalar goriilebilir (46).
2.9. MiYOFOSFORILAZ EKSIiKLiGi (GLIKOJEN DEPO HASTALIGI TiP V)

Etci bir sigir irki olan Sarole irkina 6zgii kalitsal bir hastalik olan miyofosforilaz
eksikligi, dokularda patolojik olarak glikojen birikmesi ile karakterize, otozomal resesif
bir kalitim sekli gostermektedir (10, 47). Hastaliga miyofosforilaz geninin 489. kodonun
12. ekzonunda meydana gelen bir nokta mutasyonu neden olmaktadir (25). Bu
mutasyon, genin 489. kodonunun kodladigi arjinin amino asitinin (CGG), triptofan
amino asitine (TGG) doniismesine neden olmaktadir (48). Bu mutasyon sonucunda

miyofosforilaz geninde daha 6nce bulunmayan bir Styl restriksiyon enzim tanima
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bolgesi olugmakta ve bu degisim polimeraz zincir reaksiyonu restriksiyon parcacik
biiyiikliikk polimorfizmi (PCR-RFLP) yardimiyla belirlenebilmektedir (48). Sigirlarda
glikojen depo hastaligi tip V, ilk olarak Kuzey Amerika’da yetistirilen Sarole wrki
sigirlarda bildirilmistir (48). Sarole sigirlarinda glikojen depo hastaligi tip V’in klinik
belirtileri genellikle birka¢ haftalik veya birka¢ aylik buzagilarda eksersize bagli olarak
ortaya ¢ikmaktadir (48). Kas glikojen fosforilaz veya miyofosforilaz yetmezligi olarak
da adlandirilan hastalik birka¢ ayliga kadar olan buzagilarda goriilmektedir (48).
Hastalik homozigot hasta buzagilarda egzersiz intoleransi, kas agrisi, tekrarlayan
miyoglobiniiri, kahve renkli idrar ve plazma kreatin kinaz seviyesinde artis ile kendini
gostermektedir (10, 49). Benzer kalitsal hastalik insanlarda McArdle’ s hastaligi olarak
adlandirilmakta ve hastalik kaslarda glikojenin glikoz-1-fosfat’a ¢evrilmesini saglayan

miyofosforilaz enziminin eksikligine neden olmaktadir (48, 49).
2.10. BATTEN HASTALIGI (SINIiRSEL KEROID LiPOFUSINOZ, NCLs)

Hastalik insanlarda, kopeklerde, Siyam kedilerinde, South Hampshire koyunlar1 ve
Avustralya Devon sigir irkinda goriilen bir resesif lizozomal depolama hastaligidir (50,
51). Viicut hiicrelerinde intraselliiler boslukta florosan lipopigment birikimi goriiliir
(51). Lipopigment parcaciklar1 pankreas, karaciger, bobrek ve beyin dokusundan izole
edilir (50). Batten hastaligi, beyin dokusunda atrofi ve viicut sinir hiicrelerinde fluoresan

madde birikimi ve retinal atrofi ile teshis edilir (50-53).
2.11. ALFA MANNOSIDOZIS

Angus, Galloway, Murray ve Brangus irki sigirlarda goriilen, otozomal resesif kalitim
sekli gosteren kalitsal bir hastaliktir (54). Hastallk Avustralya, Iskogya ve Kuzey
Amerika’da bildirilmistir (55). Hastalik, lizozomal alfa-mannosidoz geninde meydana
gelen bir nokta mutasyonu sonucunda alfa-mannosidoz enziminin yetmezligine sebep
olan otozomal resesif lizozomal depo hastaligidir (55). Hastalik, Angus, Murray ve
Brangus wrklarinda ilgili genin 961 numarali niikleotidinde olusan nokta mutasyonu
sonucu, Galloway 1rki sigirlarda ise genin 662. numarali niikleotidinde meydana gelen
nokta mutasyonu sonucu ortaya ¢ikmaktadir (55-57). Hastaligin molekiiler mekanizmasi
wrklara gore farklilik gostermektedir (55). Meydana gelen mutasyon Angus, Murray ve
Brangus irklarinda ilgili genin 961 numaral timin niikleotidinin sitozine doniismesiyle
16sin eksikligine, Galloway irki sigirlarda ise genin 662 numarali guaninin niikleotidinin

adenin niikleotidine doniismesiyle histamin eksikligine neden olmaktadir (56, 57).
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Galloway ve Angus ki ile Angus ki tiirevleri olan Murray ve Brangus wrklarimin
Iskogya kokenli oldugu ve meydana gelen nokta mutasyonlarmin Iskogya’da ortaya
cikip, diinyanin diger bolgelerine yayildigi bildirilmistir (25). Yeni Zelanda’da 1974
yilinda kontrol programi dncesinde her yil yaklasik olarak 3000 Angus buzaginin bu
kalitsal hastaliktan etkilenmis olabilecegi bildirilmistir (25). Tollersrud ve arkadaslar1
tarafindan (1997) sigir geninin 16 kb agirliginda ve 24 ekzon uzunlugunda oldugu rapor
edilmistir (25). Hasta Angus buzagilarmin biiyiik ¢cogunlugu canli dogar, ancak bu
buzagilarda bagsta titreme, ataksi ve sinirlilik gibi ve giderek siddetlenen klinik
semptomlar sonucunda fel¢ ile bunu takiben oliim sekillenir (25). Hasta Galloway
buzagilarda ise semptomlar Angus’lardan daha siddetlidir ve hasta buzagilarin ¢ogunda

abort veya erken dogum goriiliir (55).
2.12. KASSEL HIPERTROFi (MUSCULAR HYPERTROPHY)

Kas hipertrofi hastalii, etci sigir wklarindan Piedmontes ve Belgika Mavisi ki
sigirlarda goriilen ve otozomal ¢ekinik kalitim sekli gosteren kalitsal bir hastaliktir
(58).Iskelet kaslarinda goriilen hipertrofinin ilk olarak bildirilmesi 1807 yilina kadar
uzanir (58). Bircok sigir irkinda goriilen ve “cift kashlik” olarak da isimlendirilen kas
hipertrofisi baglangicta degerli etlerin fazlalifindan dolayr istenen bir ozelliktir (58).
Bozukluk sigir miyostatin geninde meydana gelen 11 b¢’lik bir delesyon sonucu ortaya
cikmaktadir (59) Homozigot hayvanlarda, yaklasik %20 oranminda kas artis1 ancak
iskelet kaslar1 disinda diger tiim organlarin biiyiikliiglinde azalma goriilmektedir (25,
60). Bu duruma neden olan gen yoniinden homozigot olan hayvanlarin disilerinde siit
veriminde ve fertilitede diisiikliik, homozigot erkeklerde ise solunum sistemi hastaliklar1

oraninda artisa bagl olarak iiretici i¢in ekonomik kayba neden olmaktadir (61).
2.13. SEDIAK-HIGASI (CHEDIAK-HIGASHI) SENDROMU

Sediak-Higasi sendromu, Japon Siyah sigir1i, Hereford ve Brangus irki sigirlarda
goriilen, otozomal cekinik kalitim sekli gosteren kalitsal bir hastaliktir (62-64). Hastalik
sigirlar disinda insanlarda, minklerde, kedilerde, farelerde ve tilkilerde de goriilmektedir
(64). Lizozomal bir bozukluk olan Sediak-Higasi sendromu sigir karyotipinin 28.
kromozomu iizerinde bulunan ve lizozomal tasimay1 diizenleyen ve lizozamal sindirim
ile ilgili LYST geninde meydana gelen bir mutasyon sonucu ortaya c¢ikmaktadir (25,
65). Hasta hayvanlarda klinik olarak kismi albinizim, enfeksiyona yatkinlik, pihti

olusumundaki bozukluk sonucu ortaya ¢ikan kanamalar goriilmektedir (64, 65).
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2.14. AKCAAGAC SURUBU IDRAR HASTALIGI (MAPLE SYRUP URINE
DISEASE, MSUD)

Hastalik ilk olarak 1980’1l yillarda Avustralya’da yetistirilen Poll Hereford ki
sigirlarda gozlenmistir (6). Daha sonra Sorthorn wkinda da bu kalitsal hastaligin
goriildiigi bildirilmistir (6). Hastalik sinirsel semptomlarla karakterize otozomal ¢ekinik
bir hastaliktir (66, 67). Hastalik ismini, hasta hayvanlarin idrarlarimin ak¢aaga¢ surubu
kokusunda olmasindan almaktadir (68). Hastalik, a-keto asitlerin metabolize
edilmesinden sorumlu genin El-a alt iinitesinin alti numarali kodonunda bir sitozin
bazinin timin bazi ile yer degismesiyle, arjinin kodonunun erken bir stop kodonuna
doniismesine neden olan bir nokta mutasyon sonucu olusur (32). Meydana gelen bu
degisim, a-keto-asit dehidrojenaz enzim eksikligine neden olmaktadir (33). Hastalik
merkezi sinir sistemini etkileyerek; depresyona, bunu takiben komaya yol acarak hasta

hayvanlarda 48-72 saat i¢inde 6liim ile sonuglanir (25).
2.15. SPINAL MUSCULAR ATROFI (SMA)

Spinal muscular atrofi, Isvigre Esmeri sigir irkinda goriilen otozomal ¢ekinik bir kalitsal
hastaliktir (69). Hastalifa sebep olan gen sigir karyotipini 24. kromozomunun distal
parcasindadir (7). Hastalik ABD ve Avrupa’daki Isvicre Esmerlerinde goriilmektedir.
Ancak Holstayn’larda goriildiigii bildirilmistir (7). Hastalik, hasta hayvanlarda motorik
fonksiyon kaybi, titreme, durus bozuklugu gibi semptomlarla karakterizedir (69-71).
Semptomlar dogumu takiben ilk 6 hafta icerisinde goriilmeye baslar ve bunu takip eden
birka¢ hafta icerisinde de 6liim sekillenmektedir (25, 72). Hasta buzagilarda defekasyon,
irinasyon, istah ve emme refleksi vardir (7). Cogunlukla hasta buzagilar dogumu takiben
ayaga kalkamazlar (7). Goriilen semptomlar cogunlukla beyaz kas hastaliginin
semptomlarina benzerdir (7). Hasta buzagilarda 6liim, semptomlarin ortaya ¢ikmasini
takip eden 2-4 hafta icinde solunum kaslarindaki felgten kaynaklanmaktadir (36).
Histopatolojik incelemede kas liflerinde atrofi, omurilikte aksonal dejenerasyon ve motor

noron kaybi goriiliir (36).
2.16. TiBIAL HEMIMELIA (DOGUSTAN TiBiA YOKLUGU)

Tibial hemimelia, Gallowy sigir wrkinda goriilen, otozomal, cekinik kalitim sekli
gosteren kalitsal bir hastaliktir (73, 74). Sorthorn 1rki buzagilarda da benzer semptomlar
goriilmiistiir (73) Hastalik tibia yoklugu, abodominal fitik ve kranial kemiklerde

defektlerle kendini gosteren multipe kongenital anomali sendromudur (25). Bu
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sendromla dogan buzagilarin her iki tibialarinda kisalma, malformasyon veya tibia
kemiklerinin tamamen yoklugu goriilir (25). Bu defektlerle dogan buzagilar ayaga

kalkamaz ve dogumu takip eden kisa bir siire sonra buzagilar Sliirler (25).
2.17. SINDAKTILI (SYNDACTYLY)

Sindaktili yeni dogan buzagilarda, fotal donemde bir veya daha ¢ok ayaktaki III. ve IV
parmak kemiklerinin kaynasmasi veya kismen veya tamamen ayrilmamasi ile
karakterize kalitsal bir bozukluktur (7, 25). Katir ayaklilik olarak da adlandirilan
sindaktili bir¢ok iilkede yetistirilen Holgyan’larda dahil bir¢ok irkta bildirilmistir (25).
Bozukluk inkomplet penetrans gosteren monogenik resesif kalitim gosterir ve sindaktili

lokusu s1g1r karyotipini 15. kromozomunda lokalize olmustur (75).

2.18. KONJENITAL ERITROPOETIK PORFIiRIYA (CONGENITAL
ERYTHROPOIETIC PORPHYRIA)

Sigirlarda goriilen konjenital eritropoetik porfiriya, hemoglobinin yapiminda kullanilan
hem biyosentezindeki enzim yetmeligi sonucu olusur (7). Sigirlarda bu kalitsal
bozuklugun molekiiler temeli heniiz belirlenmemistir (25). Klinik olarak 1518a
duyarlilik, yeni dogan buzagilarin kemiklerinde ve dislerinde kahverengi renklilik,
kronik hemolitik anemi ve biiylime geriligi goriiliir (25). Ayrica hasta buzagilar giinese
ciktiklarinda, derinin pigmentsiz alanlarinda dermal nekroz, ve subepidermal su dolu

keseciklerin olustugu goriiliir (7).
2.19. KALITSAL GUATR

Boynun oniinde sismeye sebep olan tiroit bezinin kalitsal olarak biiylimesi Afrikander
sigir rkinda goriiliir (76). Otozomal resesif kaliim yolu izleyen bu hastalik sigirlar
disinda keci ve insanlarda da bildirilmistir (25, 76). Afrikander sigir irkinda kalitsal
guatr, tyrogobulin geninini 9. ekzonunda meydana gelen anlamsiz bir mutasyon sonucu

gelisir (25). Hasta hayvanlarda tyroglobulin seviyesinde azalma goriiliir (76).
2.20. KOMPLEKS VERTEBRAL MALFORMASYON (CVM)

Kompleks vertabral malformasyon (CVM), Holstayn sigirlarinda goriilen otozomal
cekinik kalitim sekli gosteren, oOldiiriicii kalhtsal bir hastaliktir (77-81). Bu kalitsal
hastalik, s1@ir karyotipinin iiclincii kromozomunda bulunan UDP-N-asetilglukozamin
tranporter proteinini kodlayan SLC35A3 genin 559. niikleotid pozisyonunda bir guanin

niikleotidinin timin niikleotid ile yer degisimine neden olan nokta mutasyonu sonucu
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olusmaktadir (78, 80, 82, 83). Bu mutasyon sonucunda SLC35A3 proteininin 180.
pozisyonunda bulunan valin amino asiti fenilalanine (V180F) doniisiir (23, 83, 84).
SLC35A3 geni alt1 ekzondan olusmustur (85). SLC35A3°den olusan ¢6ziicii tasiyic1 enzim
ailesi sitosol limeninde endoplazmik retikulum (ER) ve golgi aygitina niikleotid-sekerleri
tasir (86, 87). Tasima isleminde luminal toplanmayi siirdiiren bir mekanizma
bulunmaktadir (87). Hiicre zarimin geg¢irgen olmamasindan dolayr niikleotid-sekerler
sitozolde sentezlenir ve kullanilmadan Once aktif olarak tasinmak zorundadir (86). ER ve
golgi aygitinda seker zincirleri glikotransferaz enzimi kullanilarak glikoprotein, glikolipid
ve uzun zincirli karbonhidrat molekiillerine sentezlenmektedir (86). Bu nedenle
SLC35A3’den olusan coziicli tasiyict enzim ailesi niikleotid-seker tasiyicilart (NSTs)
olarak hastalik gelisiminde temel rol oynamaktadir (86).

2.20.1. Homozigot CVM’li Bireylerde Klinik Goriiniim

Kompleks vertabral malformasyon, homozigot buzagilarda kompleks anomaliler, anterior
ve posterior bacak eklem yerlerinde eklem sertligi ve st omurlarinda birden ¢ok
deformasyonlarla karakterizedir (88). Kompleks vertabral malformasyon, embriyo
Oliimlerine, abortlara ve Olii dogumlara sebep olmaktadir (77, 80, 83). Bu kalitsal
hastalikta c¢ogunlukla, kongenital biiyiime yetersizligi, omurganin boyun ve sirt
omurlarinda kisalik, metakarpofalangeal ve metatarsofalangeal eklemlerinde yapismalar,
simetrik eklem sertligi, kafatasindan kuyruk sokumuna kadar uzanan omurga dizisinin
boyun ve sirt omurlarinda birden fazla omurun anatomik olarak tam olmayisi, omurga
kemerinin lateral egriligi, omurga kemiklerinde yapisma ve 6lii dogum ile karakterizedir
(89, 90). Bu Kklinik belirtilerden en Onemlisi ve embriyo i¢in Oliimciil olam omurga
kisaligidir (12). Hastaliktan etkilenmis embriyolarin %50’sinde kalp anomalisi
goriilmiistiir (85). Mutant allel yoniinden homozigot fotuslarin yarisinda cogunlukla
gebeligin. 100 ila 260. giinlerinde fotal 6lim sekillenmektedir (88). Bazi vakalarda 260.
giinde fotal Sliimlerin sekillenmedigi de bildirilmistir (91). Bu hastaliktan etkilenen
buzagilar nadirde olsa canli dogabilmektedir (91). Ancak dogan yavrularin yasama sanlari
olmadig1 ve siddetli iskelet anomalileri gosterdikleri i¢in insani sebeplerden dolay1
bunlara otanazi uygulanmaktadir (91). Bu kalitsal hastalik yoniinden heterozigot

bireylerde her hangi bir klinik belirti goriilmemektedir (83).
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2.20.2. CVM’nin ilk Kez Belirlenmesi ve Yayihist

Hastalik ilk olarak 1999 yilinda Agerholm ve arkadaglar tarafindan Danimarka’da
yetistirilen Holstaynlar’da belirlenmistir (78, 79, 85, 89). Daha sonra 1ngiltere, Cek
Cumbhuriyeti, Polonya ve Hollanda gibi Avrupa iilkelerinde CVM'li Holstayn buzagilarin
goriildiigii bildirilmistir (81, 88, 90). Avrupa disinda ABD ve Japonya’ daki Holstayn
populasyonunda CVM’ye neden olan mutant allelin varhig: bildirilmistir (88, 90). Bu
kalitsal hastalik ilk olarak Danimarka’da belirlenmesine ragmen su anda diinyada
Holstayn yetistiriciligi yapilan bir¢ok iilkede CVM’ye neden olan mutant allelin varhigi
bildirilmistir (92-95). Danimarka’ da 1999 yilinda suni tohumlamada kullamlan bogalarin
%31 nin, Japonya’ da 2001 yilinda taranan 40 boganin %32,5’ nin, ABD’ de 2006 yilinda
incelenen 11868 hayvanin %17,76’simin, Almanya’da 2003 yilinda incelenen 957
hayvanin %13,20’sinin ve isve¢’de 2004 yilinda incelenen 228 hayvanin %23’inin CVM

tasiyicist olduklart belirlenmistir (83).

Tablo 2.1. Diger iilkelerdeki Holstayn bogalar arasinda CVM tastyicilarinin sayilar: ve goriilme sikligi.

Ulke Te§t edilen | CVM taslyl'(.:l boga Referans
boga sayisi sayisl ve yiizdesi

. Holstein Association USA
Amerika 11868 2108 % 17.76 (2006)
Almanya 957 126 % 13.20 | Konersmann et al. (2003)
1svigre 228 53 % 23.00 | Berglund et al. (2004)
Japonya 40 13 % 32.50 | Nagahata et al. (2002)
Danimarka - - % 31.00 | Thomsen et al. (2006)

Hasta yavrularm pedigrileri incelendiginde hepsinin 1974 yilinda ABD’de dogan ve iistiin
verim Ozellikleri nedeniyle tiim diinyada suni tohumlama istasyonlarinda yaygin olarak
kullanilan Carlin-M Ivanhoe Bell isimli boga ile akraba olduklar1 belirlenmistir (23, 79,
83, 91, 93). Bell diinyanin her yerinde {istiin siitciililk ozellikleri nedeniyle siit
sigirciliginda yaygin olarak kullanilmigtir ve onun kizlarmin siit verimi bundan
etkilenmistir (90). Bu boganin pedigrisi incelendiginde, CVM disinda yine Holstany’ larda
onemli verim kayiplarina sebep olan BLAD kalitsal hastali§ina neden olan mutant allelide

tasidiklar belirlenmistir (1, 2, 81, 85, 96).
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Kompleks vertabral malformasyon bozuklugu yoniinden tasiyici ve normal bireylerin
fenotipik olarak birbirlerinden ayrilmasi miimkiin degildir. Homozigot durumda yavru
kayiplarma neden olabilen CVM gibi resesif bozukluklardan sorumlu mutant allellerin
populasyona yayilmasimi kontrol etmek, ancak klinik olarak normal goriinen tasiyici
bireylerin dogru olarak belirlenmesine imkan veren molekiiler genetik yontemlerle

mumkiindiir.



3. GEREC ve YONTEM

3.1. HAYVAN MATERYALI

Arasgtirmanin materyalini Kayseri civarinda halk elinde yetistirilen 150 bas Holstayn
ki inek olusturmustur. Caligmada kullanilmak {izere DNA izole edilmek i¢in gerekli
kan oOrnekleri Kayseri’nin Biinyan ve Develi ilcelerinde siit sigir yetistiriciligi yapan

isletmelerde yetistirilen damizlik disi hayvanlardan alinmistir.
3.2. KAN ALMA

Hayvanlara ait kan ornekleri, 10 ml’lik EDTA’llr vakumlu tiiplere, steril ve tek
kullanimlik igneler ile Vena Jugularis’den steril olarak almmistir. Alinan kan
orneklerinde hemoliz olusumunu ve pihtilagmalar1 6nlemek icin kanlarin alindigi
EDTA’L tiipler arada alt iist edilerek karigtirilmistir. Her hayvandan birer tiip kan
almarak soguk zincirde laboratuara getirilmistir. Laboratuarda kanlar ilk olarak 3000
devirde 10 dk. santrifiij edilmistir. Santrifiij sonrasinda, steril ve tek kullammlik cam
pastor pipetleri kullanilarak kan tiipiin orta kisminda toplanmis olan lokosit tabakasi
almarak 1,5 ml’lik steril tiiplere konulmustur. Daha sonra i¢inde 16kosit bulunan bu

tiipler -20°C de DNA izolasyonuna kadar saklanmistir.



21

3.3. DNA iZOLASYONU

DNA izolasyonu i¢in fenol-kloroform ekstraksiyon yontemi kullanilmistir. i1k olarak, -
20°C de dondurularak saklanmis I6kosit bulunan tiipler eritilmistir Eritilmis l6kosit
bulunan tiiplerden, steril 1,5 mI’lik ependorf tiiplerine otomatik pipet yardimiyla 100ul
I6kosit konulmustur. Ependorf tiipiine konulan 16kosit {izerine 300ul 1 X TNE
solisyonu, 30ul Tris-HCI (pH 8), Sul proteinaz K (10mg/ml) ve 10ul %20’lik SDS
soliisyonu eklenerek karigim vorteksle iyice karigtirilmigtir. Daha sonrada karigim
50°C’lik etiivde bir gece bekletilmistir. Ertesi giin etiivden ¢ikarilan 6rnekler {izerine
445ul fenol eklenerek 10 dk. hafifce sallanarak karistirildiktan sonra, karisim 3000
devirde 10 dk. santrifiij edilmistir. Santrifiij sonunda iisteki s1vi kisim otomatik pipet
yardimiyla yeni bir steril ependorf tiipiine konulmus ve tizerine 445ul fenol-kloroform
karisimindan eklenmistir. Karigim tekrar 10 dk. alt iist edilerek karistirilmig ve siirenin
sonunda tiipler 3000 devirde 10 dk. santrifiij edilmistir. Santrifiij sonunda yine iisteki
sivt kisim dikkatlice, alttaki kismi1 karigmayacak sekilde alinarak baska bir steril etiketli
ependorf tiipiine konulmustur. Alinan bu sivinin iizerine 445ul kloroform-izoamil alkol
ilave edilerek tekrar 10 dk. alt iist edilip karistirilmistir. Sonra, 3000 devirde 10 dk.
santrifiij edilmistir. Santrifiij sonunda yine iisteki sivi kisim otomatik pipet yardimiyla
dikkatlice alttaki kismi1 karigmayacak sekilde alinarak baska bir steril etiketli ependorf
tiipiine konulmustur. Alman sivi kismin {izerine -20°C de saklanan %100’liik saf etil
alkol’den 890 pl eklenmistir. Etil alkol eklendikten sonra ependorf tiipleri DNA
iplikgikleri kiimelesinceye kadar 4-5 kez hafifce asagi yukar1 hareket ettirilmistir.
Kiimelesen DNA iplikciklerinin tiiplerin diplerine ¢okmesi icin tiipler 10000 devirde 10
dk. santrifiij edilmistir. Santrifiij sonunda {iistteki alkol uzaklastirilarak tiiplerin dibine
¢Okmiis olan DNA peletlerinin iizerine %70’lik etil alkol’den 890 ul eklenmistir. Tekrar
10000 devirde 10 dk. santrifiij edilmistir. Santrifiij sonunda yine tiipiin iistiindeki alkol
dokiilerek uzaklastirimistir. Tiiplerin icindeki alkoliin tamamen uzaklagsmasi icin tiipler
etiivde kurumaya brrakilmigtir. Tamamen kuruyan ve i¢cinde DNA bulunan tiiplerin
tizerine 100ul TE buffer (10mM Tris, 1| mM EDTA pH 8,0) konulmustur. Tiiplerin
icerisindeki DNA peletinin ¢6ziilmesi i¢in bir gece buzdolabinda bekletilmistir. Ertesi
giin DNA izolasyon isleminin basarili olup olmadigimin kontrolii i¢in 6rneklerden 2ul
almarak %0,5’lik agoroz jelde 15 dk. elektroforez yapilmistir. Elektroforez sonunda,
eger DNA izolasyonu basarili olmus ise Kodak Gel Logic 200 Imaging System® ile

orneklerin yliklenmis oldugu kuyucuklarda jelde fluoresan parildama g6zlenmistir.
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Daha sonra DNA elde edilen Ornekler polimeraz zincir reaksiyonunda (PCR)

kullanilmak i¢in +4°C de saklanmigstir.

3.3.1. DNA Izolasyonu icin Kullanilan Soliisyonlar ve Hazirlamis Formiilleri;
1 X TNE (Toplam 30ml)

1,5 ml Tris-HCI pH 8

3 ml 1 M NaCl

300 u1 0,5 M EDTA pH 8

25,2 ml bidistele su

Tris-HCI pH 8 (1L)

12,1 g Tris

800 ml distile su

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

3.4. KULLANILAN PRiMERLER ve POLIMERAZ ZINCIiR REAKSiYONU
(PCR)

Mutant CVM allelini belirlemek i¢in yapilmis olan polimeraz zincir reaksiyonunda
primer olarak Kepenek tarafindan bildirilen (96) CVMF1: 5'-
CACAATTTGTAGGTCTCACTGCA-3'; CVMR1: 5'-
CGATGAAAAAGGAACCAAAAGGG-3', olacak sekilde bir primer seti kullanilmustir.
Primerler liofilize olarak satin alinmistir. Bu primerler kullanilarak yapilan PCR
sonunda 233 b¢ uzunlugunda tek bir PCR iiriinii elde edilmistir. PCR islemi toplam
hacmi 25,4 ul olacak sekilde 10’ar tiipliik PCR karisimi; 14,3 ul dH20, 5,4 pul MgCl, 2
ul 10 x PCR buffer, 2 ul dNTP, her primerden 0,4 ul (20 nmol), 0,8 pl genomik DNA,
0,1 pl Taq polimeraz enzimi (5 U/ ul) hazirlanan karisimla yapilmistir. Hazirlanan bu
karisimdan her bir ornek icin 25,4 pl almarak daha Once etiketlenerek buz iizerine
yerlestirilen diger 0,2 ml’lik ependorf tiiplerine dagitilmistir. Hazirlanan PCR stok
karisimi 0,2 ml’lik ependorf tiiplerine dagitildiktan sonra incelenecek orneklere ait
genomik DNA’dan 2,6 pl ilave edilerek her ornek icin toplam 28 pl’lik PCR karisimi
hazirlanmigtir. Her bir 6rnek i¢in hazirlanan PCR karigimlar1 otomatik pipetle ayr1 ayri

2-3 kez pipete edilerek karistirilmistir. Daha sonra ependorf tiiplerinin kenarlarina
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yapigmis olan kismi dibe c¢oOktiirmek icin kisa bir santrifiij yapilmistir. Kayseri ve
civarinda yetistirilen Holstayn’larda CVM allelinin varligimmin aranmasi i¢in yapilan

PCR isleminde 150 basg damizlik disi Holstayn incelenmistir.

Calisma kolayligi nedeniyle PCR islemi her seferinde 20 ornekle yapilmistir. Buz
tizerinde hazirlanan PCR karigimi, 94 OC’ye kadar 1sitilan 1s1 diizenleme aletine

yerlestirilmistir. Kapak kapatildiktan sonra PCR iglemi baslatilmistir.

Holstaynlarda CVM mutant allellerinin PCR ile belirlenmesi isleminde, hazirlanan ve
0,2 ml’ilk ependorflara dagitilan PCR karigimlar1 6nce 95 °C de 10 dk. tutulmustur. Bu

siire sonunda her bir dongiisii;

95 °C 30 saniye
56 °C 1 dakika
72 °C 30 saniye,

olacak sekilde ii¢ farkli 1s1 derecesinde tutulacak sekilde 30 dongii yapilmistir. Son
dongiiden sonra 6rnekler, 72 °C de 10 dk. tutularak PCR islemi tamamlanmigtir. Is1
diizenleme aletinden ¢ikarilan PCR iiriinleri kisa bir siire santrifiij yapilmistir. Daha
sonra, dogrudan elektroforez uygulanarak PCR’nin basarili olup olmadigr kontrol
edilmistir. PCR’nin basarili oldugu PCR iiriinleri restriksiyon endoniikleaz enzimi ile

kesme igsleminde kullanilmak iizere 4 °C de saklanmugtir.
3.5. ELEKTROFOREZ

Elektroforez isleminde tampon cozeltisi olarak Tris-Borat-EDTA (TBE) kullanmilmaistir.
Kullanilan elektroforez ¢ozeltisi 6nce 5 X yogunlukta stok soliisyon olarak
hazirlanmigtir. Hazirlanan bu stok soliisyonu elektroforez tankinda ve jel hazirlamada 1
X oraninda seyreltilerek kullanilmigtir. Elektroforez c¢ozeltisi stok olarak 5 X
hazirlanirken; 54 g Tris base; 27,5 g Borik asit; 20 ml 0,5 M EDTA (pH 8,0) 1 litre
distile suda c¢ozdiiriilmiis ve hazirlanan karisim koyu renkli siselerde oda isisinda
saklanmistir. Kullanilacagi zaman alinan bir dlcek stok soliisyonu, distile su ile bes kat1
sulandirilarak kullanma soliisyonu hazirlanmigtir. Bu kullanma soliisyonu hem jelin
hazirlanmasinda hem de elektrolit ¢zeltisi olarak kullamilmistir. Jelin hazirlanmasi igin
35 ml, elektrolit ¢ozeltisi olarak da 300 ml 1 X TBE kullanma ¢ozeltisi kullanilmistir.

Elektroforez tankinda bulunan elektrolit soliisyonu, elektroforez iglemi sirasinda
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elektrolit ¢ozeltisinde kdpilirme ve bantlarin goriintii kalitesinde diisme oldugunda 7-8

elektroforez denemesinden sonra ¢ozelti degistirilmistir.
3.5.1. Jel’in Hazirlanmasi

Calismada, jel PRONA® Basica le agaroz kullanilmistir. Jel, PCR isleminde %2 RFLP
tiriinlerinin gozlenmesinde ise %4’liikk yogunlukta hazirlanmigtir. Bu amacla PCR i¢in
0,7 g agaroz, RFLP i¢in 1,4 g agaroz tartilarak 250 ml’lik erlenmayere konulmustur.
Tartilan agarozun lizerine 35 ml 1 X TBE ¢o6zeltisi eklenmistir. Hazirlanan karigimin
homojen bir jel olmasi i¢in karigim mikro dalga firinda tamamen saydamlagincaya kadar
isitilmigtir. Daha sonra seffaflagsan jel {izerine 0,5 ul/ml oraninda ethidium bromide
katilmistir. Ethidium bromide’in jel icine homojen dagilmasimi saglamak amaciyla

karisim hafifce karistirilmis ve erlenmayer el yakmayacak kadar sogutulmustur.
3.5.2. Jel’in Dokiilmesi

Calismada, elektrotlar1 arasindaki uzaklik 10 cm olan Owl® marka elektroforez tanki
kullanilmigtir. Jel, boyutlar1 9 x 8 x 0,5 cm olan ve ultra-viyole 151k gegiren jel teknesine
dokiilmiistiir. Orneklere ait DNA’lar kullanilarak yapilan PCR sonunda elde edilmesi
hedeflenen 233 bg’lik tek bandin varliginin belirlenmesi amaciyla yapilan ilk
elektroforez sonunda 233 bg¢’lik bandin goriildiigii PCR iiriinleri belirlenerek EcoT22
restriksiyon endoniikleaz enzimi ile kesilmistir. Jel tekneye, hava kabarcigi olmayacak
sekilde dokiildiikten sonra jel tarag: jele yerlestirilmis ve jelin katilasmasi beklenmistir.
Eger jelde hava kabarcigi kalmigsa, kullanilmamis steril bir pipet ucuyla bu hava
kabarcig1 jelin taraktan en uzak tarafina dogru cekilerek orneklerin yiiklenecegi
kuyulardan uzaklagtirilmistir. Tekneye dokiilen jelin seffaf olan goriiniimiiniin opak
goriinlime doniismesiyle jelin katilastigi anlasilmistir. Tarak, katilasan jeli yirtmadan
dikkatlice c¢ikarilmis ve jel elektroforez tankina yerlestirilmistir. Jel tanka
yerlestirildikten sonra tanka, jelin iistiinii tamamen Ortecek kadar elektrolit ¢ozeltisi

eklenmistir.
3.5.3. Kuyulara Orneklerin Yiiklenmesi

PCR sonunda elde edilen iiriinler kuyulara yiiklenirken 6nce 1 cm eninde, 3,5 cm
uzunlugunda parafilm kesilmis ve parafilm iizerine kuyulara yiiklenecek Ornek sayisi
kadar yiikleme ¢ozeltisi (loading buffer), her ornek icin 0,5 ser ul olacak sekilde

otomatik pipetle konulmustur. Parafilm {izerine konan 0,5 pl yiikleme cozeltisinin
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izerine Orneklere ait PCR {iriinlerinden 3,5 ul eklenerek otomatik pipetle karistirilarak
kuyulara yiiklenmistir. En son kuyuya da PCR iiriinlerinden elde edilecek bantlarin
belirlenmesi i¢in 100 b¢’lik (MBI Fermentas® SMO241) standart DNA merdiveni
(DNA Ladder) yiiklenerek elektroforez islemi baslatilmistir. Elektroforez, 35 dakika 80
volt elektrik gerilimi uygulanarak yapilmistir. Jelde ki 6rneklerin ilerleyisleri izlenerek
siirenin sonunda elektroforez bitirilmis ve tanktaki jel, teknesi ile birlikte tanktan

cikarilarak ultra-viyole (UV) 151k veren jel goriintiilenme sehpasinda incelenmistir.
3.6. BANTLARIN GOZLENMESI VE FOTOGRAF CEKILMESI

Ethidium bromide ile boyanan DNA molekiilii UV 1gikta, floresan yansima gostermistir
ve bu yansimanin goriilmesiyle PCR sonunda aranan bantlarin varligi kanitlanmistir.
Elektroforez sonunda jel teknesi, iizerindeki jel ile birlikte tanktan alinarak jel
goriintiilenme sehpasina konulmustur. Sehpanin UV 15181 acilarak, dnce aranan 233 bg
uzunlugundaki tek bant jelde goriilmiis ve sonra bantlarin bulundugu jelin fotografi
cekilmistir. Fotograf cekimi Kodak Gel Logic200 Imagine goriintiileme sistemi ile
yapilmistir. PCR 6rneklerinin elektroforezi sonunda PCR’1n basarili oldugu 6rneklerden
233 be’lik tek bant elde edilmistir. Bu tek bantin elde edildigi orneklere ait PCR
tirinleri daha sonra EcoT22 endoniikleaz enzim ile kesilerek, Orneklerin CVM

durumlarinin belirlenmesinde kullanilmistir.

3.7. ECOT22 ENDOKNUKLEAZ ENZiMi iLE PCR URUNLERININ
KESILMESIi

PCR sonunda 233 b¢’lik bantlarin elde edildigi orneklere ait PCR {iriinleri EcoT22
restriksiyon endoniikleaz enzim ile kesilmistir. Kesim iglemi 6rnek basina 9 ul dH,O0,
1,5 pl enzim tampon soliisyonu ve 0,5 pl EcoT22 endoniikleaz enzimi konarak
hazirlanan karisim tizerine 5 pl PCR 233 bg’lik bant veren PCR iiriinii eklenerek
yapilmistir. Restriksiyon enzimi ile kesme islemi de her seferinde 20 6rnek islenecek
sekilde bir buz lizerinde yapilmistir. Bu amacla etiketlenmis olan 0,2 mI’lik ependorf
tiipleri buz iizerine yerlestirilmistir. Her bir 6rnek i¢in gerekli olan restriksiyon karigimi
buz iizerindeki ependorflarin birinde hazirlamp diger etiketli ependorflara 20’ser pl

dagitilmigstir.

Etiive yerlestirilen ornekler +37 °C’de bir gece bekletilmis ve siirenin sonunda
restriksiyon enzimini inaktive etmek amaciyla karigim etiivde +65 °C’de 20 dakika

tutularak kesim iglemi sonlandirilmstir.
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Isleminin sonunda 6rneklerede tekrar yukarida anlatildii sekilde hazirlanan jelde
elektoforez yapilmistir. Bu son elektroforezde, homozigot normal bireylerde 233 b¢’lik
tek bant, homozigot hasta bireylerde 233, 212 b¢’lik iki bant, tagiyicilarda ise 233, 212
ve 21 b¢’lik iic bantin goriilmesi amaclanmistir. Elektroforez sonunda jelin fotografi

cekilerek sonuglar kayit edilmistir.



4. BULGULAR

Calismada incelenen 150 bas damizlik disi Holstayn 6rneklere ait DNA’lar, incelenen
bireylerden alinan kan 6rneklerinde fenol-kloroform yontemi ile basar1 bir sekilde izole
edilmistir. DNA izolasyonunun basarist 6nce %0,5’lik agaroz jelde elektroforezinde
DNA’nin olup olmadigimin kontrolii yapilmistir. Yapilan 15 dakika elektroforez
sonunda jeldeki etidyum bromid ile birlesen DNA’larin floresan parildama vermesi ile
DNA izolasyonunun basaris1 dogrulanmistir. Incelenecek orneklere ait kan
numunelerinden izolasyonu yapilan DNA’lar kullanilarak PCR islemi yapilmistir.
Yapilan PCR sonunda elde edilen iiriinlerin % 2’lik agaroz jel elektroforezlerinde 233
b¢’lik tek bandin goriilmesi ile PCR’nin basaris1 dogrulanmistir. Elde edilen 233 be¢’lik
bantlar elektroforez sonunda, jelin ultraviyole 151k veren jel goriintiileme sehpasi tizerine
konuldugunda ciplak gozle kolaylikla saptanmistir. Daha sonra 233 bg¢’lik PCR
tiriinlerinin agaroz jel elektroforezlerinin fotograflar1 ¢ekilmistir. PCR sonunda elde
edilen iiriinlerinin biiyiikliigii 233 b¢ uzunlugundadir. Bu biiyiikliikteki PCR iiriinleri en
iyl gorlintiiyli %2’lik agaroz jelde verdigi icin PCR iriinleri %?2’lik agaroz jelde
elektroforez yapilmistir. Yapilan elektroforez sonucunda kullanilan 6rneklere ait 233

b¢’lik bantlar Resim 1°de goriilmektedir.
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100b¢

200be

300bg
400b¢

A 500D

Resim 4.1. 1,2, 4-8: PCR iiriinleri, 3: 100 b¢’lik DNA merdiveni

Elde edilen PCR 233 bg¢’lik iiriinlerinin EcoT22 restriksiyon endoniikleaz ile kesilmesi
sonunda incelenen bireylere ait PCR {iriinlerinin hi¢ birinin bu enzim ile kesilmedigi ve
tasiyic1 bireylerde goriilmesi beklenen 233, 212 ve 21 b¢’lik {ic bant goriilmemistir.
Tiim bireylerde homozigot normal bireylerde goriilen 233 b¢’lik tek bant goriilmiistiir

(Resim 2). Bu sonucla incelene tiim bireylerin homozigot normal oldugu belirlenmistir.
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Resim 4.2. 1: 100 b¢’lik DNA merdiveni, 2-10: 233 b¢’lik homozigot normal bireylere ait EcoT22 enzim
kesim {iriinleri



5. TARTISMA ve SONUC

Bir siit sigircilig isletmesinde karlilik, isletmede bulunan damizlik hayvanlarin 305 giin
sagilmas1 ve her bir hayvandan yilda bir yavru alinmasi ile saglanabilir. Bu nedenle
isletmede karliligt engelleyecek enfeksiyonlar, metabolik hastaliklar, beslenme
hastaliklar1 ve kalitsal hastaliklar damizlik olarak sec¢ilecek hayvanlarda secimden once
belirlenerek erken miidahale ile 6nlenmeleri onemlidir. Ozellikle kalitsal hastaliklar
yoniinden damizlik adaylarinin genetik durumlari, bu bireyler heniiz yavru iken hatta
embriyonal asamada belirlenmesi damizlik seciminde zaman kaybinin Oniine
gecilmesinde yardimer olabilir. Tiirkiye’de verim kayiplarina neden olan sebepler
arasinda yetistiriciler ve veteriner hekimler tarafindan en az bilinenler kalitsal
bozukluklardir. Gelismis iilkelerde erkek damizlik adaylari, kendi rklarinda en yaygin
goriillen kalitsal hastaliklar géz Oniinde tutularak taranip, damizlik kataloglarina bu
kalitsal bozukluklar yoniinden genetik yapilar1 kaydedilir. Ancak Tiirkiye’de kalitsal
bozukluklar hakkinda sadece konu ile ilgili ¢aligmalar1 olan arastiricilar bilgi sahibidir.
Tiirkiye’de enfeksiyonlar ve beslenme bozukluklar1 ile karsilastirilinca kalitsal
bozukluklarin sebep olduklar1 verim kayiplar1 géz ardi edilmektedir. Bir gende meydana
gelen mutasyon yavrunun Oliimiine veya dol tutma problemlerine neden olarak dol

verimini disiirebilir. Bazi durumlarda veteriner hekim miidahalesi ile mutasyondan
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etkilenmis yavrular bir yila kadar yasayabilirler ancak bu yavrular icin yapilacak saglik
harcamalar1 isletme i¢in ekonomik kayba neden olur. Genel olarak ¢iftlik hayvanlarinda
onemli ekonomik kayiplara neden olan kalitsal bozukluklar resesif otozomal kalitim
yolu izlerler. Bu nedenle bir mutasyon yoniinden tasiyici bireylerin; hasta yavrularin
dogmalarina neden olabilecegi géz oniine alinarak tasiyicilarin belirlenerek yetigtirme

programlarindan ¢ikartilmalar1 gereklidir (26).

Modern siit si8ir1 yetistiriciliginde yiiksek genetik degere sahip az sayidaki seckin
bogadan elde edilen spermalarin uluslar arasi ticareti {izerine kurulmus 1slah
programlar tiim diinyada artis gdstermektedir. Suni tohumlama ve multiple ovulasyon
ile elde edilen ovumlarin in vitro veya in vivo fertilizasyon yontemleri sonucu elde
edilen embriyolarin transferleri gibi gelismis tireme teknolojilerinin yaygin kullanilmasi
sonucu tek bir boga tiim diinyada dogan binlerce buzaginin babasi olabilmektedir. Siit
sigir1 yetistiriciliginde uygulanan genetik iyilestirme programlarinin yardimiyla entansif
yetistiriciligin yapildig1 iilkelerdeki sagmal sigir popiilasyonlarinda laktasyon basina
ortalama siit veriminde O6nemli Olciide iyilestirme elde edilmistir. Yapilan genetik
iyilestirme ve seleksiyon c¢aligmalarinin bu avantajlarinin yaninda, damzlik bir bireyde
ortaya ¢ikarak dol tutma problemlerine yada yavru kayiplarina sebep olarak mutant
allellerin frekansinin popiilasyon i¢inde hizla artmasina da neden olabilmektedir. Bazen
kizlarinin verimlerinin iist diizeyde olmasindan dolay: 1slah ¢aligmalarinda spermalari
suni tohumlamada yaygin olarak kullanilan bogalarin, mutasyona ugramis alleli
yoniinden tasiyicist olmalart olasidir. Kalitsal kusurlar yoniinden tasiyici olan bogalar
fenotipik olarak normal olmalarmma ragmen, kalitsal kusurlarin yayilmasia onemli

Olciide katkida bulunmaktadir.

Holstayn yetistiriciliginde sigir 16kosit baglanma yetmezligi (BLAD) ve iiridin
monofosfat senteaz yetmezligi (DUMPS) gibi kalitsal hastaliklarin canli yavru elde
edilmesini Onledigi 1990’1 yillarin basinda fark edilmistir (29). Bu kalitsal
bozukluklarin belirlenmesinden sonra yine Holstayn wrkinda Sitrulinemia ve Faktor XI
yetmezligi gibi kalitsal bozukluklarmm bulundugu belirlenmistir (29). Hayvancilikta
ilerlemis Avrupa iilkelerinde ve ABD’de hayvansal iiretimi olumsuz yonde etkileyen bu
kalitsal bozukluklar1 tasiyan bireylerin belirlenerek siiriiden ayiklanmasina yonelik
caligmalar 1980’li yillarin sonundan beri yapilmaktadir. Ancak sigir yetistiriciliginde

onemli kayiplara neden olan CVM, BLAD ve DUMPS gibi kalitsal bozukluklarin bir



32

cogu resesif kalitim yolu izlemeleri nedeniyle, eldeki siiriide bu kalitsal hastaliklar
yoniinden tastyicilarin en etkili yontemle belirlenerek siiriiden uzaklastirilmalar1 6nemli
bir sorun olusturmaktadir. Bu da son yillarda gelistirilen ve DNA elde edilmesi icin bir
damla kan, digki veya kil kokii kullanilarak yapilan molekiiler genetik metotlarin

veteriner hekimlikte kullanilmaya baslanmasi ile kolaylagmistir (6).

Ciftlik hayvanlar1 yetistiriciliginde, yetistiriciligi yapilan tiirlerde ve wrklarda goriilen
genetik bozukluklarin yayginligt 6énemli ekonomik kayiplara neden olabilmektedir.
Si1gir yetistiriciliginde, kalitsal hastaliklar yetistiriciligin karliligin1 diistiren Onemli
konulardan biridir. Yetistirmede kullanilan hayvanlarda goriilecek anormal anatomik
yapilar veya diisiik verime neden olacak kalitsal hastaliklarin negatif etkileri nedeniyle,
yetistiriciler ve yetistirici birlikleri tarafindan bir iilkedeki mevcut damizlik
popiilasyonunda bu tiir verim kayiplarina neden olan genlerin etkilerinin kontrol altinda
tutmalar1 gerekir. Ornek olarak, bir kalitsal hastalik oldugu 1980’li yillarn sonunda
belirlenen BLAD’in ABD ekonomisine yillik kaybinin bes milyar dolar oldugu
bildirilmistir (1). Bu nedenle kalitsal hastaliklarin sebep olduklar1 verim ve ekonomik
kayiplarin en aza indirilmesi icin tasiyicilarin kesin ve dogru olarak kisa siirede
belirlemeye imkan veren yontemlerin gelistirilmesi gereklidir. Molekiiler genetik
analizler alaninda yapilan ilerlemeler dogumda veya yasamin ilerleyen donemlerinde
ortaya cikabilecek anomalilere neden olan mutasyonlarin belirlenmesine yardim
edebilmektedir. Bu sayede kalitsal kusurlarin popiilasyon igerisinde hizla yayilmasina
neden olan tasiyict damizliklarin kesin olarak belirlenerek hasta yavru dogmasi
engellenebilir. Molekiiler genetik yontemler kalitsal bozukluklarin belirlenmesinde
ciftlik hayvanlar1 yetistiriciliginde bozukluga neden olan lokusun belirlenmesini
saglayarak kahtsal kusurlarin azaltilmast ve mutant allellerin populasyondan
uzaklastirilmasina yardim edebilir. Siit sigirciliginda en yaygin kullanilan Holstayn ki
sigirlarda BLAD kalitsal bozuklugun molekiiler temeli ilk kez Kehrli ve arkadaslari
tarafindan 1992 yilinda belirlenmistir (1). Yine 1992 yilinda Shuster ve arkadaslar1 bu
kalitsal hastalik yOniinden tasiyici bireylerin belirlenmesini saglayan bir restriksiyon
parcacik uzunluk polimorfizmi (restriction fragment length polymorphism-RFLP)
yontemi gelistirmisdir (1). Yine Avrupa ve ABD’de yetistirilen Holsyanlarda 1990’h
yilarda onemli kayiplara neden olan DUMPS icin Schwenger ve arkadaslar: ilk olarak
1994 yilinda DNA ornekleri kullanarak Holstayn sigirlarimn DUMPS  yoniinden

genotiplerinin belirlenmesine olanak saglayan bir RFLP metodu gelistirmistir (29).
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Kalitsal kusura neden olan genlerin tarandigi, normal ve tasiyici bireylerin belirlendigi
durumlarda mevcut damizliklar arasindaki ¢iftlestirmeler planlanabilir veya tasiyicilar
yetistirmeden ¢ikarilabilir. Kalitsal bozukluklarin cogunun Mendel Kalitim yolu izleyen
bir veya iki lokustan kaynaklandigi bildirilmektedir (97). Sigirlarda Mendel kalitim
sekli gosteren yaklasik 300 kalitsal bozuklugun ¢ok azinin genetik nedeni belirlenmistir
(97). Bircogunun kalitim sekli bilinmesine ragmen bu kalitsal bozukluga neden olan

mutant allel heniiz belirlenememistir (3).

Holstayn ki sigirlarda goriillen kompleks vertabral malformasyon (CVM) kalitsal
bozuklugu ilk olarak 1999 yilinda Agerholm ve arkadaslar1 tarafindan Danimarka’da
yetistirilen Holstaynlar’da belirlenmistir (12, 78, 79, 85, 89). Bu kalitsal hastalik
Danimarka’da belirlenmesinden sonra, Amerika Birlesik Devletlerinde (98),
Ingiltere’de (99), Hollanda’da (100) ve Japonya’da (92) bildirilmistir. Golgi aygitina
anormal niikleotid-seker tasinmasina neden olan SLC35A3 geninin 559. niikleotid
pozisyonunda G—T degisimine neden olan bir nokta mutasyonu sonucu olusmaktadir
(90). Bu kalitsal bozukluga neden olan mutant allel kizlarimmin yiiksek siit verim
performansindan dolay1 tiim diinyada yaygin olarak kullamilan Osborndale Ivanhoe
isimli bogada belirlenmistir (90). Yiiksek siit verimi nedeniyle gerek bu boganin
gerekse bu boganin ogullariin suni tohumlamada yaygin olarak kullanilmalar1 sonucu
CVM’ye neden olan mutant allel tiim diinyaya yayilmistir (90). Bu boganin CVM
tastyicilign belirlenene kadar yiiksek veriminden dolayr hastalik tasiyicist oldugu
ispatlanmadan Once, spermlerinin diinyada yaygin olarak kullanilmasi CVM
hastaliginin tiim diinyaya yayilmasinda etkili olmustur (85). Schiitz ve ark. (2008)
tarafindan Almanya’da 1995 den 2007 yillar1 arasinda yetistirilen 25753 bas inek CVM
ve BLAD yoniinden incelenmis ve incelenen hayvanlarin 2489 basinin CVM tasiyicist

oldugunu belirlemistir (85).

Calismada kullanilan 6rneklere ait DNA’lar fenol-kloroform yontemi ile kolay ve kisa
siirede izole edilmistir. Calismada DNA izolasyonu i¢in 100 pl 16kosit kullanilmistir.
Bu durum DNA izolasyonunda ¢ikabilecek olasi sorunlar karsisinda geriye doniilerek
tekrar DNA izolasyonuna olanak vermektedir. Ayrica bu yontem ile DNA
izolasyonunda az miktarda sarf malzemesi kullanilmaktadir. Bu da kullanilan DNA
izolasyonunun {stiinliigli olarak goriilmiistiir. Fenol-kloroform yontemi ile yapilan

DNA izolasyonu ticari DNA izolasyon kitleri ile karsilastirildiginda daha ucuzdur.
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Ancak, bu ¢aligmada kullanilan DNA izolasyon yontemi dort asamada yapilmakta ve
her asamada 1,5 ml’lik yeni, etiketli steril plastik tiiplerin kullanilmasini
gerektirmektedir. Etiketli yeni steril plastik tiiplerin hazirlanmasi zaman ve iscilik
gerektirmektedir. Bu durum yontemin tek olumsuz yonii olarak goriilmesine karsilik;
yontemin kolay uygulanabilirligi, ucuzlugu ve kisa siirede tamamlanmasi avantajli

yonleri olarak goriilmiistiir.

Bircok kalitsal hastaligim kalitim seklinin resesif kalitim yolu izledigi artik
bilinmektedir (79). Holstayn’larda CVM resesif kalitim sekli gosterdiginden bu kalitsal
bozuklugun yayillmasinda heterozigot damizliklarin rolii cok Onemlidir. Heterozigot
bireyler herhangi bir klinik belirti gdstermeden yasamlarin1 popiilasyon i¢inde normal
olarak siirdiiriirler. Heterozigot bireyin mutant alleli bir sonraki jenerasyona gegirme
olasiliklar1 % 50’dir. Bu nedenle tasiyici bireylerin belirlenerek damizlik siiriilerden
uzaklagtirtlmast CVM’ye neden olan mutant allelin popiilasyondan eradikasyonu igin
gereklidir. Holstayn yetistiricili§inde CVM’ye neden olan mutant allele sahip inek ve
bogalar yetistirme programlarindan ¢ikartilirsa, yine Holstayn’larda goriilen sigir 16kosit
baglanma yetmezliginin (BLAD) Holstayn popiilasyonlarinda basarili bir sekilde
eradike edilmesindeki gibi CVM’ye sebep olan mutant allel de Holstayn
popiilasyonlarindan uzaklastirilabilir. Ancak BLAD ve CVM’ye sebep olan mutant
genler Holstayn sigirlarinda yliksek siit verimi gibi siit sigirciligi icin istenen 6zellikleri
belirleyen genlerle bagli bulunmaktadir (79). Bu nedenle bu kalitsal bozukluklara neden
olan genleri tagiyan tasiyicilarin damizhiktan ¢ikarilmasi popiilasyondan mutant genin
eradike edilmesini saglamakla birlikte verim artis1 gibi aranan dzellikleri determine eder
ve bu genlerinde siirliden uzaklastirilmasma neden olabilir. Dolayisiyla, kalitsal
hastaliga neden olan genlerin kontroliinde bu genlerin tamamen ortadan kaldirilmasi bir
secenek olabilir. Bu amagla, ozellikle sigir yetistiriciliginde verim kayiplarina neden
olan kalitsal hastaliklarin kontrol altinda tutulabilmesi i¢in kalitsal hastaliga sebep olan
mutant gen yoniinden mevcut damizliklarda, 6zelliklede disi damizliklarda genis tarama
yapilmas1 gereklidir. Bu nedenle erkek damizliklarin CVM yoniinden genetik
durumlarinin belirlenmesi ve tasiyicilarin damizliktan ¢ikarimasi, disi damizliklarinda
CVM durumlar belirlenerek olas1 tasiyici/tasiyict ciftlestirilmesi engellenerek hasta

yavru dogmas1 6nlenmelidir.
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Uygun primerlerle elde edilen PCR iiriinlerinin restriksiyon enzimleri ile kesilmesi
olarak tanimlanan polimeraz zincir reaksiyonu-restriksiyon parca uzunluk polimorfizmi
(PCR-RFLP) mutasyonlarin saptanmasi i¢in giivenilir bir yontemdir (79). Holstaynlarda
CVM tasiyicilarinin belirlenmesi amaciyla degisik yontemler gelistirilmistir. Kalitsal
bozukluk olarak CVM’nin ilk olarak belirlenmesinden 2001 yilina kadar farkli RFLP
metotlart mutant alleli tagiyan bireylerin belirlenmesinde kullanilmistir (85). Kanae ve

ark. (2005) altenatif bir PCR-RFLP yontemi gelistirilmislerdir (79).

Japonya’da Ghanema ve ark. (2007) CVM tamsi i¢in gelistirdikleri bir allel spesifik-
PCR (AS-PCR) testi ile yabani tip ve CVM allelleri ayirt etmeyi bagarmislardir (79). Bu
yontem ile incelenen 200 hayvandan 26’smnin (%13,0) CVM tasiyicist olduklarini
belirlemislerdir (79). Ruoe® ve ark. (2007) 6zellikle biiyiik hayvan popiilasyonlarinda
CVM’nin tanisinin daha kolay yapilabilmesi amaciyla bilinen nokta mutasyonlarimin
tanisinda kullanilabilecek bir single-stranded conformation polymorphism (SSCP)
yontemi gelistirmiglerdir (83). Rezaee ve ark. (2009) Iran’da yetistirilen Holstayn 1rki
144 bas damizlik boganin CVM durumlarinin PCR-SSCP yontemini ile aragtirmiglar ve
incelenen hayvanlar arasinda tasiyicilara rastlamamiglardir (23). Chu ve ark. (2008)
Cin’de PCR- SSCP yontemini kullanarak CVM hastaliginin tanis1 amaciyla bir ¢alisma
yapmistir. Calismada 68 risk grubu bogada 10 (%14,7), 602 risk grubu inekte 282
(%46,84) CVM tastyict hayvan tespit etmislerdir (88).

Tiirkiye’de yetistirilen Holstaynlarda CVM allelinin belirlenmesine yonelik ilk ¢aligma
2007 yilinda Kepenek tarafindan 21 bag damizlik Holstayn boga kullanilarak yapilmistir
(80). Bu calismada incelenen hayvanlarda tasiyicilara rastlanilmamistir (96). Kepenek
tarafindan yapilan bu caligmada incelenen 6rnek sayisinin azlig1 nedeniyle elde edilen
verilerin Tiirkiye Holstayn popiilasyonunun CVM durumu hakkinda bir bilgi vermek
icin yeterli olmadig: diisiiniilmiistiir. Meydan ve ark. (2010) 2007-2009 yillar1 arasinda
Ankara ve Sanlwrfa’daki mezbahalardan topladiklar1 350 bas Holstayn Ornekten
12’sinin CVM tasiyicist oldugunu ve incelenen drnekler icerisinde tasiyicilarin oraninin
% 3.4 oldugunu bildirmislerdir (97). Bu oramin daha once CVM tasiyicilarinin
bulundugu bildirilen Danimarka (% 31.0) (90), Polonya (% 24.8) (83), Japonya (%
32.5) (92), 1sveg (% 23.0) (78), ve Almanya (% 13.2) (97) gibi iilkelerdeki ile
karsilastirildiginda cok diisiik oldugu goriilmiistiir.
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Bu calismada ise Kayseri ilinde yetistirilen disi 150 bas Holstayn incelenmis ve tasiyici
bireylere rastlamlmamistir. Fakat Tiirkiye’de Holstayn popiilasyonunun olusmasinda
gerek damizlik hayvan gerekse sperma ithal edilen iilkelerde bu kalitsal bozukluga
neden olan mutant allele rastlanilmigtir (81, 85, 90). Bu neden ile Tiirkiye Holstayn
popiilasyonunun CVM durumunun kesin olarak belirlenebilmesi i¢in daha ¢ok ve fakl
sehirlerdeki Holstayn’lardan Orneklerin incelenmesi gereklidir. Ciinki CVM
tagtyicilarinin belirlendigi iilkelerde, ¢ok sayida birey veya CVM Kklinik goriimiiniin
gosteren yavrulara sahip hayvanlar incelenmistir (23, 85). Bu sayede Holstayn
popiilasyonlarinda CVM’ye neden olan mutant alellin allel frekansi1 hakkinda bilgi

sahibi olunmustur.

Bu kalitsal hastaligin ilk olarak belirlendigi 2000’1i yillarin bagindan bu yana, mevcut
Holstayn popiilasyonlarinda CVM hastaligina sebep olan mutant allelin varligini
belirleyen iilkeler CVM tasiyict sikligini azaltmak i¢in damizliklarda tarama
programlar1 hazirlamislardir. Buna ragmen Polonya (98) ve Japonya’da (92) 2007 ve
2008 yillarinda yapilan taramalarda CVM allel frekansinin hala yiiksek oldugu

goriilmiistiir.

Tiirkiye’de yetistirilen Holstayn ki sigirlarda BLAD, CVM ve DUMPS gibi kalitsal
hastaliklara ait klinik vakalarin ger¢ek sayisi bilinmemektedir. Fakat bu hastaliklar
yoniinden tasiyicilarinin bulunmasi demek dikkatli bakildiginda bu kalitsal hastaliklar

yoniinde homozigot bireylerin goriilebilecegi anlamina gelmektedir.

Bu calisma Tiirkiye’deki Holstayn popiilasyonunda CVM’ye sebep olan mutant allelin
varliginin  aragtirilmast  ve ileride Tiirkiye’deki damizliklarin CVM  yOniinden
taranabilmesi i¢in rutin kullanimda uygulanabilir bir yOntemin belirlenmesi
amacglanmistir. Calisma sonunda incelenen bireyler arasinda tasiyici bireylere
rastlanilamamasinin sebebinin ornek sayisinin azligindan kaynaklanmig olabilecegi
diistiniilmiistiir. Ancak calismada kullanilan yontemin ileride damizliklarin CVM alleli

yoniinden incelenmesinde kullanilabilecegi sonucuna varilmistir.
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