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Vi

ONSOZ

Dogal direncin anahtar molekiilii olan Toll proteininin memeli genomunda
homologlar1 olan Toll benzeri reseptorler (Toll like receptors, TLR)
belirlenmelerinden bu yana hastaliklara direng ve duyarlilik {izerine yapilan
immunogenetik ¢aligmalarinda incelenmektedirler. TLR2, TLR4 ve TLR6 proteinleri
hiicre yiizeyine eksprese olan reseptorlerdir ve bu reseptorler kendi aralarinda
heterodimer ya da homodimer olusturarak mikoorganizmalarin patojen iliskili
molekiiler oriintiilerini (Pathogen associated molecular patterns, PAMP) tanimak
tizere Ozellesmislerdir. Bu reseptorleri belirleyen gen bolgelerinde bulunan
varyasyonlarin PAMP’larin tanmmmasinda dolayisiyla direng ve duyarlilikla
iliskilendirilmistir. Ornegin, TLR2 gen bdlgesinde bulunan amino asit degisimlerini
Mycobacterium avium paratuberculozis (MAP) enfeksiyonuna karsi duyarlilikla
(Mucha ve ark., 2009), TLR4 gen bolgesinde bulunan varyantlar mastite karsi
duyarlilikla ve TLR6 geni ise sigirlarda tiiberkiiloz direnci ile iligkilendirilmis aday
genlerdir (Song ve ark., 2014). Yerli kara, Dogu Anadolu Kirmizisi, Giiney Anadolu
Kirmizisi, Boz irki sigirlar Tirkiye yerli gen kaynaklari arasinda olup hastaliklara
kars1 direngli oldugu bilinen ve Holstayn sigir irki ise hastaliklara duyarli oldugu
bilinen sigirlardir. Bu ¢alismada incelenen irklar ve literatiirde yer alan direng ve
duyarhlikla iligkilendirilmis varyantlarin karsilastirilmasi yapilmis ve yeni varyantlar
belirlenerek literatiire katki yapilmasi saglanmistir. Ayrica incelenen genlerin
ekzonlar1 i¢in haplotipler belirlenmis ve irklar arasi paylasilan haplotipler ve irklara
O0zgii haplotipler incelenmistir. Calismada kullanilan yontem ile tim gen
bolgelerindeki varyantlarin belirlenmesi saglanmais ve ileride yapilacak iligkilendirme

caligmalarinda yararlanilabilecek giivenilirlik derecesi yiiksek veriler elde edilmistir.
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1. GIRIS

Bir hiicre ylizey reseptor protein olan Toll, ilk olarak Drosophilia melanogaster
sineklerinde kesfedilmistir. Drosophilia larvalarinda Toll proteini dorsal-ventral
yonlendirmeyi saglarken (Stein ve ark., 1991) ergin sineklerde mantar enfeksiyonuna
karst savunmada gorev almaktadir (Lemiatre ve ark., 1996). 1990’11 yillarda bu
proteinin homologu memelilerde de belirlenmis ve Toll Benzeri Reseptorler (Toll
Like Receptors, TLR) ad1 verilmistir (Medzhitov ve Janeway, 1997). TLR’ler dogal
direncin evrimsel olarak korunmus oriintii tanima molekiilleridir ve patojenlerin
belirlenmesinde ve yangi yanitinin olusturulmasinda anahtar role sahiplerdir
(Werling ve ark, 2009). insan ve farede 13 tane TLR belirlenmistir (Tabeta ve ark.,
2004; Andreda ve ark., 2013), sigirlarda ise 10 adet TLR (TLR1-TLR10)
bulunmaktadir (Hopkins ve Sriskandan, 2005). TLR bdlgelerinde belirlenen
varyasyonlar ile ilgili olarak yapilan ¢alismalara gore, bu gen bolgelerinde bulunan
varyantlarin  hayvanlarda hastaliklara diren¢ ve duyarlilik karakteri ile
iliskilendirilebilecegi bildirilmistir (Leveque ve ark., 2003; Shinkai ve ark., 2006; Jan
ve ark., 2008; Bhide ve ark., 2009; Mucha ve ark., 2009). Ciftlik hayvanlarinin
hastaliklara direngli olmasi saglikli hayvanlar-saglikli insanlar yani “tek saglik”
ilkesinin temelini sagladig1 gibi direngli hayvanlar ile hastaliklardan kaynaklanan
ekonomik kayiplarda onlenebilecektir.

Sigirlarda hastaliklara direng / duyarlilik, verim 06zellikleri karakterleri
acisindan belirgin bir varyasyon bulunmaktadir. Bu karakterlerle ilgili olarak
iliskilendirme ¢aligmalar1 bagsta biyokimyasal polimorfizm iizerine yapilmistir.
Ornegin kan grubu polimorfizmi ile siit verimi iliskilendirilmeye c¢alisilmis ve
Eritrosit Antijen M tasimayan (EAM’) sigirlarda yiiksek siit verimi arasinda iliski
ortaya konulurken, EAM: ve EAMy, allellerini tagiyan bireylerin ise mastite karsi
duyarli olabilecekleri ileri stiriilmistiir (Larsen, 1985). Ancak belirlenen bu iliskilerin
genetik alt yapi, cevre kosullar1 gibi degisken faktorlerden etkileniyor olmasi,
sigirlarda  yapay seleksiyonun uzun siirmesi gibi nedenlerle farkli sigir
popiilasyonlarinda uygulanabilir ~ bulunmamistir.  Direng/duyarliik  olgusunu

inceleyen immiinogenetik alaninin gelisimi; diren¢ ve verim o6zellikleri arasinda



negatif korelasyon olmasi nedeniyle genetigin diger alt dallarindan daha yavas bir
gelisme gostermistir (Bishop ve ark., 2010). Ancak molekiiler biyolojik yontemlerin
gelismesi, genom boyu analize olanak saglayan araglarin yaygin olarak kullanima
girmesiyle birlikte, belirteg¢ temelli seleksiyon yoOntemleri uygulanabilir hale
gelmigtir. Bu sayede DNA belirtecleri kullanilarak direncgli/duyarli bireyler
arasindaki genetik varyasyonun ortaya konmasinda, degisen gen ifadelerinin
belirlenmesi ile konaklar arasindaki direnglilik olgusunun varyasyonu arastirilabilir
hale gelmistir.

Yasam bilimlerinde tekli niikleotit varyantlarinin (SNV) belirlenmesi ile ilgili
calismalarin sayis1 giin gectikge artmaktadir. Poligenik, aditif etki ve genomik SNV
etkileri birlikte degerlendirildiginde sigir 1irklarinda ilgili fenotipik karakterde
goriilen genetik varyasyon %71-85’1 SNV etkisi ile agiklanabilmektedir (Jensen ve
Omadsen, 2012). Yeni nesil sekans analizleri (YNS) SNV’ler, kisa insersiyon ve
delesyonlar (InDel), kopya sayisi degisimleri (CNV) gibi genetik varyasyonlarin
belirlenmesi ile de fenotipte goriilen farkliliklarin genetik temellerinin agiklanmasi

miimkiin hale gelmistir (Baes ve ark., 2014).

Yerli irklar 6nemli gen kaynaklaridir. Genel olarak bu irklar yapay seleksiyon
baskis1 altinda olmadigi i¢in genetik ¢esitliliklerini koruyabilmislerdir. Tiirkiye yerli
sigir irklarindan Yerli Kara (YK), Dogu Anadolu Kirmizisi (DAK), Giiney Anadolu
Kirmizisi (GAK), Boz irklarinin mastit, tiiberkiiloz ve kene kaynakli kan
parazitlerine kars1 direngli oldugu bilinmektedir (Ozdemir ve Dogru, 2009). Diger
taraftan siit ve et verimi gibi kantitatif karakterler yoniinden yapay seleksiyon baskis1
altinda olan kiiltiir irklar1 ise hastaliklara duyarli hale gelmislerdir (Ingvartsen ve
ark., 2003).

Bu arastirmada hastaliklara direngli oldugu bilinen Tirkiye yerli wrklart (YK,
DAK, GAK, BOZ) ile kiiltiir irk1 (Holstayn) sigirlarinda TLR2, TLR4 ve TLR6 gen
bolgelerindeki varyasyonlarin karsilastirilmasi, haplotiplerin ve direng ile iliskili

aday varyasyonlarin belirlenmesi amacglanmastir.



1.1. Hastahklara Kars1 Viicudun Savunma Mekanizmalari

Organizma, hastaliklara neden olan, bakteri, viriis ve kanser hiicreleri gibi etkenlerin
siirekli kusatmasi altinda olan bir kale gibidir. Hastalik etkenlerine karsi konak
savunmasi immunite (immunis) olarak adlandirilir ve bu kelime ilk kez eski Roma
doneminde ‘herhangi bir hizmetten ari olmak’ anlaminda kullanilmigtir. Glintimiizde

ise, tip terimi olarak hastaliktan ari olmak anlamina gelmektedir (Elgert, 2009).

Hayvan viicudu yasamayi siirdiirebilmek i¢in gereksinim duydugu bir¢ok
bileseni icinde bulundurmaktadir. Nemli, sicak ve besin maddeleri igeren bir
ortamdir. Dolayisiyla mikroorganizmalar bu ortam1 isgal etmek ve besin
maddelerinden yararlanmak isterler (Tizard, 2009). Bir hayvan o6ldiigiinde
mikrobiyal saldirinin biiytikliigii agikga goriilebilmektedir. Hayvan oldiikten birkag
saat sonra, mikroorganizmalar dokulari istila etmeye baslarken, saglikli ve canli
dokular mikrobiyal saldirilara karsi daha direnglidir ve canlinin hayatta kalabilme
becerisi de bu dirence baghdir. Bu direng birbirine siki sikiya bagh farkli savunma

mekanizmalar biitiiniinden olusmaktadir (Tizard, 2009).

Omurgali hayvanlar immun sistemi olusturan hiicre ve molekiiller ile bagisiklik
kazanabilirler. Konak tarafindan olusturulacak gii¢lii bir bagisiklik, ancak, savunma
hiicrelerinin isbirligi ve patojen spesifik yeni hiicre ve molekiillerin iiretilmesi ile
saglanabilir (Tizard, 2009). Viicuttaki tiim bu aktiviteler, ‘immun yanmit’ olarak
bilinmektedir (Kawai ve Akira, 2010). immun yanit; viicuda bakteri, viriis, parazit ya
da mantar gibi yabanci bir organizma girdiginde, konak ya 6zgiin olmayan sekilde
enfeksiyoz etkenleri temizler ya da o organizmaya 6zgiin hiicre ve mediyatdrlerden

olusan immun yanit iiretir (Elgert, 2009).

Immun sistem; viicudu enfeksiyonlardan korumak icin bir biitiin halinde
isleyen; savunma hiicreleri, doku ve organlardan olusmus bir agdir ve fiziksel,
biyolojik ve kimyasal ¢oklu savunma mekanizmasina sahiptir (Tizard, 2009). Bu
savunma mekanizmalari, birbiriyle oOrtiisen ve ardisik bariyerlerden olusur ve
viicudun ilk fiziksel bariyer savunmasindan ge¢meyi basarabilen mikroorganizma
ileri asamada daha giiglii bir savunma ile karsilasmaktadir (Sekil 1.1). En basit
anlamda, immun sistem viicuda giren patojenleri dost ya da diisman olarak

tanimlamakta, dost olanlara gecis izni verirken, diisman olanlar1 arayip yok etmek



lizere programlanmigtir. Bunun da o6tesinde, immun sistem, tekrarlayan hastalik
etkenlerini hatirlayabilir ve ilkine gdére daha kisa siirede gelisen patojen spesifik
konak immun yamti1 ile, herhangi bir klinik bulgu goriilmeden hastaliklar

engellenebilir.

Viicudun patojen organizmalara ilk yanit1 kan, hiicre dis1 sivilar ve epitel hiicre
salgilar1 ile olmaktadir ve bu humoral dogal direng olarak da bilinmektedir. Bu yolla
patojen yok edilebilir ya da etkisi zayiflatilabilir. Yanitin ikinci asamasinda dogal
direng sistemi hiicreleri, patojen iliskili molekiiler oriintiileri (Pathogen-Associated
Molecular Pattern, PAMP) tanirlar ve enfeksiyonu ortadan kaldiracak farkli yolaklari
kullanmak iizere aktive olurlar. Ilk iki yanit kendi basina immiinolojik bir hafiza
olusturamaz. Bir mikroorganizma bu iki asamay1 da gegerse, immun yanitin ti¢lincii
asamas1t olan uyarlamali bagisiklik etkinlesir. Uyarlamali bagisiklik sayesinde
lenfositler 6zgiin olarak bu patojene karsi harekete gecer ve viicudun bu patojene
karsi hayat boyu bagisiklik kazanmasini saglayacak hafiza hiicreleri olusturur

(Janeway ve ark., 2006).
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Sekil 1.1. immun yanit asamalar1 (Janeway ve ark., 2006).

1.1.1.Dogal Savunma Faktorleri

Viicudun en etkili savunma sistemi, mikroorganizmalarin viicuda giriginin
engellenmesidir. Bu bariyerler olmadan etkili bir savunma neredeyse miimkiin
degildir. Saglam deri mikrobiyal saldirilara karsi 6nemli bir bariyerdir ve ancak hasar
gormiigse yang: sekillenebilir. Yara iyilesme mekanizmasi ile de bu bariyerin saglam

ve hizli bir sekilde onarilmasi saglanir. Viicudun diger ylizeyleri mukoza ve



serozalarla oOrtiilidiir ve ilk fiziksel bariyeri olustururlar. Bununla birlikte,
patojenlerin viicuda giris yaptig1 baslica yollardan solunum ve sindirim sistemi basit
fiziksel savunma sistemlerine sahiptir (Diker, 1998). Ornegin, iist solunum yollar1 ve
bliyiik bronglarda bulunan mukosilier sistem yabanci partikiillerin tutularak saatte 0.1
mm hizla geriye dogru itilmesini saglar. Bu nedenle, 100 um’den biiyiik partikiiller
ist solunum yollarinda tutulurken, 1-10 pm arasindakiler ise mukéz membranlara
yapisarak uzaklastirilirlar (Janeway ve ark., 2006). Dolayisiyla, akciger alveollerinde
hastalik olusturabilen mikroorganizmalarin ¢aplar1 ¢ogunlukla 1 pm’den kiigiiktiir.
Bu basit fiziksel savunma mukozalarin temizlenmesini de kapsamaktadir. Ornegin
Oksiirme, hapsirma, yiizeylerdeki mukus akisi, sindirim sistemi i¢in kusma, ishal ve
iriner sistem igin ise idrar akigi bu temizligi saglamaktadir. Deri tizerindeki ve
bagirsaklarda normal flora potansiyel saldirganlart dislayabilmektedir. Bunun
yaninda normal flora mikroorganizmalari, bu ylizeylerden girmeye calisan uyum

saglayamamis patojen organizmalari yenebilmektedir (Janeway ve ark., 2006).

1.1.2. Dogal Direng (Innate Immunity)

Fiziksel bariyerler mikroorganizmalarin viicuda girisini engellemek i¢in hayati
oneme sahip olsa da her zaman ¢ok etkili olmayabilirler. Mikroorganizmaya maruz
kalma siiresi, mikroorganizmanin viicuda girmedeki kararlilig1 ile fiziksel bariyerler
asilabilmektedir. Buna ragmen canlilar siirekli hasta olmazlar, ¢iinki
mikroorganizma saldiris1 hastaliga sebep olamadan engellenebilir. Bu engelleme
dogal diren¢ sayesinde sekillenmektedir (Janeway ve ark., 2006). Hayvan
viicudunun, dogal savunma mekanizmasini, mikrobiyal invazyonun oldugu bolgeye
karmasik reaksiyonlar ile yonlendirmesine yang: adi verilmektedir. Yangi sirasinda,
mikrobiyal invazyon kaynakli degisimler ya da doku hasar1 durumunda kan akisi
artar ve patojenleri yok edecek hiicrelerin gogii saglanir (Medzhitov ve Janeway,
1997).  Yangi, viicut kendini tehlikede hissettigi zaman gerceklesmektedir.
Tehlikenin hissedilmesi, invaziv bir mikroorganizma ya da o6lii ve 6lmekte olan
hiicrelerden salinan uyar1 sinyalleri ile olmaktadir. Bu uyar1 sinyalleri iki ana grup
altinda toplanir. Birinci grup 6lii ya da 6lmekte olan hiicrelerden salinan molekiilleri
kapsamaktadir. Bunlara “alarmin” adi verilmektedir. Diger grup ise invaziv

mikroorganizmalarin molekiill ya da molekiiler oriintiileri icermektedir. Bunlarin



tamamina “patojen iliskili molekiiler oriintiiler” (PAMP) adi verilmektedir
(Medzhitov ve Janeway, 1997). Internal alarminler ve eksternal PAMP’lar, hasar
iligkili molekiiler ortiintiiler (Damage Assosicated Molecular Patterns, DAMP)
olarak adlandirilir ve bunlar viicut savunma sistemi hiicreleri tarafindan

taninmaktadirlar (Tizard, 2009).

Cok hiicreli organizmalarda bulunan dogal diren¢ en eski konak savunma
sistemidir (Alberts ve ark., 2002). Organizmalarda viicut savunmasinin hizli yaniti,
kendi hiicreleri ile patojenler arasindaki ayrimin hizina dayanmaktadir. Bu ayrim
orlinti tanima reseptorleri (Pattern Recognition Receptors, PRR) tarafindan
mikroorganizmalarin hayati fonksiyonlar1 i¢in gerekli olan yapilart kapsayan
PAMP’larin taninmasiyla olmaktadir (Elgert, 2009). Mikroorganizmalar hizlica
cogalmakta, kolayca mutasyon gecirebilmekte ve bu sayede enfekte bir hayvanin
immun yanit olusturmasmna kadar gecen siire icinde molekiiler yapilarim
degistirebilmektedir. Bu nedenle de makrofajlar, dendritik hiicreler ve mast hiicreleri
olas1 tiim mikrobiyal molekiilleri tanimaktansa farkli mikroorganizmalarda bulunan
PAMP’lart  tamimaktadir.  Ornegin  invaziv  bakterilerin  ¢ogu  birlesik
karbonhidratlardan olusan hiicre duvarina sahiptir. Gram pozitif bakterilerde bu
duvarlar peptidoglikanlar ve ayrica lipoteikoik asitten olusmaktadir. Gram negatif
bakterilerin hiicre duvari, lipopolisakkarit ile kapli bir peptidoglikandan
olusmaktadir. Aside direngli bakteriler ise glikolipidler ile kaplidir. Mayalarin
mannan-zengin karbonhidrat duvari bulunmaktadir (Tizard, 2009). PAMP’lar bu
sekilde polisakkaritler olabilecegi gibi patojenin tek zincirli RNA’s1 (single strand
RNA, ssRNA), cift zincirli RNA’s1 (double strand RNA, dsRNA) ya da Sitozin (C)
¢oklu Guanin (G) (CpolyG, CpG) adaciklari gibi niikleik asidiyle iligkili oriintiiler de
olabilmektedir (Kaiser, 2010). Bu molekiillerin hi¢ biri normal bir hayvan hiicresinin

yapisinda bulunmamaktadir.

Dogal diren¢ sistemi hiicreleri; lenfositler, mast hiicreleri, makrofajlar,
nétrofiller, dendritik hiicreler, bazofil ve eozinofil graniilositler, dogal oldiiriicii
hiicreler (Natural Killer, NK) ve gama/delta T hiicreleri olarak sayilabilir. Bu
hiicrelere ek olarak epitel ve endotel hiicreleri de dogal direng hiicreleri arasinda yer

almaktadir. Bu hiicrelerden antijen sunabilen hiicreler biiylik doku uyusum



kompleksi (Major Histocompatibility, MHC) ile uyarlanabilir bagisiklik sistemine
antijen sunmaktadir (Kaiser, 2010).

Dogal diren¢ cevabi yillarca 06zgin olmayan bariyer-bagisik yanit olarak
degerlendirilmis ve kazanilmis bagisiklik ortaya ¢ikmadan onceki ilkel bagisiklik
sisteminin filogenetik kalintis1 oldugu diistiniilmiistiir (Kaiser, 2010). Ancak artik
dogal direncin belirli bir patojene 6zgii olmasa da, belirli patojen gruplarina 6zgiin
oldugu ve belirli bir patojen i¢in dogal direncin kazanilmis bagisiklig1 yonlendirerek
uygun yanitin ortaya ¢ikmasini sagladigi bilinmektedir. Omurgalilarda dogal direncin

4 onemli gérevi bulunmaktadir;

1- Enfeksiyon ve yangi goriilen bolgelere immun hiicrelerin ¢agirilmas,

2- Komplement kiimesinin aktivasyonu ile bakterilerin belirlenmesi, hiicrelerin
aktive edilmesi ve 6lii hiicreler ya da antikor komplekslerinin temizlenmesi,

3- Dokularda ve organlarda bulunan yabanci bilesenlerin belirlenmesi ve 6zgiin
1okositlerce ortadan kaldirilmasi,

4- Antijen sunma olarak bilinen siire¢ ile uyarlamali immun sistemin
etkinlestirilmesidir.

Dogal direncin humoral ve hiicresel bilesenlerinin hepsi savunma gorevlerinin
yerine getirilmesi i¢in gereklidir. Dogal direncin uyarilmasi ve mikrobiyal ya da
viicudun kendi sinyallerinin tanminmasinda gorevli olan PRR’lerin Toll benzeri
reseptorler (Toll Like Receptors, TLR), C-tipi Lektin Reseptorler (C-type Lectin
Receptors, CLR), Retinoik Asit-Uyarimli Gen (Retinoic Acid-Inducible, RIG)-I-
benzeri reseptorler (RIG-1 Like Receptors, RLR), NOD-benzeri reseptorler (NOD-
like Receptors, NLR) olmak {iizere 4 ailesi vardir. Bunlar i¢inde en fazla ¢alisiimis
olan reseptorler Toll Benzeri Reseptorlerdir (Toll Like Reseptorler, TLR) (Akira ve
ark., 2006).

1.2. Toll Benzeri Reseptorler (TLR)

TOLL terimi ilk olarak Drosophila larvalarinda erken donemde dorsal/ventral
yonlendirmeyi saglayan hiicre yiizey reseptorlerini tanimlamak i¢in kullanilmigtir
(Stein ve ark., 1991). Alman bilim insan1 Christiane Niisslein-Volhard bu kesifi
yaptiginda “TOLL!” (Almanca “Harika!”) diye bagirmistir ve bu harika kesif ile



1995 yili Nobel Odiiliinii kazanmstir. Bir kag yi1l sonra Toll proteinlerinin diger
mikrobiyal bilesenlerle birlikte mantar enfeksiyonlarina karsi savunmada da gorev
aldiklar1 belirlenmistir  (Lemiatre ve ark, 1996). Daha sonra memelilerde Toll
reseptorlerinin  homologu belirlenmis ve Toll Benzeri Reseptorler “Toll like

receptors, TLR” olarak adlandirilmistir (Medzhitov ve Janeway, 1997).

TLR’lerin en etkileyici Ozelligi, tim okaryot hayvan hiicrelerinde bu
reseptorlerin varliginin belirlenmis olmasidir (Roach ve ark., 2005; Wiens ve ark.,
2007). Bunun yaninda antimikrobiyal savunmada gorevli homolog reseptorlerin
bitkilerde de bulunduklar1 belirlenmistir (Zipfel ve Boller, 2004). Toll benzeri
reseptorler, immun sistem hiicrelerinde (Kokkinopoulos ve ark., 2005) ve epitel
hiicrelerinde (Abreu, 2010) plazma ya da endozomal membranlarda bulunan tip 1
transmembran proteinlerdir (Takeuchi ve Akira, 2001). TLR proteinleri ii¢ ana
domainden olugmaktadir; ligandlarin taninmasinda gorevli hiicre dis1 domain (extra
cellular domain, ECD), sarmal yapida transmembran domain (trans membran, TM)
ve sitoplazmik sinyal domaini olan Toll/interleukin-1 reseptor domain
(Toll/Interleukin-1 receptor, TIR) (Sekil 1.2). TIR domaini filogenetik siiregte
korunmus bir domaindir ve TLR’ler ile etkilesime gecerek dogal direng sinyal
kiimesinin olusmasinda gorevli olan adaptor proteinlerin de yapisinda bulunmaktadir
(O'Neill ve ark., 2003; O'Neill ve Bowie, 2007). Buna karsin patojen ligandlarinin
taninmasinda gorevli olan ECD’de varyasyon seviyesi ¢ok yiiksektir. Varyasyon
ozellikle tiir spesifik ligand Ozgiinliigiinii saglayan merkezi 16sin aminoasitinden
zengin tekrarlar igermektedir (leucine rich repeat, LRR) (Mikami ve ark., 2012).
Patojenin taninmasiyla birlikte hiicre dist ve i¢inde bulunan bu domainler bir araya
gelir ve TLR’ler kendi aralarinda ya heterodimer ya da homodimer olustururlar (Jin

ve ark., 2007; Kang ve ark., 2009; Yoon ve ark.,2012)



N~ Hucre disi domain
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Hucre disi ®
: :: : : I: :i‘ :: Transmembran domain
Sitoplazma
,. Toll/interleukin 1 reseptor domain

Sekil 1.2. Toll Like Reseptor domainlerinin yerlesimi (Smith ve ark., 2012).

Omurgalilarda ortak ataya sahip TLR’ler filogenetik olarak 6 aile altinda
toplanmistir ve ayni aileden olan TLR’lerin benzer tanima Oriintiilerine sahip
olduklar1 belirlenmistir (Sekil 1.3). Ayn1 dalda yer alan TLR’lerin en kii¢lik numaral
olan1 o dalda yer alan TLR ailesinin ismini olusturmustur. TLR1 ailesi TLR1, TLR2,
TLR6, TLR10 ve TLR14’1i; TLR7 ailesi TLR7, TLR8 ve TLR9’u; TLR11 ailesi ise
TLR11, TLR12, TLR13, TLR21, TLR22, TLR23’ii kapsamaktadir (Roach ve ark.,
2005). TLR3, TLR4 ve TLRS ise sadece kendi homologlari ile ayn1 dalda yer aldigi
icin ayr1 aileleri olusturmuslardir (Roach ve ark., 2005).
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Sekil 1.3. Omurgalilarda TLR aileleri. Her aile farkli renk ile gosterilmistir (Roach
ve ark., 2005).

Memeli tiirlerinin  10-15 aras1 degisen sayida TLR’ye sahip olduklar
diisiiniilmektedir. insanda 11 ve farede 13 adet TLR (TLR1-13) belirlenmistir
(Tabeta ve ark., 2004; Andrade ve ark., 2013). Toll benzeri reseptorler 1, 2, 4, 5, 6 ve
10 hiicre yiizeyine ekspresse edilen ve farkli bakteriyel ligandlar1 tanimakla gorevli
olan proteinlerdir (Hopkins, 2005; Roach ve ark., 2005). TLR3, 7, 8 ve 9 ise
endozomal reseptorlerdir ve Oncelikli olarak niikleik asitler ve viral molekiilleri

tanimak i¢in 6zellesmistir (Hopkins, 2005; Roach ve ark., 2005).

1.2.1 Toll Benzeri Reseptorler Ligand Tamima Domaini (LRR Domain)

Toll benzeri reseptorlerin ligand tanima domaini l6sin amino asidince zengin
(Leucine Rich Repeats, LRR) tekrarlar ile karakterizedir (Tauszig ve ark., 2000;
Matsushima ve ark., 2007; Kawai ve Akira, 2010). LRR’ler hiicresel gorevleri ve
yerlesimleri farklt olan 60.000 civarinda proteinin ana yapisini olusturmaktadir
(Matsushima ve ark., 2007). Bu modiiler yap1 20 ile 43 arasinda degisen sayida
bilesik hidrofobik 16sin amino asidi icermektedir (Offord ve ark., 2010). LRR’ler
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beta-alfa sa¢ tokasi tniteleridir ve bir araya geldiklerinde at nali benzeri bir yap1
olusturmaktadir (Matsushima ve ark., 2007). LRR’nin N-terminal ve C-terminal
uclar sirastyla LRRNT ve LRRCT olarak adlandirilmaktadir (Matsushima ve ark.,
2007). LRRCT ve LRRNT, proteinin hidrofobik ¢ekirdegini korunmasini saglayan
disiilfit kopriileri olusturan sistein amino asidince zengin bolgelerdir (Kajava ve ark,
1995). LRR ailesi ile ilgili olarak yapilan c¢alismalarla filogenetik koruma orani
yiiksek olan 7 alt aile tanimlanmistir. Bu tekrarlarin amino asit Oriintiilerinin iki tipi
bulunmaktadir; bunlar siklikla goriilen 11 rezidiilii konsensiis dizisi LxxLxLxxNxL
ya da daha az rastlanan 12 rezidii konsensiis dizisi LxxLxLxxCxxL olarak
bilinmektedir. Bu dizilerde L 16sin, valin, isolosine ve fenilalanin gibi hidrofobik
amino asitleri, N asparjin, treonin, serine ya da sisteini, C asparjin, serine ya da
sisteini X her hangi bir aminoasiti ifade etmektedir (Kobe ve Kajava, 2001;
Matsushima ve ark., 2007). TLR i¢indeki LRR tekrar sayis1 TLR’ye bagli olarak 16-
28 arasinda degismektedir (Matsushima ve ark., 2007). LRR c¢esitliligi ozellikle
PAMP’lara baglanmada 6nemli olan LRR10 ile LRR15 arasinda sekillenmektedir
(Zhou ve ark., 2007).

1.2.2. Toll Benzeri Reseptorler; Sitoplazmik Sinyal Domaini Toll/Interleukin-1

Reseptor Domain (TIR Domain)

Toll benzeri reseptor hiicre i¢i uzantisi, memeli interleukin-1 reseptor (IL-1R) ve
Drosophilia Toll proteini arasindaki homoloji ile tanimlanmistir (Tauszig ve ark.,
2000). Toll, IL-1R ve hiicre i¢i sinyal adaptorlerinden MyD88 proteinlerinde bulunan
150 amino asitlik korunmus bu bdlge TIR domain olarak adlandirilmaktadir (Rock,
1998). LRR’lere ligandlarin baglanmasi TIR domaine 6zgii adaptor proteinlerin
baglanmasini tetiklemektedir (O'Neill ve Bowie, 2007). TIR domain ayni zamanda
TLR’lerin heterodimer ya da homodimer olusturmasinda da gorev almaktadir
(Barton ve Medzhitov, 2003). Bu protein ayrica apoptotik ve mitojenik sinyal
yolaklari i¢in de 6nemlidir. TLR TIR domaini ve adaptor proteinlerin TIR domainleri
bir araya geldiklerinde hiicre i¢i sinyal yolaklari aktive olmaktadir (Takeda ve Akira,
2004).
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1.3. Sigirlarda TLR Gen Ailesi

Sigir TLR genleri ve hastaliklara direng ile ilgili olarak yapilan ¢aligmalar halen
devam etmektedir (Behl ve ark., 2014; Osvaldova ve ark., 2014; Panigrahi ve ark.,
2014; Sheldon, 2014; Swain ve ark., 2014; Vazquez ve ark., 2014; Wong ve ark.,
2014). Bu tiirde TLR gen ailesinin 10 {iyesi belirlenmistir (Jungi ve ark., 2011). Sigir
TLR genleri bovineTLR olarak adlandirilmakladir ve boTLR1, boTLR2, boTLRS3,
boTLR4, boTLR5, boTLR6, boTLR7, boTLR8, boTLR9 ve boTLR10 olarak
kisaltilmaktadir. McGuire ve ark. (2006) radyasyon hibrit (RH) paneli ile TLR
genlerinin genomik organizasyonunun insan ve fare ile benzer oldugu ortaya
koymustur. RH paneline gore, boTLR1, boTLR6 ve boTLR10 sigir 6. Kromozomu
(BTA6) iizerinde bulunup, yaklasitk 50 kilo baz (kb)’lik bir gen kiimesi
olusturmaktadirlar. BOTLR2, boTLR3, boTLR4, boTLR5 ve boTLR9 sirasiyla
BTAL17, BTA27, BTA8, BTA16 ve BTA22 {izerinde yer almakta ve 3kb-20kb arasi
degisen biyikliktedirler. BOTLR7 ve boTLR8 ise X kromozomu iizerinde
bulunmaktadir (McGuire ve ark., 2006). Menzies ve Ingham (2006) sigir TLR

genlerinin koyunlarla homolog oldugunu bildirmistir.

1.3.1. TLR1 Ailesi

TLR1 ailesi boTLR1, boTLR2, boTLR6 ve boTLR10 genlerini kapsamaktadir.
TLR1-TLR6 ve TLR10 aymi kromozom iizerinde bulunup bir gen kiimesi
olusturmaktadirlar (Opsal ve ark., 2006). Beutler ve Rehli (2002), omurgalilarda
korunmus TIR domain iizerindeki ¢alismalarina gore, atasal genden TLR10’un 300
milyon yil 6nce, TLR6 ve TLRI’in ise 130 milyon y1l 6nce meydana gelen bir
duplikasyon ile ayrildiklar1 ve bu gen kiimesini olusturduklar1 belirlenmistir. TLR1
ailesi lipopeptid 6zellikteki PAMP’lar1 tanimak igin 6zellesmistir. Diger TLR aileleri
gibi giiglii bir seleksiyon baskist altinda evrim gecirmistir ancak diger TLR ailelerine
kiyasla daha fazla tiire 6zgii adaptasyona sahiptir (Roach ve ark., 2005).

TLRI1 ailesi heterodimerik reseptorler olarak fonksiyon gostermektedir (Roach
ve ark., 2005). TLR2, ailenin diger iiyeleri (TLR1 ve TLR6) ile heterodimerleserek
PAMP yelpazesini genisletmektedir (Ozinsky ve ark., 2000; Hajjar ve ark., 2001).

Gram pozitif bakteriler, immun yanit1 lipopolisakkaritlere (LPS) benzer sekilde
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uyarmaktadir (Werling ve Jungi, 2003). Gram pozitif bakterilerin hiicre duvari
peptidoglikana (PGN) gomiilii bir sekilde lipoproteinler ve lipoteikhoik asit (LTA)
icermektedir. TLR2 yetersizligi olan farelerde ve iiretilmis hiicre hatlarinda
TLR2’nin PGN’a, ve Mycoplasma Makrofaj Etkinlestirici Lipopeptid-2 (MALP-
2)’ye kars1 (Takeuchi ve ark., 1999; Takeuchi ve ark., 2000; Takeuchi, 2001) ve
Mycobacterium tuberculosis hiicre duvari ana glikolipidi olan lipoarabinomannan’a
kars1 olan immun yanitta temel bilesen oldugu bildirilmistir (Jones ve ark., 2001).
Bunun yaninda TLR2’nin TLR1 ya da TLR6 ile olusturdugu heterodimerlerin
bakteri, Mycoplasma sp., mantar ve virlislerin farkli yapitaglarini tantyabildigi
bildirilmigtir. TLR1/TLR2 ve TLR6/TLR2 kompleksleri sirasiyla Mycoplasma sp.
triasil ve diasil lipoproteinleri taniyabilmektedir (Ozinskyve ark., 2000; Alexopoulou
ve ark., 2001; Morr ve ark., 2002). Insanlarda yapilan caligmalar, TLR10’un TLR2
ile dimerleserek triasil lipoproteinleri taniyabildigini gostermistir (Cizelge 1.1) (Guan
ve ark, 2010).

1.3.2. TLR4 Ailesi

Gram-negatif bakterilerin LPS yani endotoksinlerini, Mycobacterium tuberculosis,
Aspergillus fumigatus, Cryptococcus neoformans Candida albicans gibi 6nemli
bakteri ve mantarlarin hiicre duvari yap1 taslarini ve 1s1 sok proteinleri (heat shock
proteins, HSP), fibrinojen gibi hiicresel stres faktorlerini tanimada 6zellesmis olan
TLR’dir (Lien ve Ingalls, 2002) (Cizelge 1.1). LPS’lerin taninmasi TLR4’in CD14
ve MD2 ile etkileserek LPS-reseptor kompleksini olusturmasiyla olmaktadir
(Lizundia ve ark., 2008). Sigir tiirlerinde TLR4’iin polimorfik oldugu ve mastit
iliskili oldugu belirlenmistir (De Mesquita ve ark., 2012). LPS duyarli fare hatlarinda
(C3H/Hc)) TLR4 proteininde prolin amino asidinden histidin amino asidine
doniisiim oldugu belirlenmis ve bu ¢alisma ile LPS yanitinda TLR4’{in 6nemi ortaya
konmustur (Poltorak ve ark., 1998; Qureshi ve ark., 1999). TLR4’iin kendinden ve
kendinden olmayan ligandlar1 ayirabildigi bildirilmistir. Ancak bu ayirimda da
CD14-TLR4-MD-2 kompleksinin aktif olup olmadigr bilinmemektedir (Underhill ve
Ozinsky, 2002). insanlarda TLR4’{in solunum sinsityal viriis (respiratory syncytial
virus, RSV) enfeksiyonlarinda aktif oldugu bildirilmigken, (Kurt-Jones ve ark., 2000)
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sigirlarda RSV enfeksiyonunda TLR4 etkinligi gozlenmemistir (Lizundia ve ark.,
2008).

Cizelge 1.1. TLR2, TLR2/1 TLR4 ve TLR2/6’nin bilinen ligandlar1 ve hiicre igi

adaptor proteinleri

TLR Ligand Adaptor protein

TLR2 Peptidoglikanlar; Lipoproteinler; Lipotieikoik TIRAP ve MyD88
asit; (Gram-pozitif bakteriler)
Lipoarabinomannan (Mikobakteriler)
Hemaglutinin proteini (Kizamik viriisii)
Fosfopolimannan; Glikoruksonil mannan;
zimosan; f3- glucan (Mantar)
tGPI*-mutin
(Tripanozoma)

TLR2/1  Triasil lipopeptit
(Gram-negatif Bakteri ve mikoplasma)

TLR2/6 Diasil lipopeptit; Lipoteikoik asit
(Mikoplasma, Gram-pozitif bakteri; B grup Strep)

Zimosan
(S. cerevisiae)

TLR4 Lipopolisakkarit TIRAP, MyD88,
(Gram (-) bakteriler) TRAM, TRIF

1.3.3. Incelenen TLR Gen Bolgelerinin Genomik Organizasyonu ve Protein

Yapisi

Yeni nesil sekans (YNS) ve array-temelli yontemler ile farkli tip, biiyiiklik ve
yiiksek ¢oziiniirliikte genomik veriler elde edilebilmektedir. Erisime agik olan veri
tabanlarindan UCSC sigir tiirline ait 6 tane genom versiyonu bulunmaktadir. Bunlar
ilan edilis sirasina gore, Baylor 2.0 (bosTau2), Baylor 3.1 (bosTau3), Baylor 4.0
(bosTau4), Bos Taurus UMD3.1 (bosTau6), Baylor Btau 4.6.1 (bosTau7) ve Bos
Taurus UMD3.1.1 (bosTau8) olarak adlandirilmaktadir (Kent ve ark., 2002).
Bunlardan Ensembl ve UCSC veri tabanlarinda bulunan sirasiyla UMD3.1 ve Bos
taurus 4.6.1 gilincellenmektedir. UMD?3.1/bosTau6 genomu 2.67 milyon baz
ciftinden olusmaktadir (Zimin ve ark., 2009), genomda 19,994 kodlanan, 3,825
kodlanmayan ve 797 pseudo gen bulunmaktadir ve 95,297,241 kisa varyant, 2,581

yapisal varyant tanimlanmustir (Cunningham ve ark., 2015). Bos taurus
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4.6.1/bosTau7 Hereford 1rki disi ve erkek sigirin havuzlanmis tim genom dizisidir ve

2,98 milyon baz ¢iftinden olusmaktadir (Kent ve ark., 2002).

TLR’ler genellikle birkag adet kiigiik transle olmayan ekzon ile transle olan bir
biiyilk ekzona sahiptir (Opsal ve ark., 2006). TLR2 gen bdlgesi sigirin 17.
kromozomunda yer almaktadir ve 13kb biiyiikliikte protein kodlayan bir gendir
(Gene ID: 281534, ENSBTAG00000008008) (Kent ve ark., 2002; Cunningham ve
ark., 2015). TLR2 geninin 2 ekzonu bulunmakta ve ters zincirden transkribe
olmaktadir bu genden transkribe olan protein 784 amino asitten (aa) olusmakta,
proteinde 19 adet LRR bulunmaktadir (Cizelge 1.3). TLR4 geni 8. kromozomda yer
alir ve 11kb biyiikligindedir (Gene ID: 281536, ENSBTAG00000006240)
(Cunningham ve ark., 2015). TLR4 geni anlamli zincirden transkribe olmaktadir ve
TLR ailesinin diger iiyelerinden farkli olarak kodlanan iki kiiciik ve bir biiyiik
ekzona sahiptir. TLR4 proteini 84laa’ten olusmakta, proteinde 16 adet LRR
bulunmaktadir (Cizelge 1.3). TLR6 ise 6. kromozomda yer almaktadir, 19kb
biiyiikliikte bir gendir (Gene ID: 407237, ENSBTAG00000014031) (Cunningham ve
ark., 2015). TLR6’nin 4 ekzonu bulunmaktadir. Ters zincirden transkribe olan TLR6
geninde tretilen protein 793aa’ten olusmakta ve bu proteinde 19 adet LRR
bulunmaktadir (Cizelge 1.3). Bu gen bolgesi ayn1 zamanda TLR1’in transkribe olan
biiyiik ekzonunu igermektedir. TLR1 proteininin kisa ve uzun olmak tizere iki formu
bulunmaktadir. Uzun TLR1 (TLR1-fl) (Gene ID: 574090), aktif olan ve TLR2 ile
heterodimer yapan formudur (Farhat ve ark., 2010). TLR1-fl proteini 727aa’ten
olusmaktadir. Genom versiyonlar1 ve genlerin bu versiyonlara gore farklilik gosteren

yerlesim araligi bilgisi Cizelge 1.2°de verilmistir.

Cizelge 1.2. Genom versiyonlarina gore incelenen gen bolgelerinin yerlesim araligi

Gen Genom versiyonu Yerlesim araligi Kaynak
ve Chr
TLR2 UMDs3.1 3.949.710-3.963.032 (Cunningham ve ark., 2015)
Chrl7 UMD3.1 3.949.870-3.963.092 (Kent ve ark., 2002)

Bos taurus 4.6.1 4,298,805-4,312,030 (Kent ve ark., 2002)
TLR4 UMDs3.1 108.828.899-108.839.910  (Cunningham ve ark., 2015)
Chr8  UMD3.1 108.828.899-108.839.911  (Kent ve ark., 2002)

Bos taurus 4.6.1 112.326.488-112.337.501  (Kent ve ark., 2002)
TLR6 UMD3.1 59.687.276-59.706.713 (Cunningham ve ark., 2015)
Chr6  UMD3.1 59.686.794-59.720.509 (Kent ve ark., 2002)

Bos taurus 4.6.1 60.270.042-60.303.896 (Kent ve ark., 2002)



http://www.ensembl.org/Bos_taurus/Location/View?db=core;g=ENSBTAG00000014031;r=6:59687276-59706713;t=ENSBTAT00000036014
http://www.ensembl.org/Bos_taurus/Location/View?db=core;g=ENSBTAG00000014031;r=6:59687276-59706713;t=ENSBTAT00000036014
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Cizelge 1.3. TLR2, TLR4 ve TLRG6 proteinlerinin domain bilgileri

Domain TLR2 (aa) TLR4 (aa) TLR6 (aa)
LRR1 54.77 55..76 54.77
LRR2 78..101 79..100 78..101
LRR3 102..125 103..124 102..122
LRR4 126...150 127..148 123..147
LRRS 151..175 151..172 148..168
LRR6 176..199 176..197 169..196
LRR7 200..223 205..225 197..219
LRR8 224..250 352..373 220..250
LRR9 251..278 374..394 251..277
LRR10 279..308 400..422 278..303
LRR11 309..337 423..444 304..330
LRR12 338..361 448..469 331..354
LRR13 362..388 472..495 355..378
LRR14 389..414 497..518 379..404
LRR15 415..437 521..542 405..428
LRR16 438..457 545..568 429..449
LRR17 458..478 - 450..473
LRR18 479..500 - 474..495
LRR19 501..524 - 496..519
LRRCT 533..586 579..626 529..582
Trans membran  588..608 633..653 585..605

TIR 640..784 677..815 641..784
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1.4. Incelenen Sigir Irklar

Yerli wklar 6nemli genetik kaynaklar olarak disiiniilse de ekonomik ve tarimsal
taleplerdeki degisikliklerden dolay1 yok olma tehlikesi altindadirlar (Taberlet ve ark.,
2008). Bu irklar kiltiir irklarinda oldugu gibi yapay seleksiyon baskisi altinda
olmadiklari igin genetik cesitliliklerini koruyabilmislerdir (Medugorac ve ark., 2009).
Doktora tez materyali, hastaliklara direngli oldugu bilinen (Soysal ve ark., 2004;
TURKHAYGEN-I) Tiirkiye yerli sigir irklarindan; Yerli Kara (YK), Giiney Anadolu
Kirmizis1 (GAK), Dogu Anadolu Kirmizis1 (DAK) ve Boz (BOZ) sigir irklar ile
hastaliklara daha duyarli oldugu bilinen kiiltiir irklarindan Holstayn (HOL) sigir
irklarindan olugmaktadir. Bu sigir irklarindan YK, DAK ve GAK Bos taurus
brachiceros BOZ ve HOL sigir irklar1 ise Bos taurus primigenus kokenlidir (Alpan
ve Arpacik, 1996).

1.4.1. Yerli Kara Sigir Irka

Yerli Kara (YK) sigir ki, yerli sigir irklart arasinda yayilma alani en genis olan
irktir (Alpan ve Arpacik, 1996). Yetistirildigi yoreye bagl olarak viicut biiytikliikleri
degiskenlik gostermektedir, 6rnegin Ankara ve Cankiri’da yetistirilen Yerli Kara’lar
Afyon ve Kiitahya civarinda yetistirilenlere gore daha ufak yapilidirlar (Alpan ve
Arpacik, 1996). Adinda da belirtildigi gibi don rengi siyahtir (Alpan ve Arpacik,
1996; Mason, 1996) (Sekil 1.4).

Sekil 1.4. Yerli Kara sigir1 (TURKHAYGEN)
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Ilkel sigirlarda oldugu gibi verim ile ilgili karakterleri zayiftir ancak farkli
iklimlere kolaylikla adapte olabilen, yetersiz beslenmeye dayanikli ve hastaliklara
kars1 direnglidir (Soysal ve ark., 2004). Ankara ilinde, Lalahan Hayvancilik
Arastirma Enstitiisii’'nde koruma siiriisii bulunmaktadir.

1.4.2. Giiney Anadolu Kirmzis1 Sigir Irki

Giliney Anadolu Kirmizisi (GAK) sigir wkinin yayilma alami Toros Daglarinin
giineyinde kalan Akdeniz Bolgesi ve Giiney Dogu Anadolu Bolgesidir. Sadece
Tiirkiye’nin degil, Suriye, Liibnan, Irak, Urdiin ve Israil’in de yerli ki olarak
bilinmektedir (Alpan ve Arpacik, 1996). Yetistirildikleri yoreye gore Kilis Sigirt
(Gaziantep), Sam Sigir1 (Sam) ve Beyrut Sigirn (Liibnan) gibi varyeteleri
bulunmaktadir (Alpan ve Arpacik, 1996). En ¢ok goriilen don rengi targindir (Sekil
1.5). En belirgin fiziksel 6zelligi sagr yiiksekliginin cidago yiiksekliginden fazla

olmasidir.

Sekil 1.5. Giiney Anadolu Kirmizist Sigir1 (TURKHAYGEN)

Sicak iklim kosullarma karsi dayanikli, kene kaynakli parazitlere ve
hastaliklara kars1 dogal direngli oldugu bilinen bir sigir irkidir (Orman ve ark., 2005).
Yerli rklar arasinda siit verimi en yiiksek olan irktir (Alpan ve Arpacik, 1996;

Orman ve ark., 2005; Yilmaz ve ark., 2012).
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1.4.3. Dogu Anadolu Kirmuzis1 Sigir Irka

Dogu Anadolu Kirmizis1 (DAK) sigir irk1, Kafkasya’dan koken alan (Mason, 1996)
ve Dogu Anadolu’da yetistirilen, bu yorenin soguk iklimine direncli, daglik alanlarin
yetersiz besinlerine adapte olmus bir irktir (Ozdemir ve Dogru, 2009). Yerli Kara
irkindan sonra Tiirkiye’de yayilma alan1 en genis olan ikinci wktir (Alpan ve
Arpacik, 1996; Yilmaz ve ark., 2012). DAK 1wrkinda renk, acik kirmizidan koyu
kestane rengine kadar degisir, boynuzlar kisa ve 6ne dogrudur (Alpan ve Arpacik,
1996; Ozdemir ve Dogru, 2009). Bedene ait en belirgin dzelligi gdgiis bolgesinin dar
olmasidir (Alpan ve Arpacik, 1996) (Sekil 1.6).

Sekil 1.6. Dogu Anadolu Kirmizisi Sigirt (TURKHAYGEN)

Erzurum ilinde, Dogu Anadolu Kirmizis1 Bolgesel Arastirma Enstitlisiinde
koruma siiriisii bulunmaktadir. Bu 1rk 6zellikle et verimi yoniinde yetistirilmektedir
ve yerli wklar ile karsilagtirildiginda et verim orami en yiiksek olan wrktir. Yash
erkekler besiye alindiginda giinliik ortalama 700 gr agirlik artis1 saglarlar ve karkas
randimant %53’tiir (Alpan ve Arpacik, 1996). Hastaliklar agisindan incelendiginde
yasli hayvanlarin 6zellikle sap gibi viral salgin hastaliklara kars1 direngli oldugu irkin
tescil belgesinde belirtilmistir (Soysal ve ark. 2004).
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1.4.4. Boz Sigir Irka

Boz sigir irki Trakya boélgesinde yetistirilmektedir. Viicut iriligi ve kemik yapisi
saglamlig1 bakimindan yerli irklar arasinda en iyi olanidir. Bu yoniiyle de is verim
giicii yiikksek oldugu igin Anadolu’ya da yayilmistir (Alpan ve Arpacik, 1996).
Trakya bolgesinde ozellikle Enez ve Ipsala’da yogun olarak yetistirilen bir irktir.
Don rengi agik giimiisten koyu griye kadar degisen tonlarda olabilir (Alpan ve
Arpacik, 1996) (Sekil 1.7).

Sekil 1.7. Boz Sigir1 (TURKHAYGEN)

Boz irk1 sigirlar, step ikliminin sert kosullarina dayanikli, adaptasyon seviyesi
yiiksektir. Bagisiklik sistemi gii¢liidiir, hastaliklara karsi direngli ya da enfekte
oldugunda hizlica iyilesebilen bir sigir irkidir (K6k ve ark., 2012). Ozellikle paraziter
hastaliklara kars1 da direncli oldugundan acik yetistiricilige uygundur (Kok ve ark.,
2012).
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1.4.5. Holstayn Sigir Irk:

Holstayn sigir irki Hollanda’da gelistirilmis bir sigir irkidir. Sahada siyah beyaz
alaca donu nedeniyle kolaylikla tanmabilen ($ekil 1.8) bu sigirlar siit verimi yiliksek
olmast dolayisiyla tim Diinya {ilkelerinde oldugu gibi Tirkiye’de de siklikla
yetistirilen bir kiltir irkidir (Alpan ve Arpacik, 1996). Tirkiye’ye 1958 yilinda
getirilmis bir kiltir wkidir. Yerli wklar ile karsilastirildiklarinda kot ¢evre
kosullarina ve hastaliklara karsi direngsiz olduklart goriilmektedir (Alpan ve

Arpacik, 1996). Ozellikle sicak iklim kosullarina uygun hayvanlar degildirler.

Sekil 1.8. Holstayn s18ir1
1.5. Biyoinformatik Analizler: Dosya Formatlari, Program ve Yazilimlar

YNS datalarin analizi data biiyiikliikleri nedeniyle ¢ogu c¢alismada hiz simirlayict
olabilmektedir ve data analizi i¢in farkli dosya formatlari, bu dosya formatlarini

kullanan farkli biyoinformatik yazilimlar bulunmaktadir.

1.5.1. SAM (Sequence Alignment/Map) Dosya Formati

SAM, sekme aralikli yaz1 formatinda baslik ve hizalama boliimleri olan bir dosyadir.
SAM dosya formati hizalanmis ve hizalanmamis sekans datasinin toplandigi, goz ile

okunabilir bir dosyadir.

Bir SAM dosyast basligr dataya iliskin tanimlayic1 bilgileri igermektedir.
Burada baslica, referans sekans adi (@SN kodu ile), referans sekans uzunlugu (@LN
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kodu ile), YNS cihazina 6rnekler yiiklenirken kullanilan kimlik bilgisi (@ID kodu
ile), sekans datasinin elde edildigi platform (@PL kodu ile) ve 6rnegin yiiklendigi
havuz bilgisi (@SM kodu ile) belirtilmektedir.

Hizalama boliimii ise sorgulanan kalibin adi (QNAME kodu), bit degerine gore
okumalarin kombinasyonu (FLAG kodu), hizalamada kullanilan referans sekans adi
(RNAME kodu), ilk eslesen bazin pozisyonu (POS kodu), logaritma 10 (10log10)
tabanina gore en yakin tam sayiya deger atamasi yapilarak elde edilen haritalama
kalitesi (MAPQ kodu), kalipta sonra gelen sekansin birincil hizalamasinin ismi
(RNEXT), kalipta sonra gelen es okumanin pozisyonu (PNEXT), gozlenen kalip
okuma uzunlugu (TLEN), okuma sekansinin bulundugu bolim (SEQ), baz
kalitesinin belirtildigin bolim (QUAL) ve CIGAR degeri olmak iizere 11
degiskenden olusmaktadir (The SAM/BAM Format Specification Working Group,
2015)

QNAME, RNAME, CIGAR, RNEXT degerleri “*”, PNEXT, degerleri “0” ile
belirtilmigse, ilgili kod agisindan bilginin olmadigi anlamina gelmektedir. Bilgi
olmadigt durumda sonraki asamadaki degerler hesaplanamamaktadir. TLEN
degerinin 0 olmasi bu bolge i¢in ileri ya da geri yonli okumalardan birinin
olmadigini gostermektedir. RNEXT i¢in “=" degeri ise RNEXT’in RNAME ile ayni
oldugunu belirtmektedir. TLEN tiim okumalarin ayni referans diziye hizalandig:
durumda isaretlenmemis gozlenen kalip uzunlugu soldan ve sagdan hizalanan son
bazlar arasindaki mesafeye esit olmast gerekir. FLAG degerleri bilgisayar ve dijital
iletisim dilinde “basic unit of information” anlamina gelen Bit degeri cinsinden ifade

edilmektedir (Cizelge 1.4). Cigar degeri harfler ile belirtilmektedir (Cizelge 1.5).
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Cizelge 1.4. FLAG degerleri ve yorumlanmasi

Bit degeri

1

2

4

8

16
32
64
128
256
512
1024
2048

0x1
0x2
Ox4*
0x8
0x10
0x20
0x40
0x80
0x100
0x200
0x400
0x800
0x900

Tanimi

Sekanslanan kalip sekansta birden ¢ok boliime sahip

Her segment hizalayiciya gore diizgiin bir sekilde hizalanmig
Segment haritalanmamis

Kaliptaki sonra gelen segment haritalanmamaig

Sekansin reverse complementi alinmis

Kalipta sonra gelen sekansin reverse complementi alinmig
Kaliptaki ilk segment

Kaliptaki son segment

Ikincil hizalama

Kalite kontrollerini gegemeyen okuma

PZR ya da okumaya bagli duplikate

Tamamlayict hizalama

== 0 Birincil okuma

* Bit 0x4 okumanin haritalanma bilgisini igerdigi i¢in bu degerin olmadigi durumlarda

RNAME, POS, CIGAR, MAPQ degerleri i¢in bir varsayim yapilamamaktadir.

Cizelge 1.5. CIGAR degerleri ve yorumlanmast

Islem BAM Tanim

M 0 Hizalama uygundur (Sekans hizalama degeri uygun ya da yanlis
olabilmektedir.)

I 1 Referans diziden farkli olarak bir insersiyon oldugunu
gostermektedir.

D 2 Referans diziden farkli olarak bir delesyon oldugunu
gostermektedir.

N+ 3 Referans dizide atlanan bir okuma oldugunu gostermektedir.

S+ 4 Soft clipping (SEQ dosyasina gore okumanin kisaltilmasidir.)

H+ 5 Hard clipping (SEQ dosyasinda yoksa bu okumanin
¢ikartilmasidir.)

P 6 Padding (silent deletion from padded reference)

= 7 Referans sekansa uygunlugu belirtir.

X 8 Referans sekansa yanlis eslesmeyi belirtir.

+ H degeri ilk ve/veya son islemde verilmektedir. S, H islemleri arasinda deger almaktadir
ve CIGAR dizisinin uglarindadir. mRNA datas1 disinda N degeri tanimlanmamaktadir,
mRNA datasinda bu deger intronlar1 belirtmektedir. M/I/S/=/X degerler toplami SEQ
uzunluguna esit olmak durumundadir.



24

1.5.2. BAM (Binary Alignment/Map) Dosya Formati

BAM dosyasi, SAM formatimin ikili deger koduna dontistiiriilmiis halidir. Temelde
ayni datalar1 igermektedir ve .sam dosyasinin .bam formatina dondstiiriillmesi ile
bilgisayarda kapladigi alan kiiglilmektedir (The SAM/BAM Format Specification
Working Group, 2015).

1.5.3. VCF (Variant Call Format) Dosya Formati

YNS analizlerinin ana kullannom amaglarindan biri de popiilasyonlarda ve
bireylerdeki varyasyonlarin kesfedilmesidir. Danecek ve ark. (2011) VCF dosya
formatini olusturmuslardir. Bu dosya tipi ile SNV, insersiyon, delesyon ve yapisal
varyantlar1 anotasyon ile birlikte verilebilmektedir (Danecek ve ark., 2011). Bu
dosya formati ilk olarak insan genomundaki varyasyonlarin gdsterilebilmesi i¢in

olusturulmustur ancak haploid genomlar i¢in de kullanilabilmektedir.

1.5.4. Biitiinlestirici Genomik Goriintiilleme (Integrative Genomics Viewer,

IGV)

YNS datalar1, genel olarak biiyiilk datalar oldugundan analizin ana bolimi
bilgisayarlar tarafindan otomatik sekilde yapilmaktadir ve arastiricilarin bireysel
olarak yorumlamasi ve karar vermesine agik degildir. Ancak olan bu analizler sonucu
elde edilen data hakkinda fikir sahibi olmak ve karmasik biyolojik iligkilerin
kurulabilmesi igin gorsel veriler ile desteklenmesi gerekmektedir (Thorvaldsdottir ve
ark., 2013). YNS datalariin gorsellestirilmesinde Tablet (Milne ve ark., 2010),
BamView (Carver ve ark., 2010), Savant (Fiume ve ark., 2010) ve Artemis
(Rutherford ve ark., 2000) IGV gibi farkli yazlimlar da bulunmaktadir.

Biitiinlestirici Genomik Goriintiileme yazilimi, kullanici ara yiizii olan ve
Windows, Mac ve Linux isletim sistemleri ile uyumlu olarak ¢alisan bir yazilimdir.
IGV kullanicilara gergek zamanli olarak genom datasinda referans genom esliginde
baz diizeyinde incelemeye olanak saglamaktadir. YNS, ekpresyon ve kopya sayisi
degisimleri gibi array-temelli platformlardan elde edilen datalar incelenebilmektedir.
IGV, Kanser Genom Atlast (The Cancer Genome Atlas, TGCA) projesinde kopya

sayist degisimi, ekspresyon, mutasyon ve klinik datalarin biitlinlestirilmesi ve
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gorsellestirilmesi amaciyla gelistirilmistir (Thorvaldsdottirve ark., 2013). 1000
Genom Projesi ile yapilan isbirligi IGV’'nin SAM ve BAM hizalama formatinin
gelistirilmesini saglamistir (Li ve ark., 2009). Ardindan yine 1000 genom projesi
VCF (Variant Calling Format) dosya formatinin gorsellestirilmesini saglamistir
(Thorvaldsdottirve ark., 2013). IGV indekslenmis (.bam, .goby), indekslenmemis
(.gff, .bed) ve farkli ¢oziiniirlikte (Multiresolution) (.tdf) dosyalar1 desteklemektedir
(Thorvaldsdottirve ark., 2013). IGV data saglayicisinda farkli tiirlere ait genom ve

anotasyon bulunmaktadir.

IGV, YNS datasinda okumalar1 farkli renklerde gosterebilmektedir. Ornegin,
kromozomlar arast yeniden diizenlenmeler (chromosomal rearregentments), es
okumasi bagka kromozoma hizalanmis olan okumalar (mate sequence) farklh
renklerde, 0 kromozoma ya da boélgeye ait olan okumalar ise gri renk ile
gosterilmektedir. Varyasyon datast (VCF) da IGV ile incelenebilmektedir. Her
Ornegin genotip bilgisini gorsellestirebilmektedir. Pedigri ve aile anotasyonlari bu
dosyada yer alabilmektedir ve bunlara goére gruplari diizenleyip filtreleme imkani

sunmaktadir (Thorvaldsdottirve ark., 2013).

1.5.5. SAM Tools ve BAM Tools

SAM tools, C komut sisteminde calisan .sam formatindaki hizalama dosya igeriginin
diizenlenmesi, ayni bireye ait fakli dosyalarin birlestirilmesi, indekslenmesi ve
pozisyona gore hizalamalarin elde edilmesi islemlerinde kullanilmaktadir (Li, 2011).
BAM Tools ise bu islemleri .bam dosyalarini okuma, yazma ve igleme igin
kullanilmaktadir. Bu yazilim C++ program uygulama ara ylizii (Application
programming interface, API, C++ API) ve komut sistemi {izerinden ¢alismaktadir.
C++ API ile calisan Bam Tools API, komut sistemi ile ¢calisan Bam Toolskit olarak
adlandirilmaktadir (The SAM/BAM Format Specification Working Group, 2015).
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1.5.6. Picard Tools

Picard Tools Java komut sistemi lizerinden ¢alisan yiiksek ¢Oziiniirliiklii data ve bu
datalar1 iceren formatlarin analizinde kullanilmaktadir (Picard). YNS datalarinin
referans genoma gore yeniden diizenlenmesi, her okuma ve bu okumalarin eslerinin
belirlenmesinde ve duplike okumalarin isaretlenmesinde  Picard Tools

kullanilmaktadir.

1.5.7. Genome Analysis Tool Kit (GATK)

GATK Broad Enstitiisii tarafindan Java komut sistemi {lizerinden calisan yiiksek
¢oziiniirliiklii datalarm analizi igin gelistirilmis bir yazilimdir. Ozellikle varyantlarin
belirleme ve 6rneklerin genotiplendirme islemlerinde kullanilmaktadir ayrica data
kalitesi kontrolleri de bu yazilim ile yapilabilmektedir. YNS data analizlerinde en
biiyiik sorunlardan biri de bilgisayar ortaminda gecen islem zamanidir. GATK biiyiik
gen bolgelerinin YNS analizinin bireysel bilgisayarlarda yapilabilmesine imkan
vermektedir (McKenna ve ark., 2010).

1.5.8. Shapeit ve Phase

Shapeit genotip ya da sekans dosyalarinda SNP’lerden iyilestirilmis haplotiplerin
linear komplekslerin olusturulmasi, genom boyu iliskilendirme ¢alismalarinda
kromzomlarda ‘phase’ isleminin yapilmasi1 gibi uygulamalarda kullanilabilen, komut
sistemi ile ¢alisan bir yazilimdir (Delaneau ve ark., 2013). Phase ise, popiilasyon
genotip datasindan elde edilen haplotiplerin Bayesian istatistiksel metodu ile yeniden
olusturulmasint saglamaktadir. Haplotiplerin gruplandirilmasi, bireyler arasinda
paylasilan haplotiplerin belirlenmesi iglemlerinde kullanilmaktadir (Stephens ve
Donnelly, 2003).
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1.5.9. Snpsift ve Snpeff

SnpSift ve SnpEff varyant anotasyonu, varyantlarin etkisini tahmin etmeyi ve
filtrelenen varyantlarin .vcf dosyasindan uzaklastirilmasi gibi islemleri komut sistemi
tizerinden saglayan bir yazihmdir (Cingolani ve ark., 2012a; Cingolani ve ark.,
2012b). Bu yazilimin farkli organizmalarin genomlara ait varyant veri tabani

bulunmaktadir.

1.5.10. Ensembl Varyant Etki Tahmin Edicisi

Ensembl veri tabaninda bulunan referans genomlara gore varyant etkisini tahmin
etme ve belirlenen varyantlarin anotasyonu islemlerini yapabilen Varyant Etki
Tahmin Edici (Variant Effect Predictor, VEP) bir ara yiizii bulunmaktadir.
Varyasyonlar etki derecesi, fonksiyon etkisine gore smiflandirilmaktadir. EtKi
derecesi Olgiiliirken diisiik, orta ve modifiye edici olarak, fonksiyon ol¢iiliirken de

yanlig anlam ve sessiz varyasyonlar olarak ayrilmaktadir.

1.5.11. Network Program

Network programi, evrimsel analiz agaglarinin olusturulmasinda kullanilmaktadir.
Bu program DNA niikleotit datasi, binary kod dosyasi, amino asit verisi, enzim
kesimi verisi, y kromozomal ve otozomal mikrosatelit verileri ve niikleotit, STR,
enzim kesimi verilerini birlikte igeren dosyalar ile ¢alisma imkani saglamaktadir.
Network programi altinda bulunan merkez birlestirme (Median Joining, MJ) ise tiir

icindeki filogenilerin ortaya konmasinda kullanilmaktadir (Bandelt, 1999).

Tiirkiye yerli sigir irklart hastaliklara karst direngli oldugu bilinse bile bunun
altinda yatan genetik mekanizmaya dair yapilmis bir calismada bulunmamaktadir ve
TLR’ler dogal direngte gorev alan anahtar molekiillerdir. TLR2, TLR4 ve TLR6 gen
bolgeleri 6zellikle bakteriyel enfeksiyonlara karsi direngte gérev almaktadir. Bu gen
bolgelerinde hastaliklara karsi direngli olan yerli irklar ve hastaliklara kars1 duyarl
olan kiiltiir wrklar arasinda karsilagtirilmas1 ve farkli varyantlarin belirlenmesi

amaclanmustir.
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2. GEREC VE YONTEM

Bu calismada direngli oldugu bilinen yerli sigir irklarindan Yerli Kara (n=20), Gliney
Anadolu Kirmizis1 (n=20), Dogu Anadolu Kirmizis1 (n=20) ve Boz (n=10) irk1 ile
hastaliklara duyarli oldugu bilinen kiiltiir irk1 sigirlardan Holstayn (n=10) sigir 1rki
kullanilmistir. Gruplardaki 6rnek sayisi belirlenirken 6nceki yillarda yapilan benzer
caligmalar degerlendirilmis ve 6rnek alinmistir (Fisher ve ark., 2010; Seabury ve
ark., 2010). Kullanilan Tiirkiye’ye 6zgii yerli ik materyalleri ECONOGENE projesi
kapsaminda, akrabalik olmamasma ve 1k Ozelliklerini temsil etmelerine dikkat
edilerek toplanmistir. Holstayn sigir irkindan bir bireyin silipheli pedigri nedeniyle
analizden ¢ikartilmasina karar verilmis ve bu 1rk i¢in 9 6rnek ¢alisilmistir.

Tiirkiye yerli sigir irklart hastaliklara karst direncli oldugu bilinse bile bunun
altinda yatan genetik mekanizmaya dair yapilmis bir ¢aligmada bulunmamaktadir ve
TLR’ler dogal direngte gorev alan anahtar molekiillerdir. TLR2, TLR4 ve TLR6 gen
bolgeleri 6zellikle bakteriyel enfeksiyonlara karsi direncte gorev almaktadir. Bu
irklarda TLR2, TLR4, TLR6 tim gen bdlgelerindeki varyasyonlarin belirlenmesi,
direncli ve duyarli wrklar arasinda farklilik varsa ortaya konulmasi, farkliliklarin
ortaya konmasi, rklara 6zgili haplotiplerin belirlenmesi ve direng¢/duyarlilikla iligkili
aday varyasyonlarin ortaya konulmasi amag¢lanmistir. Bu amagla hayvanlardan alinan
kanlarda sirastyla DNA izolasyonu ve gen bolgelerinin Polimeraz Zincir Reaksiyonu
(PZR) ile yiikseltgenmesi yapilmis ardindan hizmet alim1 yolu ile yeni nesil sekans
analizi ile gen dizileri elde edilmistir. Yeni nesil sekans analizleri ile ilgili olarak
farkli platformlar bulunmaktadir. Bu tez ¢alismasinda Illumina MiSeq Yeni Nesil
Sekans Analiz Platformu kullanilmistir. Incelenen TLR2, TLR4 ve TLR6 gen
bolgeleri sirasiyla 13kb, 11kb ve 19kb biiyiikliiktedir. Bu gen bdlgelerindeki tiim
varyasyonlarin ekonomik olarak yliksek kaplam derecesiyle belirlenebilmesi igin
tezde yeni nesil sekans yontemi tercih edilmis ve bdylece incelenen gen bolgelerinde
giivenilirligi yliksek datalar elde edilmesi hedeflenmistir. Ardindan elde edilen

verilerin analizi biyoinformatik yazilimlar kullanilarak yapilmistir.
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2.1. DNA Ekstraksiyonu, DNA Yogunlugu, Saflig1 ve Biitiinliigiiniin Kontrolii

Kan orneklerinden DNA ektraksiyonu ticari kit kullanilarak, tiim asamalar kit
protokoliine gore yapilmistir (Qiagen, Blood and Tissue DNA extraction kit, Hilden,
Germany). DNA yogunlugunun ve safliginin kontrolii spektrofotometrik cihaz ile
(Nanodrop C1000, Thermo) 6l¢iilmiistiir. DNA biitiinliigliniin kontrolii igin DNA’lar
100 Volt elektrik akimi altinda Tris Borik Asit EDTA (TBE) c¢ozeltisi iginde
Etidyum Bromiir (EtBr) ile boyali %1’lik agaroz jelde 20 dakika (dKk) yiiriitiilerek

gorlntiilenmistir. Ardindan PZR islemlerine gecilmistir.

2.2. Gen Bolgelerinin Yiikseltgenmesi

Yiikseltgenecek bolgelerin biiylik olmasi nedeniyle yanlis baz ekleme hata orani
diisiik olan bir enzim Phire Il tercih (Thermo Scientific) edilmistir. Gen bdlgelerinin
yiikseltgenmesi amaciyla once bu bolgeler i¢in 5kb araliklarla oligoniikleotitler
tasarlanmistir. Yapilan optimizasyon denemesinden 6zgiin bandlar elde edilemedigi
icin bu bolgeler 2-2.5kb biiyiikliiklere bdliinerek ara oligoniikleotitler tasarlanmigtir
(Cizelge 2.3-2.4). Optimizasyon sonucu tiim kimyasallar ve konsantrasyonlari
Cizelge 2.1°de bolgelere uygulanan PZR protokolii Cizelge 2.2’de verilmistir.

Oligoniikleotitlerin genler {izerindeki yerlesimleri gosterilmistir (Sekil 2.1-2.3).

Cizelge 2.1. PZR’da kullanilan kimyasallarin konsantrasyon ve miktarlari

Kimyasal Konsantrasyon Miktar (ul)
Buffer (MgCl: igeren) 5X 5
dNTP 200nmol 0,5

Ileri yonlii oligoniikleotit ~ 10pikomol/ul 1
Geri yonlii oligontikleotit ~ 10pikomol/ul 1

DMSO %5 1,25
Phire 1l tag polimeraz 51U/ul 0,5
DNA ~50ng 1,2

25ul’ye ddH20 ile tamamlanmigtir.

Cizelge 2.2. PZR protokolii

Asama Sicaklik C° Stire sn
Denaturasyon ve enzimin aktif hale getirilmesi 95 60
Denaturasyon 95 10
Baglanma 60 10
Uzama 72 20
Son uzama 72 60
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Cizelge 2.3. TLR2 gen bolgesinin yiikseltgenmesinde kullanilan oligoniikleotitler.

TLR2 _cow_F1 TCGTTTCCCTTACAGACACGCTTCA
TLR2_cow_R1.1.1 GATCCTAATTCCTGACCGACGTACC
TLR2_cow_F1.1.2 CCAGGTACGTCGGTCAGGAATTAGG
TLR2 cow_R1.1.2 TCATTTATAGAGGTTCAAAGGGCGTG
TLR2_cow_F1.1.3 GGCTTCACGCCCTTTGAACCTC

TLR2 cow_R1.1 AAAACAATGGAATAATAGCCCCAAAGG
TLR2_cow_F1.2 AGGTCTTTAATGTCTGGAAATGTCTTAGC
TLR2_cow_R1 GAAGACAGCATCATCCTAGGCCTCAG
TLR2_cow_F2 TCTGTGGGTTCGTGTCTATTGTCTGC
TLR2_cow_R2.1-2 TAAACTTTAGTGTTAAGGCAACCTCGC
TLR2_cow_F2.2 TCTCTTACTTTTTCGATGATCCAGTGG
TLR2_cow_R2 GACATAGGTGATCTCATTGTTGGACAGG
TLR2_cow_F3 GTGGTCTACCTGTGTTAGTGTTGTTGG
TLR2 _cow_R3.1 TGTAAAGGACAGGAAGTCACAGGAGC
TLR2_cow_F3.2 TGCCTCCTTCTTACCCGTGTTATCAG
TLR2 cow_R3 TCTCTCGTTTCCTCTTCCTGAACTTGC

17
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Sekil 2.1. TLR2 gen bolgesi primerlerinin IGV de gosterimi (Alt satirlarda bulunaﬁ

kirmiz1 dikey ¢izgiler ileri yonlii, mavi ¢izgiler geri yonlii oligoniikleotitlerdir.).
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Cizelge 2.4. TLR4 gen bolgesinin yiikseltgenmesinde kullanilan oligoniikleotitler.

TLR4 _cow_F1.1-2
TLR4 cow_R1.1.1
TLR4 cow F1.1.2
TLR4 _cow_R1.1
TLR4 cow_F1.2
TLR4 cow_R1.2.1
TLR4_cow_F1.2.2
TLR4 cow_R1
TLR4_cow_F2
TLR4 cow_R2.1
TLR4 cow F2.2
TLR4 _cow_R2
TLR4 cow F3
TLR4 _cow_R3.1
TLR4_cow_F3.2
TLR4 cow R3

AAACGAAAGCAGAAAGCCACAGTTCC
ACATAGCCCAGATGTGGAACAATAGG
CCACTTAGGAATTACATGGGAACTTTAGG
GCAGGAGAGACATAGAGAGGAGGACAG
ATGGACTTGACTATTGCTTTGGAAACC
GGACATTAAAGGCAAATACAGGGAGTG
TTGCCTCATATAAAGCTCCTCACTCC
GAAGACATTTGCTATCAAGTGCTGTGG
CTCTAGATGGGGAGCTGATGGGAGTC
GAGACCTGAAGAAGGGAGATAGCTTGC
CAGAAAGCCTGATTCATGAGGTCTCC
TAGAGAAGCAGAGGATGAAGGTGAAGG
ATATTCACATGGCTTGTTGACAACAGG
GTCAGTTCTGTGAAGATGTCAGGGAGC
TTCCATGGCATCTTTACTGGCTTAGTC
GCCTTCAGGACAGTCATAACGTACTAGG

Sekil 2.2. TLR4 gen bolgesi primerlerinin IGV de gosterimi (Alt satirlarda bulunan

kirmiz1 dikey ¢izgiler ileri yonlii, mavi ¢izgiler geri yonlii oligoniikleotitlerdir.).
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Cizelge 2.5. TLR6 gen bolgesinin yiikseltgenmesinde kullanilan oligoniikleotitler.

TLR6_cow_F1 TTAAGGGTTTCCAAACACTGTCCAGG
TLR6_cow_R1.1 AGTTCATAATGGCACCATTCGCTCTG
TLR6_cow_F1.2 GCATTGTGGAAAATATCATCAACTGC
TLR6_cow_R1 ACTGAGCTATCTGTTTGTGATGTGAAGC
TLR6_cow_F2 GCAGTTTTTGTGAGCAGATTTCTGACC
TLR6_cow_R2.1 AATTTCCCATCCATTTCTAGTTTGTGAG

TLR6_cow_F2.2-2 TTATAACCAGATTAGGCGCTCTAAAACC
TLR6_cow_R2.2-2 CACCAGTTAGCAGTGGACAAGCACAC

TLR6_cow_F3 AATCCACCTAGACTCAAGCCATCCAG
TLR6_cow_R3.1 AGAAACCCGTGAGATGTTTGTGATCC
TLR6_cow_F3.2 TTTAAACGAACCTCATCTCAGGCACG
TLR6_cow_R3 TCTTCACATGTCCCCTCAGATCTCTC
TLR6_cow_F4 GGGCATCTCTGTGAAAGGGTAAGTCC
TLR6_cow_R4.1 AGCCAAATGTGGAAACAAAACTAGGTG
TLR6_cow_F4.2 TTTCTAGACCTACTCATGTTGCAAATGG
TLR6_cow_R4.2 TACAGAAATGGGCTAATTTGGGATGG

TLR6_cow_F4.3-2 TCTCCATTTCAAATGTGAAACTACAAGG
TLR6_cow_R4.3-2 TCAGTCCTAGCAGAGAAATAGATGAATCC

£
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Sekil 2.3. TLR6 gen bolgesi primerlerinin IGV de gosterimi (Alt satirlarda bulunan

kirmiz1 dikey ¢izgiler ileri yonlii, mavi cizgiler geri yonlii oligoniikleotitlerdir.)
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Tiim bolgelerin PZR’lar1 yapilarak (Sekil 2.4) bireylere ait PZR’lar tamamlanana
kadar +4C°’de saklanmistir. PZR iirlinleri 120 Volt elektrik akimi altinda TBE
cozeltisi icinde EtBr ile boyali %1,5’lik agarose jelde 20 dakika (dk) yiiriitiilerek
goriintiilenmistir. Ardindan kalite, kanttite degerlendirmeleri ve standardizasyonlari
yapilarak her bir birey i¢in ayr1 olmak sartiyla havuzlanarak yeni nesil sekans hizmet
alimi icin Intergen Genetik Hastaliklar Tami Merkezi Molekiiler Genetik

Laboratuvarina gonderilmistir.
2.3. Data Analizi

IGV programi ile incelenip tekrar edilen ayni bireylere ait YNS yiiklemesi
sonuglarinin birlestirilmesinde SAM Tools kullanilmistir. Ayrica analizin ileri
asamalarindan haplotiplerin belirlenmesi sirasinda kullanilan yazilim tek 6rnek adi
ile islem yapabildigi i¢in yine SAM Tools kullanilarak birlestirilmis .bam
dosyalarinin baslik boliimleri diizeltilmesinde bu yazilim kullanilmistir. Tezin
datalarinda ham dosyanin istatistiklerinin yapilmasi, indekslenmesi, okumalarin

filtrelenmesi amaciyla Bam Toolskit kullanilmistir.

Yapilan 6n incelemeler ve IGV ile goriintiilleme sonucunda 18 asamadan olusan
komutlarin kullanilmasina karar verilmistir (Cizelge 2.6). Bu komutlarla datalar 6nce
referans genoma gore yeniden diizenlenmis, TLR2, TLR4 ve TLR6 gen bolgeleri
disinda olan ve haritalama kalitesi (Mapping Quality, MQ) 50’nin altinda olan

okumalar uzaklastirilmistir.
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Cizelge 2.6. Analizde kullanilan komutlarin agamalar1

Islem
Asama 1 Picard ReorderSam
Asama 2.1 Bamtools raw statistics
Asama 2.2 Bamtools index
Asama 2.3 GATK DepthOfCoverage (raw)
Asama 3 Picard FixMates
Asama 4 Bamtools subsetting and filtering
Asama 5 Picard MarkDuplicates
Asama 6 Bamtools filter
Asama 7 Bamtools index
Asama 8 Bamtools filtered statistics
Asama 9 GATK RealignerTargetCreator
Asama 10 GATK IndelRealigner

Asama 11.1 GATK BaseRecalibrator pass 1
Asama 11.2 GATK BaseRecalibrator pass 2

Asama 12 GATK AnalyzeCovariates

Asama 13 GATK PrintReads

Asama 14 GATK DepthOfCoverage (processed)
Asama 15 GATK HaplotypeCaller

Asama 16 SnpSift

Asama 17 Ensembl

Asama 18 Shapeit

Asama 19 Phase

InDel varyantlarinin belirlenmesi asamasinda GATK, yeniden hizalama hedef
tireticisinden (Realigner Target Creator) yararlanilmistir. Realigner Target Creator,
referans data setinin varyant dosyasina gore InDel varyasyonlarin goriilebilecegi

bolgeleri belirleyerek buna gore yeniden hizalama yapilmustir.

Elde edilen .vcf dosyalar1 6nce GATK yazilimi ile irklara gore birlestirilmis ve
sonra da genotiplendirilmistir. Elde edilen tiim varyant dosyalar1 SNV ve InDel
varyasyonlari iceren dosyalar olmak iizere yine GATK ile ikiye ayrilmistir. Daha

sonra filtreleme asamasina gecilmistir. Filtreleme islemi SNV ve InDel dosyalari i¢in
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ayr1 ayri uygulanmigtir. SNV varyantlarinda SNV kiimesi biyiikligi (clusterSize),
derinlik kalitesi (Depth of Quality, QD), Fisher’in kesinlik testi filtresi (FS), okuma
derinligi filtresi (Depth of Position, DP), MQ, referansa gore okuma hatasi
(ReadPosRankSum) filtresi, InDel varyantlarinda ise QD, FS, ReadPosRankSum
filtreleri uygulanmaktadir (Van der Auwera ve ark., 2013 ). Bu islem ile .vcf
dosyasinda filtre kolonunda varyanti uygun ise “PASS” uygun degil ise hangi
filtreden gecemedigine dair bilgiler saglanmaktadir. Daha sonra bu dosyalarda
filtrelenmis varyantlar kontrol edilmis, ‘PASS’ disinda kalan varyantlar SnpSift ile
uzaklagtinlmigtir. Haplotip ham verilerinin olusturulmasi amaciyla Shapeit ve
haplotip gruplandirmasi amaciyla Phase kullanilmistir. Ardindan SnpSift ve SnpEff
kullanilarak Bos taurus 4.6.1 veri tabanina gore anotasyon yapilmistir. Yeni
varyantlarin kesinlestirilmesi amaciyla alt genom versiyona gegis UCSC (Kent ve
ark., 2002) ile yapilmis ve Ensembl’da (Cunningham ve ark., 2015) varyant etki
tahmin edici (Variant Effect Predictor, VEP) yazilimi1 kullanilarak belirlenen SNV ve

InDel yeniden anotasyonlari yapilmistir.
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3. BULGULAR

3.1. DNA Ekstraksiyonu, DNA Yogunlugu, Safligi ve Biitiinliik Kontrolii
Bulgular:

Aragtirmada incelenen sigir irklart kanlarindan izole edilen DNA’larin saflik, miktar
ve biitiinliik kontrolleri yapilmistir. Orneklerin agaroz jel elektroforez gériintiileri

(Sekil 3.1) ve Nano Drop sonuglari asagida verilmistir (Cizelge 3.1).

YK11 DAK13 DAK15hoskuyu YK17 YK18 YK19 1kb Ladder

Sekil 3.1. Yerli Kara Sigir orneklerine ait EtBr ile boyanmis %]1°lik agaroz jel
goriintiisii. (YK1-YK21, Her siranin sonunda 1kb DNA ladder)

Cizelge 3.1. Incelenen Sigir irklarinin DNA saflik kontrolleri ve miktar sonuglar

No  Ornek Adi DNA Miktarn  260/280 260/230 Materyal
1 HOL4 152,2 ng/ul 1,92 1,88 DNA
2 HOL45 258,1 ng/ul 1,92 1,82 DNA
3 HOL80 257  ng/ul 191 1,95 DNA
4 HOL97 1301 ng/ul 1,91 1,81 DNA
5 HOL99 294,6 ng/iul 1,87 1,97 DNA
6 HOL115  2617,6 ng/ul 1,89 2,21 DNA
7 HOL150  289,7 ng/ul 1,91 1,95 DNA
8 HOL157 2792 ng/ul 191 1,52 DNA
9 HOL160 6815 ng/ul 19 2,03 DNA
10 HOL161 3415 ng/jul 188 2,08 DNA
11 BOZ1 1099 ng/ul 1,88 1,59 DNA
12 BOZ2 272,7 ngul 1,89 2,03 DNA
13 BOZ3 30,8 ng/ul 215 0,68 DNA
14 BOZ4 101,3 ng/ul 1,8 1,21 DNA
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Cizelge 3.1 Devam ediyor

No Ormek Adi  DNA miktari 260/280 260/230 Materyal

15 BOZ5 1194 ng/ul 1,82 1,27 DNA
16 BOZ6 137,7 ngul 18 1,56 DNA
17 BOZ7 86,6 ng/ul 18 1,27 DNA
18 BOZ8 1199 ngul 18 1,14 DNA
19 BOZ9 1481 ngul 181 1,64 DNA
20 BOZ10 1759 ngul 155 0,56 DNA
21 DAK1 27 ng/ul 1,82 0,91 DNA
22 DAK2 594 ng/ul 19 2,15 DNA
23 DAK3 57,1  ng/ul 1,83 1,64 DNA
24 DAK4 30,3 ngul 182 1,62 DNA
25 DAK5 51,1 ng/ul 1,91 1,39 DNA
26 DAKG6 406 ngiul 181 0,96 DNA
27 DAK? 61,7 ngul 2,08 1,27 DNA
28 DAKS 418 ngiul 2,01 1,59 DNA
29 DAK9 62,9 ng/ul 1,93 1,46 DNA
30 DAK10 51 ng/ul 1,87 15 DNA
31 DAK11 16,6 ngul 181 1,03 DNA
32 DAK12 41,7  nglul 1,96 1,07 DNA
33 DAK13 133,7 ngul 191 2,54 DNA
34 DAK14 31,5 ngul 183 1,22 DNA
35 DAK15 260,8 ng/ul 1,62 1,11 DNA
36 DAK16 371  ngul 197 1,18 DNA
37 DAK17 36 ng/ul 1,82 1,28 DNA
38 DAK18 359 ng/ul 182 1,55 DNA
39 DAK19 1335 ngul 1,72 0,97 DNA
40 DAK?20 1059 ng/ul 1,83 1,46 DNA
41 GAK1 1296 ng/ul 1,79 1,39 DNA
42 GAK?2 2046 ngul 184 1,64 DNA
43 GAK3 496,1 ng/ul 185 2,28 DNA
44 GAKA4 1175 ngul 1,83 1,85 DNA
45 GAKS5 1445 ng/ul 1,89 1,75 DNA
46 GAK6 1258 ng/ul 1,83 2 DNA
47 GAK? 131,2 ng/ul 1,82 1,81 DNA
48 GAKS 103 ngul 1,84 2,21 DNA
49 GAK9 1231 ngul 1,84 2,24 DNA
50 GAK10 703  ngul 1,79 1,17 DNA
51 GAK11 93,9 ng/ul 186 17 DNA
52 GAK12 423 ngul 18 0,99 DNA
53 GAK14 71,8  ngul 1,94 1,75 DNA
54 GAK15 1556 ng/ul 1,84 2,13 DNA
55 GAK16 111,3 ng/ul 1,82 2,05 DNA

56 GAK17 60,6 ng/ul 1,82 1,31 DNA




38

Cizelge 3.1 Devam ediyor

No Ormek Adi  DNA miktari 260/280 260/230 Materyal

57 GAK18 2266 ngul 1,84 2,22 DNA
58 GAK19 382 ngul 2,06 1,42 DNA

59 GAK20 1316 ngul 16 0,95 DNA
60  GAK21 1041 ngul 1,8 1,77 DNA
61  YKI 1272 ng/pl 1,83 2,04 DNA
62  YK2 1412 ngul 1,86 2,09 DNA
63  YK4 325 ngul 204 1,83 DNA
64  YK5 326 ng/ul 0,99 0,16 DNA
65  YK6 434  ngul 1,89 1,83 DNA
66 YK7 286 ngul 1,86 1,7 DNA
67  YK8 414  ngul 191 1,75 DNA
68  YK9 365 ngul 19 1,49 DNA
69  YKI0 532 ng/ul 187 1,71 DNA
70 YKI1 126  ngul 1,71 0,59 DNA
71 YKI2 637 ngul 186 1,84 DNA
72 YK13 90 ng/ul 1,8 1,3 DNA
73 YKl4 935 ng/ul 193 1,61 DNA
74 YKI5 748  ngiul 184 1,79 DNA
75  YKI16 712 ngul 191 1,29 DNA
76 YKI17 256 ng/ul 164 0,45 DNA
77 YKI18 96  ngul 153 0,4 DNA
78 YK19 1114 ngul 1,9 1,55 DNA
79 YK20 96,4 ngul 185 1,99 DNA

80 YK21 49,5 ng/ul 1,8 1,44 DNA
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3.2.  Gen Bolgelerinin PZR Sonuclar:
Tiim bolgeler i¢in PZR kurulmus ve elde edilen tirtinlerin agaroz jel elektroforez
goriintlisii verilmistir (Sekil 3.2).

T i G et Ve ey e S e VR YRR TR
denenbp 2410 2678 2754 2830 2441 2831 2069 2223 2056 1995 2011 1913 Id
i

YK tiim blgeler (miseq yiklemesi yapilan drnek)

»

2516 2513 2821 2742 2737 2593 2053 2036 2085 Id
e ——
-l T T — T a3 _ =

Sekil 3.2. YKB8 nolu bireye ait EtBr ile boyanmis %1,5’lik. tiim bdlgelerin agaroz jel
goriintiisii (Her siranin sonunda 100bp plus DNA ladder)

3.3.  Biitiinlestirici Genomik Goriintiileme (Integrative Genomics Viewer,

IGV) ile Analiz Oncesi Ham Datalarin inceleme Bulgulari

Tez datalar1 analizden once IGV programi ile incelenmistir. Bu incelemeye gore
eksik okumalarin tekrarlanmasi saglanmistir. Ayn1 zamanda farkli renkler ile uygun
Olmayarak haritalanmis okumalar belirlenmistir (Sekil 3.3). IGV ile yapilan 6n
incelemede PZR’da 6zgilin bandi elde edilememis ya da zayif bant oldugu igin
kapsam derecesi diisiik bolgeler belirlenmistir (Sekil 3.4). Bu bolgelerin PZR ve
YNS asamalari tekrarlanarak elde edilen .bam dosyalar1 6rneklere gére SAM tools

yazilimi ile birlestirilmis ve baslik (header) diizenlemesi yapilmistir.
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Okumalarun gérseli.

e0e GV
| Cow (bosTau7) 3| [ enr1z :| chr17:4,296,805-4,314,030| Go| £t « » @ s v R | Elernirn [+#]
Gene -
Tek niikleotit degisimleri gorseli
7y Kaplam
HOL4_S14.bam Coverage ‘ | ‘ ‘ | e
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3 | ] 11
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[ 1] 1 L | |
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B -1 mij - ]
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| | 1 4 L] 1
I I B ER | ®EH 1 14
I | ] = e | |
1 B i [ |
[ ] 1 L} Bl B0 | I B |
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[N} 1 o
[ ] L] 11
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Sekil 3.3. IGV Analiz 6ncesi ham data incelemesi. IGV kullanici ara yiiziinde 6rnek

ad1 bolimii, kaplam gorseli boliimii, gen bilgisi boliimii, okumalarin gorsellestirildigi

bolim bulunmaktadir.

e0e GV
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n- 1 . . B BN | - 1 1 B
| 1 [ ] | [ N T oo
| . . BT |
1 1 . o[ .- A - -
1 [ | 11 .- . ..
1 1 - - - - - N
[ ] 1 S [ B D - - .
] o 1 . . i ]
[ | . - - I- B |
DAK1_S 1651 bam 1 1 . . . - 1= e
. (B0 i - 1 | .
11 [ ] | - 1 . DR i -
1 [ T 1k I | EEE I I
1 1 1 i 1001 & - .
[ 1 1- . .
[ - 1 [
1- [ |
. sl
[ 1 ] | - O]
B . [
1 . . 1 . I 1 1
1 1 ] | -
1 . 1 1 - |
1 | 1 1 B 1]
1 . 11 1] 1
11 [ IR B 14 I
11 1 I |
1 [ | 1 1 1

4 tracks laded

Tlenrt7:4,296,831

Sekil 3.4. PZR ile yiikseltgenemeyen bolgenin IGV goriiniimii.

6180 of 6910



IGV ara yiizlinde genomda baz diizeyine inecek kadar biiylitme
yapilabilmektedir. Bu sayede okumalardaki baz degisimleri ve InDel varyasyonlar

detayli olarak incelenebilmektedir (Sekil 3.5)

o0e® GV
Cow (bosTau?) 3| [ chni7 3| |chrl7:4,306,569-4,306,681 G B o« » @O & 2 | S =

Sequence = [[latetacceast gatttlasattttitattattaca gttttaa wetat wloatttetattt 9ottcctttacacatot geoat gteATC getgotoctgotgetostootgot

uuuuuuuuuuu

T
+tracks loaded Tenri7:4.306.634 I Thss0m of 652m

Sekil 3.5. IGV ham data analizi detayli goriintiisii. Kaplam gorselinin bulundugu
bolgede farkli renklerle referanstan farkli olan bazlar gosterilmektedir. Ayni sekilde
okuma gorselinde de bu bazlar belirtilmektedir. Ayrica InDel bdlgeleri de bu

bolgelere baz atamasi yapilamadigi i¢in ¢izgi ile gosterilmektedir.

Tezde incelenen 80 bireyden 11°inde TLR2 gen bolgesi intronunda 2.683bg ve
600bg, bir bireyde TLR4 gen bélgesinde 600b¢ ve yine bir bireyde TLR6 gen
bolgesinde 1500bg¢’lik bolgeler yiikseltgenememistir. Bu bolgelerin YNS analizinin
tekrarlanmas1 amaciyla yeni primerler tasarlanmig, bolgelerde farkli enzimler
denenmis ancak basarili olunamamistir (Hata! Basvuru kaynagi bulunamadi.)

(Sekil 3.6).
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Cizelge 3.2. YNS verisi olmayan bolgeler

Birey Okumasi olmayan bolge  Gen Bolge %GC Gen %GC
YKS8 2490 bg TLR2 52 44
BOZ1  672bg 75
BOZ2
GAK17
GAK7 2632 bg 43
GAK10
DAK1
DAK7
DAK9
DAK13
H161
YKS8 1193 bg TLR4 47 42
BOZ7 2258 bg TLR6 44 40
[ ) [ ] [\
| Cow (bosTau7) i [ chr17 3| chri7:4,206,805-4,314,030 Go| f « » E?; s v | Elnfnm [+
el | AN ‘HHIHH [ RTE R A e bl
DAK1_S1651.bam 1 [ N1 =C : : i-: .l E= I-- |I|I _:IE
owe-mrcen | HH RNIIAED H Ll H HH\I\H \HM i MIIII\H IH 1 T
: (| [ 1 . T s
DAK7_SS17.bam 1 i n . - - 1 [N | EEE
1] 1 1 || -1 || }_l_ l: l |:“ .“:_."
S A LI | BTV T T TR T
DAKS_S11510.bam 1 1 FI —TT = .-I . I|. B —]
N | - .I - .| 3 = | 1
e EETII W TN il IHIII\H e L Mw'\ Ih‘\
DAK13_§1954.bam [ 1 ! .l ! I | } ———— | | 1
— Tt 1"":II i .
e RIS

10 tracks loaded

[ fenr17:4 308,841 |

|[1.530M of 1,500m

Sekil 3.6. DAK orneklerinin ham datalarinda okumasi olmayan bdlgelerin IGV’de

goriintliilenmesi
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34. TLR2, TLR4 ve TLR6 Gen Bélgelerinin UMD3.1 ve Bos taurus 4.6.1
Incelemesi

TLR2 gen bolgesi USCC ve Ensembl UMD3.1 versiyonlar arasinda baglangi¢ bazi
acisindan 160bg, bitis acgisindan 60bg farklilik gostermektedir. Tez datalarnin
hizalandigi genom versiyonu Bos taurus 4.6.1’e gore ise, Ensembl ile
karsilastirildiginda 349.095b¢ baslangigtan, 348.998b¢ genin bitisinden farklilik
oldugu goze carpmaktadir. Benzer sekilde Ensembl veri tabanina gére TLR2 gen
bolgesinde tanimlanmis 1098 tane varyasyon varken Bos taurus 4.6.1°e gore 253

varyasyon tanimlanmistir.

TLR4 gen bolgesi USCC ve Ensembl UMD3.1 versiyonlar1 arasinda bitis
acisindan 1bg farklilik gostermektedir. Tez datalarinin hizalandigi genom versiyonu
Bos taurus 4.6.1’e gore ise, Ensembl ile karsilagtirildiginda 3.493.589b¢
baslangigtan, 3.497.591b¢ genin bitiginden farklilik oldugu goéze c¢arpmaktadir.
Benzer sekilde Ensembl veri tabanina gére TLR4 gen bolgesinde tanimlanmis 805

tane varyasyon varken Bos taurus 4.6.1°e gore 116 varyasyon tanimlanmustir.

TLR6 gen bolgesi USCC ve Ensembl UMD3.1 versiyonlari arasinda
baslangigtan 782bg, bitisten 13.796bg¢ farklilik gdstermektedir. Tez datalarinin
hizalandigi genom versiyonu Bos taurus 4.6.1°e gore ise, Ensembl ile
karsilastirildiginda 582.766bg¢ baslangictan, 597.183b¢ genin bitisinden farklilik
oldugu goze carpmaktadir. Benzer sekilde Ensembl veri tabanina gore TLR6 gen
bolgesinde tanimlanmis 1924 tane varyasyon varken Bos taurus 4.6.1°¢ gore 416

varyasyon tanimlanmustir.

3.5. Filtreleme ve Incelenen Genlerin Analiz Bulgular

Analiz sonrasi yapilan incelemelerde elde edilen VCF dosyasindaki varyantlarin
dogrulugu kontrol edilmistir. Bu amagla tiim bireylerin .vcf dosyasi ve analiz
sonunda yanlis okumalarin uzaklastirilmis oldugu .bam dosyalar1 IGV programi ile
acilarak incelenmistir. Buna gbre baz degisimlerinin ve InDel’lerin dogru olup

olmadiklar1 g6z ile kontrol edilmistir (Sekil 3.7).
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ece IGV
| Cow (bosTau?) +| [ chrs | chrs:112,324,488-112,339,501 Go Y < » @ [ ¥ 2 | E v [+

5 tracks loadad lone: 112,337,068 Il |lpasm of 5260

Sekil 3.7. IGV ile .bam ve .vcf dosyalarmin incelenmesi

SNV ve InDel dosyalarinda filtreleme islemi i¢in GATK tarafindan da 6nerilen
kriterler se¢ilmistir. SNV dosyasi igin; ClusterSize=3, QD<1,5, FS filter>60, DP<10,
MQ<50 ve ReadPosRankSum<-8,0. InDel dosyasi i¢in; QD<I1,5, FS>200 ve
ReadPosRankSum<-20,0. Filtreleme islemleri sonucunda SNV i¢in GAK 1rkinda 38
adet, BOZ’da 27, DAK’da 21, YK’da 6 ve HOL wrkinda 6 SNV SNV kiimesi ve
okuma derinligi kalitesinden dolay: filtrelenmistir. InDel’ler icinse GAK ve YK
wrklarinda 5’er adet, DAK, BOZ ve HOL irklarinda ise 2’ser adet InDel okuma

derinliginden dolayi filtrelenmistir.

Filtre kriterlerinden gecemeyen varyantlar IGV’de incelenerek elemenin dogru
olup olmayacagina karar verilmistir. Buna gore, GAK 1irkinda 9 adet, BOZ irkinda 8
adet, DAK 1rkinda 6 adet, HOL irkinda 3 adet ve YK iwrkinda 1 adet SNV’nin
elenmesine karar verilmistir. InDel varyantlar1 i¢ginse HOL 1rkindan 2 tane ve YK
irkindan bir tane InDel varyanti elenirken diger irklarda eleme yapilmamustir.
Ardindan her irkin SNV ve InDel .vcf dosyalarinda ilgili varyantin Snpsift ile
uzaklastirllmis ve anotasyon agamasina gecilmistir. Anotasyon i¢in, elde edilen .vcf
dosyalarindaki varyant pozisyonlart UCSC (Kentve ark., 2002) veri tabani
kullanilarak Bos taurus 4.6.1’den referans genom olan UMD3.1’e uyarlanmistir
(Cunninghamve ark., 2015).
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3.5.1. Yerli Kara Sigir Irki TLR2, TLR4 Ve TLR6 Tiim Gen Analizi Bulgulari

Yerli kara si8ir irkina ait 20 bireyden elde edilen SNV ve InDel varyasyonlarinda
genomlar arasi gec¢is sirasinda SNV dosyasindan 10 tane, InDel dosyasinda ise 2
varyant UMD?3.1°de pozisyon agisindan tanimlanmadigi i¢in elenmistir. YK 1rkinda
360 tane SNV’nin Ensembl VEP’e gore; 334 tanesi bilinen, 26 tanesi yeni varyant
belirlenmistir. Belirlenen 38 InDel varyasyon i¢in ise 16 tanesi bilinen 22 tanesi yeni
varyant tanimlanmistir. InDel varyantlarinin hepsinin intronda yer aldig1 goriilmiistiir

(Cizelge 3.3 ve Cizelge 3.4).

Cizelge 3.3. YK s18ir irkinda incelenen gen bolgelerinde belirlenen varyantlar

Bolge SNV Yeni SNV InDel Yeni InDel
TLR2 133 11 12 12
TLR6 209 14 23 9
TLR4 18 1 3 1

Cizelge 3.4. YK si1gir irkinda belirlenen varyantlarin tip ve bolgeye gore etkileri

SNV’ler igin;
Varyasyon tipi ve goriildiigli bolge Oran, %

Downstream 8

Intron 73
Ekzon 13
Nonsinonim 6
Sinonim 7
Upstream 1

3’ UTR 4

5> UTR 5

InDel varyasyonlar i¢in Oran, %
Intron 100

SNV transisyon/transversiyon (Ts/Tv) oranit SnpEff yazilimi ile %2.3 olarak
belirlenmistir (Sekil 3.8).

Transitions 3,045
Transversions | 1,253
Ts(Tv ratio 2.355

Sekil 3.8. YK 1rkinda Transisyon ve transversiyon sonuglart.
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Nonsinonim varyasyonlar sonucunda ortaya ¢ikan amino asit degisimlerinin
SnpEff sonucu Sekil 3.9’da verilmistir. TLR2 gen bolgesinde 13 adet, TLR4 gen
bolgesinde 1 adet ve TLR6 gen bolgesinde 10 adet nonsinonim varyant oldugu

belirlenmistir.
A[D[E[F[G[H]I[kK[L[Mm[N[P]a]R]S[T[V
Ale
D 1|1 1 | 2]
E 1] 2 1
F 3 1
G 1 1
H 3 [ 2]
| 2 | 2]
K 2
L 1
M
N 1 1
P 1
Q 1
R K 1 1
s |1 1 2
T1 1 H
A E 1 2

Sekil 3.9. YK 1rkinda Nonsinonim varyasyonlarin neden oldugu amino asit gegisleri.

3.5.2. Dogu Anadolu Kirmuzis1 Sigir Irki TLR2, TLR4 Ve TLR6 Tiim Gen

Analizi Bulgular:

Dogu Anadolu Kirmizist sigir irkina ait 20 bireyden elde edilen SNV ve InDel
varyasyonlarinda genomlar arasi gecis sirasinda SNV dosyasindan 11 tane, InDel
dosyasinda ise 3 varyant UMD3.1°de pozisyon agisindan tanimlanmadigr igin
elenmistir. DAK 1rkinda 463 tane SNV nin Ensembl VEP’e gore; 440 tanesi bilinen,
23 tanesi yeni varyant belirlenmistir. Belirlenen 49 InDel varyasyon i¢in ise 30 tanesi
bilinen 19 tanesi yeni varyant tanimlanmistir. InDel varyantlarinin hepsinin intronda

yer aldigi goriilmistiir (Cizelge 3.5 ve Cizelge 3.6).
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Cizelge 3.5. DAK sigir irkinda incelenen gen bolgelerinde belirlenen varyantlar

Bolge SNV Yeni SNV InDel Yeni InDel
TLR2 153 17 16 13
TLR6 230 5 28 14
TLR4 80 1 5 3

Cizelge 3.6. DAK sig1ir irkinda belirlenen varyantlarin tip ve bolgeye gore etkileri

SNV’ler igin;

Varyasyon tipi ve goriildiigii bolge Oran, %
Downstream

Intron 76
Ekzon 13
Nonsinonim 6
Sinonim 7
Upstream -

3’ UTR 3

5’ UTR 1

InDel varyasyonlar i¢in Oran, %
Intron 100

SNV Ts/Tv oran1 SnpEff yazilimi ile %2.4 olarak belirlenmistir (Sekil 3.10).

Transitions

3,068

Transversions

1,245

Ts/Tv ratic

2.4643

Sekil 3.10. DAK 1rkinda Transisyon ve transversiyon sonuglari.

Nonsinonim varyasyonlar sonucunda ortaya ¢ikan amino asit degisimler Sekil

3.11’de verilmistir. Incelenen gen bolgeleri agisindan bakildiginda, TLR2 gen
bolgesinde 16 adet, TLR4 gen bolgesinde 6 adet ve TLR6 gen bolgesinde 9 adet

nonsinonim varyant oldugu belirlenmistir.
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Alc|DlE[FIG|H[I|K[LIM[N]P[Q[R]S[T[V W
Als 1

c 1

D 1 1 1

E 1] 2 1

F 4 1

G 3 1

H 4 [ 2]

] 2 [ 2]
K 1

L 1

M

N 1 2 B E
P 2

Q 3

R 1 E 1 1] 2

s | 1 B E 3
T 1 1 | 2]

v |1 2
w 1

Sekil 3.11. DAK 1rkinda Nonsinonim varyasyonlarin neden oldugu amino asit

gecisleri.

3.5.3. Giiney Anadolu Kirmuzisi Sigir Irki TLR2, TLR4 Ve TLR6 Tiim Gen
Analizi Bulgular:

Giliney Anadolu Kirmizist sigir irkina ait 20 bireyden elde edilen SNV ve InDel
varyasyonlarinda genomlar arasi gecis sirasinda SNV dosyasindan 10 tane, InDel
dosyasinda ise 4 varyant UMD3.1°de pozisyon agisindan tanimlanmadigl igin
elenmistir. GAK 1rkinda 520 tane SNV nin Ensembl VEP’e gore; 452 tanesi bilinen,
68 tanesi yeni varyant belirlenmistir. Belirlenen 61 InDel varyasyon igin ise 22 tanesi
bilinen 39 tanesi yeni varyant tanimlanmustir. InDel varyantlarinin 1 tanesinin TLR6
geninin downstream bolgesinde, digerlerinin intronda yer aldigi goriilmiistir

(Cizelge 3.7 ve Cizelge 3.8).
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Cizelge 3.7. GAK sigir irkinda incelenen gen bolgelerinde belirlenen varyantlar

Bolge SNV Yeni SNV InDel Yeni InDel
TLR2 155 13 15 12
TLR6 285 52 38 24
TLR4 80 2 8 3

Cizelge 3.8. GAK sigir irkinda belirlenen varyantlarin tip ve bolgeye gore etkileri

SNV’ler igin;

Varyasyon tipi ve goriildiigii bolge Oran, %
Downstream 7
Intron 77
Ekzon 12
Nonsinonim 5
Sinonim 7
Upstream 1
3> UTR 3
5’ UTR 1
InDel varyasyonlar i¢in Oran, %
Intron 98

2

SNV Ts/Tv oran1 SnpEff yazilimi ile %2.4 olarak belirlenmistir (Sekil 3.12).

Transitions 3,795
Transversions 1,527
TsiTv ratio 2.4853

Sekil 3.12. GAK 1rkinda Transisyon ve transversiyon sonuglari.

Nonsinonim varyasyonlar sonucunda ortaya ¢ikan amino asit degisimleri
Sekil 13°de verilmistir. Incelenen gen bélgeleri agisindan bakildiginda, TLR2 gen
bolgesinde 17 adet, TLR4 gen bolgesinde 2 adet ve TLR6 gen bolgesinde 9 adet

nonsinonim varyant oldugu belirlenmistir.
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A[DJE[F|G|H|I|K[L|m[N[P[Q[R[S][T[V]W
Als

D 1[4 1 | 2]

E 1] 2 1

F 4 1

G 2

H 4

| 2 [ 2]
K 2 1

L 2

M

N 2 1

P 2

Q 3

R 1] 1 1 1] 2 1
s |1 4

T 1 | 2]

v |1 1 2
W 1

Sekil 3.13. GAK 1wrkinda Nonsinonim varyasyonlarin neden oldugu amino asit

gecisleri.

3.5.4. Boz Sigir Irki TLR2, TLR4 Ve TLR6 Tiim Gen Analizi Bulgular:

Boz sigir irkina ait 10 bireyden elde edilen SNV ve InDel varyasyonlarinda genomlar
aras1 gecis sirasinda SNV dosyasindan 10 tane, InDel dosyasinda ise 3 varyant
UMD3.1°de pozisyon agisindan tanimlanmadigl i¢in elenmistir. BOZ irkinda 423
tane SNV’nin Ensembl VEP’e gore; 401 tanesi bilinen, 22 tanesi yeni varyant
belirlenmistir. Belirlenen 43 InDel varyasyon igin ise 13 tanesi bilinen 30 tanesi yeni
varyant tanimlanmistir. InDel varyantlarinin 1 tanesinin TLR2 geninin downstream
bolgesinde, digerlerinin intronda yer aldigi goriilmistiir (Cizelge 3.9 ve Cizelge
3.10).

Cizelge 3.9. BOZ s1gir irkinda incelenen gen bolgelerinde belirlenen varyantlar

Bolge SNV Yeni SNV InDel Yeni InDel
TLR2 187 16 16 13
TLR6 179 5 21 13

TLR4 57 1 6 4
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Cizelge 3.10. BOZ sig1ir irkinda belirlenen varyantlarin tip ve bolgeye gore etkileri

SNV’ler igin;
Varyasyon tipi ve goriildiigii bolge Oran, %

Downstream 7
Intron 76
Ekzon 13
Nonsinonim 6
Sinonim 8
Upstream -
3’ UTR 3
5’ UTR -
InDel varyasyonlar i¢in Oran, %
Intron 98
Down stream gen varyanti 2

SNV Ts/Tv oran1 SnpEff yazilimi ile %2.4 olarak belirlenmistir (Sekil 3.14).

Transitions 1,715

Transversions 709
Ts/Twv ratio 2.4189

Sekil 3.14. BOZ irkinda Transisyon ve transversiyon sonuglari.

Nonsinonim varyasyonlar sonucunda ortaya ¢ikan amino asit degisimleri Sekil
3.15°de verilmistir. incelenen gen bolgeleri agisindan bakildiginda, TLR2 gen
bolgesinde 13 adet, TLR4 gen bolgesinde 2 adet ve TLR6 gen bolgesinde 8 adet

nonsinonim varyant oldugu belirlenmistir.
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Ala 1

D 1 1 | 2]

E 1] 2

F 3 1

G 3 1

H 3 2]

| 2 [ 2]
K 2

L 1

M

N 1 1

P 2

Q 3

R 1] 1 1 2

s |1 3 1
K 1 | 2]

v 2] 2] 2

W 1

Y

Sekil 3.15. BOZ wkinda Nonsinonim varyasyonlarin neden oldugu amino asit

gegisleri.

3.5.5. Holstayn Sigir Irki TLR2, TLR4 Ve TLR6 Tiim Gen Analizi Bulgular

Holstayn sigir irkinda incelenen 9 bireyden elde edilen SNV ve InDel
varyasyonlarinda genomlar arasi geg¢is sirasinda SNV dosyasindan 12 tane, InDel
dosyasinda ise 1 varyant UMD?3.1’de pozisyon agisindan tanimlanmadigi igin
elenmistir. HOL 1rkinda 234 tane SNV’nin Ensembl VEP’e gore; 230 tanesi bilinen,
4 tanesi yeni varyant belirlenmistir. Belirlenen 28 InDel varyasyon igin ise 18 tanesi
bilinen 10 tanesi yeni varyant tanimlanmistir. InDel varyantlarinin hepsinin intronda

yer aldig1 goriilmistiir (Cizelge 3.11 ve Cizelge 3.12).

Cizelge 3.11. HOL sigir irkinda incelenen gen bolgelerinde belirlenen varyantlar

Bolge SNV Yeni SNV InDel Yeni InDel
TLR2 45 3 6 6
TLR6 155 - 17 3

TLR4 74 1 5 1
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Cizelge 3.12. HOL s181r irkinda belirlenen varyantlarin tip ve bolgeye gore etkileri

SNV’ler igin;
Varyasyon tipi ve goriildiigii bolge Oran, %

Downstream 3

Intron 80
Ekzon 13
Nonsinonim 5
Sinonim 8
Upstream -

3> UTR 2

5’ UTR 2

InDel varyasyonlar igin Oran, %
Intron 100

SNV Ts/Tv oran1 SnpEff yazilimi ile %2.3 olarak belirlenmistir (Sekil 3.16).

Transitions 805

Transversions 400
Ts/Tv ratio 2.2625

Sekil 3.16. HOL irkinda Transisyon ve transversiyon sonuclari.

Nonsinonim varyasyonlar sonucunda ortaya ¢ikan amino asit degisimleri Sekil
3.17°da verilmistir. incelenen gen bolgeleri agisindan bakildiginda, TLR2 gen
bolgesinde 4 adet, TLR4 gen bolgesinde 5 adet ve TLR6 gen bolgesinde 3 adet

nonsinonim varyant oldugu belirlenmistir.
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c 1

D 1

E

F

G 2

H

I 1
L

N 1 1
P 1

Q 2

R 1 K

S 1 2

T 1

K | 2] 2

Sekil 3.17. HOL irkinda Nonsinonim varyasyonlarin neden oldugu amino asit

gecisleri.

3.5.6. Tiim Bireylerin TLR2 ve TLR4 Ekzon Varyantlar1 Haplotip Bulgulari

Incelenen TLR2, TLR4 ve TLR6 gen bdlgelerinde belirlenen sinonim ve nonsinonim

varyasyonlar Cizelgelerde 6zetlenmistir (Cizelge 3.5, Cizelge 3.6, Cizelge 3.7). Bu

bolgelerde belirlene varyasyonlara gore haplotipler elde edilmistir (Cizelge 2.18,

Cizelge 2.19).

Cizelge 3.13. Ekzonlarda belirlenen varyant ve haplotipler sayisi

Ekzon SNV Haplotip
TLR2 33 36
TLR4 24 25
TLR6 46 98

Belirlenen haplotiplerin 1rklar arasindaki paylasimi ve atasal haplotiplerin

belirlenmesi i¢in Network programi ile TLR2 ve TLR4 ekzonlarmin MJ agaci

¢izdirilmisir (Sekil 3.18, Sekil 3.19).
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Cizelge 3.14. TLR2, TLR4 ve TLR6 gen bolgelerinde belirlenen haplotipler

Irkve TLR2 TLR4 TLR6 Irk ve TLR2 TLR4 TLR6
Birey Haplotip Haplotip Haplotip | Birey Haplotip Haplotip  Haplotip
YK1 1,2) (1,1) (7,95) GAK1 (1,2) (1,1) (5,18)
YK2 1,2) (2,3) (5,21) GAK?2 (2,28) (1,18) (11,43)
YK4 (7,23) ,7) (26,80) GAK3 7 ,7) (28,92)
YK5 (2,28) 1,7) (40,14) GAK4 (7,28) 3,7) (36,85)
YK®6 (2,23) ,7) (52,74) GAK5 (1,2) 1,3) (69,75)
YK7 1,2) 1,7) (11,51) GAK®6 (7,24) (3,5) (56,64)
YK8 (2,28) (22,24)  (45,83) GAK7 (17,33) (1,3) (61,69)
YK9 (6,24) (1,9 (35,70) GAKS8 (2,22) 3,7) (63,91)
YK10 (1,2) 3,7 (11,43) GAK9 (9,22) 3,7) (88,98)
YK11  (2,25) 3.7 (39,81) GAK10 (17,36) (10,12)  (76,86)
YK12  (2,4) (7,9) (49,81) GAK11 (2,24) (7,9) (46,92)
YK13  (1,2) 3.7 (11,51) GAK12 1,7 (11,15)  (65,97)
YK14  (2,24) 1,1) (50,82) GAK14 (2,26) (1,10) (27,79)
YK15  (2,28) 13) (48,82) GAK15 (8,21) (1,10) (59,69)
YK16  (1,2) 1,2) (12,42) GAK16 7 (5,9) (66,16)
YK17  (2,23) (1,10) (11,51) GAK17 (19,33) (1,10) (20,73)
YK18  (1,2) 1,7 (21,38) GAK18 (9,26) 1,7) (24,93)
YK19  (2,3) 1,9 (2,32) GAK19 (2,20) (8,19) (25,67)
YK20  (1,2) (7,9) (31,90) GAK20 (2,3) 1,3) (10,17)
YK21  (2,23) (1,10) (34,71) GAK21 (2,29) 7 (37,96)
DAK1 (12,31) (7,9) (5,19) BOZ1 7 (1,1) (3,30)
DAK2 (1,7) 3.,7) (56,73) BOz2 (18,34) (3,7) (6,22)
DAK3  (6,22) (1,9 (11,43) BOZz3 (15,30) (1,2) (8,1)
DAK4  (2,4) (1,20) (11,44) BOz4 (14,30) (1,21) (11,41)
DAKS5  (2,4) (3,7) (5,54) BOz5 (15,30) (1,1) (23,90)
DAK6  (6,26) (17,25)  (11,43) BOZ6 (1,2) (7,9 (11,43)
DAK7  (17,33)  (7,9) (72,29) BOZ7 (11,7) (7,9) (4,34)
DAK8  (4,7) (7,9 (4,62) BOZ8 1,7) 1,1) (5,15)
DAK9 (16,35)  (7,9) (11,43) BOZ9 (13,32) (1,9 (11,43)
DAK10 (2,27) ,7) (11,43) BOZ10 (2,4 (4,13) (11,94)
DAK11 (6,26) 1,2) (33,84) HOL4 (1,2) 1,7) (11,43)
DAK12 (4,7) (7,9 (5,55) HOL45 (1,2) (1,10) (11,47)
DAK13 (12,35) (6,17) (78,87) HOL80 (1,2) (16,23)  (13,48)
DAK14 (5,10) (2,3) (5,54) HOL97 (1,2) 1,1) (11,43)
DAK15 (6,22) (6,17) (11,43) HOL99 (1,2) (7,9) (9,58)
DAK16 (4,7) (1,9) (11,44) HOL115  (1,10)  (1,1) (4,60)
DAK17 (1,2) 1,7 (5,53) HOL150 (1,10) (14,23)  (11,43)
DAK18 (1,2) (1,9) (68,75) HOL157  (1,6) 1,2) (9,57)
DAK19 (1,7) 1,1) (9,57) HOL160  (1,10) 1,3) (11,43)
DAK20 (6,24) (7,9 (77,89) HOL161  Analiz dis1
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Sekil 3.18. TLR2 MJ agaci.
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Cizelge 3.15. TLR2 referans protein domainlerine (NP_776622.1) gore sinonim ve

nonsinonim varyasyon bilgisi

Domain TLR2(aa) vk DAK GAK BOZ HOL SNP ID
LRR1 54.77 62 N/N 62 N/N 62 N/N 62 N/N rs68268249
63 E/D 63 E/D 63 E/D 63 E/D 63E/D  rs55617172
68 G/S 68 G/S 68 G/S 68 G/S rs68268250
LRR2 78..101
LRR3 102..125 119W/L  119W/L  119WIL rs211243949
LRR4 126...150
LRRS 151.175 152R/Q  152R/Q 152R/Q  rs43706434
LRR6 176..199
LRR7 200..223 201 SIN 201S/N 15110491977
2111V 211V 211V 2111V 2111V rs43706433
LRR8 224.250 227 FIL 227FIL  227TFIL  227FIL rs68268251
LRR9-10 251..308
LRRI11 315R/R rs68268253
309.337 326 HIQ 326H/IQ  326H/IQ 326 HIQ rs68343167
LRR12 338.361  337RIQ 337RIQ  337R/Q  337RQ rs68343168
LRR13 362..388
LRR14 389.414 405 T/M 405T/M  405T/M  405T/M rs68268255
LRR15 415.437 417 N/S 417N/IS  417TNIS  417TN/S rs68268256
436 GIG 436 GIG  436GIG 436 GIG rs68268257
LRR16-18  438.500
LRR19 501.524 502 S/A 502S/A 502S/A 502 S/A rs68268258
530 AJA novel
531 G/S novel
LRR20 533.586 544 FIF 545F/IF  B546FIF  B547FIF 544 FIF  rs68268259
563 R/H 563R/H  563R/H 563 R/H rs68268260
569 H/H 569 H/H 569 H/H 569 H/H 569 H/H  rs41830058
™ 588..608
574 RIW novel
593 A/A 593A/A  593A/A 593 A/A rs68268261
594 AJA 594 A/A 594 AJA 594 AIA rs68343169
605 T/M 605T/M  605T/M 605 T/M rs68343170
634A/V novel
TIR 640..784 644 FIF novel
655 V/A
665 H/Q 665H/Q  665H/Q  665H/Q rs68268263
675 H/H 675H/H  675H/MH  675H/H rs68343171
685 1/l 685 1/l 685 I/1 685 I/1 rs68268264
738 E/Q 738E/Q  738E/Q rs207552166
738 E/E 738E/E  T738E/E  T738E/E rs68268266
ATGl6Lmotif 761.778  765P/P 765P/P  765P/P  T765PIP rs68268267
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Cizelge 3.16. TLR4 referans protein domainlerine (NP_776623.5) gore sinonim ve

nonsinonim varyasyon bilgisi

Domain TLR4 (aa) YK DAK GAK BOZ HOL SNP ID
LRR1 55..76
LRR2 79..100
LRR3 103..124
LRR4 127..148
LRR5 151..172 151 N/T 151 N/T  rs8193049
LRR6 176..197
LRR7 205..225
238 N/K rs8193050
276 F/F rs8193051
347 AIE 347 A/JE  rs8193053
LRR8 352..373
LRR9 374..394 374 P/P 374 P/P 374 P/P 374 P/P  rs8193054
381 K/R rs8193055
385 L/L rs8193056
389 G/G 389 G/G rs8193057
LRR10 400..422
LRR11 423..444
LRR12 448..469
LRR13 472..495 482 SIY novel
LRR14 497..518 507 Q/Q 507Q/Q 507Q/Q 507 Q/Q rs8193059
LRR15 521..542
LRR16 545..568 552 S/S 552 S/S 552 S/S 552 S/S 552 S/S  rs8193060
LRR17 -
LRR18 -
LRR19 -
LRRCT 579..626 589 S/S rs8193061
609 C/C 609 C/C rs8193062
622 S/S rs8193063
625 N/N 625 N/N  rs8193064
649 G/G 649 G/G 649 G/G rs8193065
640 V/I 640 V/I  rs8193066
Trans
membran 633..653
664 G/G 664 G/G rs8193067
674 T/ 674 T/ 674 T/ 674 T/l  674T/l  rs8193069
676 D/D rs8193070
TIR 677..815




60

Cizelge 3.17. TLRG6 referans protein domainlerine (NP_001001159.1) gbre sinonim

ve nonsinonim varyasyon bilgisi

Domain TLR6 (aa) AB EAR SAR TG HOL SNP ID
LRR_RI <43..164 37 D/N 37 DIN 37 D/IN
LRR1 54.77 61Q/Q 61Q/Q 61 Q/Q 61 Q/Q rs68268271
LRR2 78..101 87 RIG 87 RIG 87 RIG 87 RIG rs68268272
LRR3 102..122 116 S/IP 116 S/P
LRR4 123..147 135 D/H 135D/H 135 D/H 135 D/H rs520121582
LRR5- LRR6 148..196
LRR7 197..219 214DIN  214D/N 214 D/IN 214DIN 214 DIN  rs43702941
217 AJA 217 AJA 217 AIA 217 AIA rs68268273
LRR8-LRR12 220.354
LRR13 355..378 374 D/D 374D/ID 374D/ID 568268274
LRR14 379..404 395T/A  395T/A 395T/A 395 T/A rs68268275
400 K/K 400 K/IK 400 K/IK 400 K/IK rs211657505
LRR15 405..428 425S/S  425S/S  4258S/S 425 S/S rs68268276
LRR16 429..449
LRR17 450..473 458 H/H 458 H/H rs68268277
LRR18 474..495
LRR19 496..519 505 N/N 505 N/N 505 N/N 505 N/N rs55617146
rs68343174,
526 VIA 526 VIA 526 VIA 526 VIA 526 V/A 15133754378
rs68343175,
526 VV 526 V 526 V 526 V 526 V rs136574510
LRRCT 529..582 539D/D 539D/D 539 D/D rs68343176
rs55617465,
544Vl 544 V| rs68268279
573 K/IK 573K/K 573 KI/IK 573 K/IK rs55617193
rs55617317,
Trans membran  585.605  goq\/1  5gov/I 589V 589V/I 589/ rs207882984
rs68268280,
605L/L 605L/L  605L/L 605L/L  605L/L  rs378853146
TIR 641..784 642 F/[F 642F/F 642FIF 642 FIF rs438448894
rs68268281,
669 1/V  6691/V 669 1/V 669 I/V rs210580164
rs68343177,
674H/H 674H/H 674 H/H 674H/H 674 H/H 15209572763
676 RIR 676 RIR 676 R/IR 676 R/IR rs68343178
680 A/A 680 A/A 680 A/A novel
684 1/1 684 /I 684 /I 684 /I rs68343179
rs55617339,
700F/F  700F/F 700 F/F 700 F/IF rs211454671
rs55617289,
701VIV. 701VIV 701 VIV 701VIV 701 VIV 15207586910
709S/S 709 S/S rs55617335

E/E 710 rs68268282
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4. TARTISMA

Canli hastalik etkenleri ve konak organizma arasindaki iliskinin, uzun yillar boyunca
yalniz patojen mikroorganizmalarin sahip olduklari adezyon, invazyon, replikasyon
ve aktif hareket yetenekleri tarafindan belirlendigi disiiniilmiistir. Dolayisiyla,
enfeksiyonun baslangic asamasinda alinan etken miktar1 ve patojenitesinin yiiksek
olmas1 halinde akut ve oliimciil enfeksiyon gelisecegi, aksi durumda ise sessiz ve
subklinik bir enfeksiyon ile sonuglanacagi yoniinde, hemen tiim arastiricilar
tarafindan kabul goren klasik bir yaklasim bulunmaktadir. Konaga ait dogal
bagisikligin ise nesilden nesile aktarilan ve patojene spesifik olmayan, yalnizca
fiziksel bir bariyer gorevi oldugu kabul edilmistir (Tizard, 2009). Tiim bunlara
ragmen, neden bazi tiir ve wrk hayvanlarin bazi spesifik patojen etkenlere daha
direngli veya tam aksine duyarli olduklari ise aciklanamamaktadir. Ornegin, rat,
kopek ve kanatli hayvanlar B. anthracis etkenlerine tiir diizeyinde direng gosterirken,
enfeksiyona karsi direncin kanathilarin sahip oldugu yiiksek viicut 1sis1 nedeniyle
gelismedigi yoniindeki teori (Turnbull, 1996) biyoinformatik analizlerle destekli
molekiiler ¢alismalarla sorgulanmaya agik hale gelmistir. Diger taraftan, konak ve
enfeksiyoz etkenler arasindaki denge, her iki taraf i¢in yalmz tiir degil, irk, birey ve
hatta cinsiyet diizeyinde bile farklilik gdsterebilmektedir. Ornegin, 2000°li yillarda
Scrapie hastaligina direngli koyun wrklar1 tanimlanmis ve enfeksiy6z Prion protein
scrapie (PrPsc) aminoasit dizisinde 136, 154, 171 nci siralarda VRQ haplotipine sahip
bireyler duyarlihk gosterirken, ARR haplotipi scrapie’ye direnglilik ile
iliskilendirilmistir (Groschup ve ark., 2007). Elbette, prion proteinler herhangi bir
genetik materyal igermeyen ve konak genomu tarafindan translasyonu yapilan tek
hastalik etkeni oldugu i¢in, hastaliklara diren¢ konusunda olduk¢a 6zgiin bir 6rnektir.
Yine, koyun ve kegilerde yiliksek Oliimle seyreden koyun keci vebast (PPR),
Morbillivirus’lar tarafindan olusturulan ve cografik bolgeler arasinda filogenetik
olarak farkli patojenitelere sahip hat yayilimi gosteren viral bir hastaliktir.
Tirkiye’nin de igerisinde oldugu Ortadogu ve Arap yarimadasinda etkenin 1
numarali hatti (Lineage-1) yaygin olarak bulunur ve kegcilerde yiiksek 6liime yol

acarken, koyunlarda klinik olarak dahi fark edilemeyen hafif atesle seyreder.
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Morbilliviruslarin patojenitesi ise sahip olduklar1 hemaglutinin proteinlerine gore
farklilik gostermektedir. Bu virusun patojenitesindeki farkliliklarin agiklanmasi igin
yeterli goriinmekle birlikte, neden ayn1 Hat-1 PPR virus suslan ile enfekte olan
keciler daha duyarli iken, koyunlarda enfeksiyon gelismedigi ise sadece klasik
bagisiklik bilgileri ile agiklanamamaktadir (Kul ve ark., 2007). Son on yil igerisinde,
insan ve memeli hayvan genomlarinin tanimlanmasi, molekiiler tekniklerin ilerlemesi
spesifik kromozom ve gen bolgelerinin, fonksiyonlar ile iliskilendirilmesine imkan
vermis ve biyoinformatik analizlerle de insan ve hayvan genomundaki
varyasyonlarin etkileri fonksiyonel caligmalar ile degerlendirilmeye baglanmistir.
Yukarida oOrnekleri verilen enfeksiydz etkenlere karsi direng mekanizmalarinda,
model tanima reseptorleri tarafindan patojenlere 6zgli molekiiler modellerin
taninmasinda ve aktif bagisikligin baslatilmasi ile siirdiiriilmesinde gorevli olan TLR

gen bolgelerindeki polimorfizmin biiylik rol oynayabilecegi agiktir.

4.1.YNS’de Yiikseltgenemeyen Bolgeler, Analiz Dis1 Birakilan Birey ve
Filtrelenen Varyantlar

Incelenen TLR2, TLR4 ve TLR6 genlerinde toplamda 13 bireyde 5 farkli bolge
(Cizelge 3.2) PZR’da yiikseltgenemedigi icin bu bdlgelerin YNS datasi elde
edilememistir.  Yiikseltgenemeyen tiim bolgeler ilgili genlerin intronlarinda
bulunmaktadir. Bu bolgelerin yiikseltgenememesi ileri ya da geri yonli
oligoniikleotitlerin ilgili bolgelere baglanamamasi ve/veya yiiksek GC igerigi (>%50)
nedeniyle olabilmektedir (Pelt-Verkuil ve ark., 2008). Bu bélgeler incelendiginde,
GC igeriginin en fazla %75, en diisiik %43 oldugu goriilmektedir. GC igerigi en
yiikksek olan bolge sadece 3 bireyde yiikseltgenememistir. Ayrica en fazla
yiikseltgenemeyen  (n=7)  bolgenin  GC  igerigi  %43’tiir.  Dolayisiyla
yikseltgenmemenin  nedeninin  PZR’in baglanma  asamasinda  oldugu
diistiniilmektedir. Ciinkii aynm1 oligoniikleotitler bazi bireylerde baglandigi ve
yiikseltgenmede sorun yasanmadigi, ancak bu bdlgelerde oligoniikleotitlerin
baglandig1 pozisyonlara yakin varyasyonlar oldugu goriilmiistiir. Bu yiikseltgenme
probleminin ilgili bolgelerdeki baz degisimlerine gore dejenere oligoniikleotitler
tasarlanarak tamamlanabilecegi diisiiniilmektedir. Bunun yaninda YNS datasi

olmayan bolgelerle ilgili olarak belirgin bir itk 6zgiilliigii géze carpmamaktadir.
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Tiirkiye’de hayvan yetistiriciliginde yasanan Onemli problemlerden biri
hayvanlar ile ilgili olarak verim, hastalik ve soy agaci gibi kayitlarinin
tutulmamasidir (Yildiz, 2008). Tezde incelenen HOL 1irki bireylerinden (n=10) bir
tanesinin analizler sonucunda yerli 1irklarda bulunan varyantlar1 tasidigi
belirlenmistir. Bunun iizerine HOL 1rk1 biyolojik materyalinin temin edildigi ¢iftlikle
goriisiilmiis ve bu bireyin 3 nesil oncesinde YK ki bir birey ile melezlenmis
olabilecegi Ogrenilmistir. HOL161 kodlu birey HOL wrkimi temsil etmediginden
analiz disinda birakilmig ve HOL 1wrkinda 9 birey ile analizlere devam edilmistir.
Seabury ve ark., (2010), Fisher ve ark. (2010) tarafindan yapilan ¢alismalarda bazi
irklarin sadece bir birey ile temsil edildigi goriilmistiir. Dolayisiyla bu bireyin
elenmesinin analiz sonuclarina negatif etkiledigi diisiiniilmemektedir.

Filtreleme sonucunda, GAK irkinda 9 adet, BOZ irkinda 8 adet, DAK 1rkinda 6
adet, HOL 1wrkinda 3 adet ve YK 1rkinda 1 adet SNV’ nin, HOL 1rkindan 2 tane ve YK
irkindan bir tane InDel varyantin okuma derinligi degerinden dolayr elenmesine
karar verilmistir. Ancak elenen bazi varyantlarin genom veri tabanlarinda bildirilmis
ve SNP ID’si olan varyantlar olmast dikkat gekmistir. Ornegin, filtre uyarisi olan ve
100 tane okumasi olan bir SNV incelendiginde Adenin niikleotiti igeren10 (A, %10)
ve Guanin niikleotiti iceren 90 (G, %90) okumasi goriilmiistiir. Buna bagli olarak
%]10A baz1 ortaya ¢ikmis olabilecegi i¢in bu varyantlar G olarak degerlendirilmistir.
Ayrica incelenen yerli irklarda goriilen filtrelerin SNV-kiime filtresi oldugu dikkat
cekmistir. Bu filtreleme, 10b¢’lik bir alanda yan yana 3 SNV bulunmasi durumunda
isaretleme yapilmasi kosuluyla olusturulmustur. IGV’de incelendiginde ise dogru
SNV c¢agrilari oldugu belirlenmistir. Bu nedenle de yerli irklar gibi genetik ¢esitliligi
yiiksek olan canlilar incelenirken SNV kiime filtresinin 3’ten yiiksek bir deger
kullanilmasinin tercih edilmesinin ileriki ¢aligmalarda daha uygun olabilecegi

ongoriilmektedir.

4.2 Transisyon/Transversiyon (Ti/Tv) Orani

YNS’den elde edilen varyantlarin kalitesi iki sekilde Olgiilebilmektedir. Bunlar
transisyon (primidin-primidin ya da piirin-piirin doniisiimii) ve transversiyon
(primidin-piirin ya da piirin-primidin degisimi) orani (Transisyon/transversiyon,
Ti/Tv) ve SNV dizilim karsilagtirmasidir (Baes ve ark., 2014). Ti/Tv orani,
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niikleotitlerin bulundugu pozisyondan, komsu niikleotitlerden ya da “cryptic”
faktorlerden etkilenmektedir (Seplyarskiy ve ark., 2012). Insan tiim genomunda
Ti/Tv oran 2,0-2,2 araliginda oldugu (Ebersberger ve ark., 2002; DePristo ve ark.,
2011 ) ve metilasyon ¢alismalarinda ise bu oranin yiikseldigi bildirilmistir (Hodges
ve ark., 2009). Oranin diisiik olmas1 elde edilen datanin rastgele sekans hatalarindan
ve yanlis pozitif okumalarin genoma hizalanmasindan kaynaklanabilecegi ileri
strilmektedir (Baes ve ark., 2014). Siit sigirlarinda tim genom YNS datasinda
varyant belirleme yontemlerinin karsilastirildigi bir ¢alismada Ti/Tv oran1 en yiiksek
2,13 en disiik 1,97 olarak belirlenmistir (Baes ve ark., 2014). Doktora tez
materyalinde incelenen gen boélgelerinde en yiiksek Ti/Tv oran1t GAK (2,48) irkinda
belirlenmistir. Bu ki DAK (2,46), BOZ (2,41), YK (2,35) ve HOL (2,26) irklar1
takip etmektedir. TLR2, TLR4 ve TLR6 gen boélgeleri i¢in belirlenmis bir Ti/Tv
orani bulunmamaktadir ancak incelenen 1rklarda belirlenen varyant sayisi ve Ti/Tv
oraninin orantili oldugu gorilmiistiir. Elde edilen bu oran ileride yapilabilecek

calismalar i¢in bir karsilastirma verisi olusturmustur.

4.3.TLR2, TLR4 ve TLRG6 Belirlenen Varyasyonlarinin Karsilastirmasi

Gen bolgelerindeki varyasyonlarin belirlenmesine yonelik olarak yapilan
caligmalarin baslica amaclari, incelenen irklarin ne oranda ¢esitlilik gosterdigi ve

belirlenen varyantlarin fenotipik olarak etkilerinin olup olmamasidir.

TLR2 gen bolgesinin hem tek basina hem de TLR1 ve TLR6 ile heterodimer
ozelligi gostererek tanidigi ligandlar g6z ontine alindiginda (Cizelge 1.1.) bu bolgede
belirlenecek varyantlarin hastaliklara direng ag¢isindan olduk¢a ©Onemli oldugu
anlasilmaktadir. TLR2 gen bdlgesi i¢in tez materyalinde en fazla varyant BOZ
(n=10, 202) irkinda belirlenmistir. Bu irki GAK (n=20, 170), DAK (n=20, 169), YK
(n=20, 145) ve HOL (n=9, 60) wrklar1 takip etmektedir. Yeni varyasyonlar agisindan
incelendiginde ise, bu bolgede en fazla yeni varyasyon DAK (30) irkinda belirlenmis
olup, bu irk1 BOZ (29), GAK (25), YK (23) ve HOL (9) wrklan takip etmektedir.
Sadece ekzonlarda bulunan ve dolayisiyla fonksiyonel etkisi olmasi beklenen
varyantlar incelendiginde ise TLR2 ekzon bolgesinde GAK ve DAK irklarinda 28
(17ns, 11sn), BOZ wrkinda 26 (15ns, 11sn), YK wrkinda 23 (13ns, 10sn) ve HOL
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irkinda 6 (4ns, 2sn) varyant belirlenmistir. Bu degerler literatiir verileri ile
karsilagtirildiginda oldukga yiiksek olduklari goriilmektedir. Seabury ve Womack
(2008) Angus, Brahman, Charolais, Holstein, Limousin, Nelore, Piedmontese ve
Romagnola sigirlarindan birer birey kullanarak TLR2, TLR6 ve PGLYRP1 genleri
ekzonlar1 ve 3’UTR bolgelerinde bulunan varyasyonlari incelemisler ve TLR2
geninde 41 tanesi yeni, 29 tanesi ekzonda ve 15 tanesi nonsinonim olmak iizere
toplamda 43 tane varyant belirlemislerdir. Mariotti ve ark. (2009) Avrupa’nin farkli
bolgelerinden olmak {izere toplamda 16 sigir irkinda TLR2, TLR4 ve TLR6 gen
bolgelerinin kismen incelemisler ve TLR2 geninde kodlanmayan 3 tane SNV
belirlemiglerdir. Mariotti ve ark. (2009) ¢alismasiyla belirlenen SNV’lerden 3 tanesi
daha once Seabury ve Womack (2008) tarafindan bildirilmistir. Seabury ve ark.
(2010) Bos taurus ve Bos indicus sigirlarindan 37 irkta dogal direng ile ilgili olan 11
geni (TLR1-10 ve PGLYRP1) incelemisler ve TLR2 i¢in, 13 tanesi ns olmak iizere
32 adet varyant belirlemislerdir. Fisher ve ark. (2011) Bos taurus, Bos indicus
sigirlarimi kapsayan 31 sigir ki ve Bos taurus-Bos indicus hirbitlerinde
pirosekanslama yontemi ile TLR1-10 genleri incelemislerdir ve TLR2 (3.224bg)
geninde 6ns olmak iizere toplamda 44 tane SNV belirlemislerdir. Seabury ve
Womack (2008), Mariotti ve ark. (2009), Seabury ve ark. (2010) ve Fisher ve ark
(2011) tarafindan yapilan calismalarda irklari temsil eden O6rneklemenin daha az
saytyla yapilmis olmasi, incelenen bolgelerin geni kismen kapsamasi varyant
sayisinin diisiik olmasinin nedeni olabilir. Ancak bu ¢alismalarda incelenen irklarin
yapay seleksiyon baskisi altinda olmasi, bununla beraber sunulan ¢alismada yiiksek
diizeyde cesitlilik gosteren yerli wklarin yapay seleksiyondan ziyade dogal
seleksiyona ugramis olmasi da gdz oniine almmalidir. Ozellikle verim yoniinden
seleksiyon yapilmasinin saglik acisindan olumsuz etkileri oldugu bilinmektedir
(Ingvartsen ve ark., 2003; Oltenacu ve Broom, 2010) ve bu nedenle incelenen yerli
irklarda belirlenen varyantlarin hastaliklara direng agisindan olumlu etkide bulunma

potansiyellerinin oldugu diigiiniilmektedir.

TLR4 gen bolgesinin tanidigr ligandlar incelendiginde (Cizelge 1.1.) diger gen
bolgelerine oranla daha smirli oldugu sadece Gram (-) bakteriler iizerinden etkin oldugu
goriilmektedir. TLR4 gen bolgesinde, en fazla varyasyon GAK (88) irkinda
belirlenmis olup, bu irki DAK (85), HOL (80), BOZ (63) ve YK (21) irklar takip
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etmektedir. Bu bolge i¢in en fazla yeni varyasyon GAK (5), BOZ (5) ve DAK (4)
irklarinda belirlenmistir. YK ve HOL irklarinda ise yeni belirlenen varyasyon
sayisinin ayni (2) oldugu goriilmektedir. TLR4 ekzon bolgesinde HOL 1rkinda 15
(5ns, 10sn), DAK 1rkinda 14 (4ns, 10sn), GAK 1rkinda 12 (2ns, 10sn), BOZ 1rkinda 9
(2ns, 7sn) ve YK 1rkinda 2 (1ns, 1sn) varyant belirlenmistir. Mariotti ve ark. (2009)
16 s1gir irkinda kismen incelenen TLR4 gen bolgesi i¢in iki adet kodlanmayan ve bir
adet sinonim (sn) olmak tizere 3 tane SNV belirlemislerdir. White ve ark. (2003)
TLR4 gen bolgesini inceledikleri sigirlarda, Bos indicus grubunda 5 tane
nonsinonim, 21 tane sinonim ve 3 tane kodlanmayan bolgede olmak {izere toplamda
29, Bos taurus sigirlarinda 1 tane nonsinonim, 1 tane sinonim ve 3 tane kodlanmayan
bolgede olmak iizere toplamda 5 tane varyant belirlemislerdir. Seabury ve ark.
(2010) ise 37 wkta TLR4 geni igin 6 tanesi ns olmak iizere 22 adet varyant
belirlemiglerdir. Fisher ve ark. (2011) TLR4 (3.470b¢) geninde 3 tanesi ns olmak
lizere toplamda 28 tane SNV belirlemiglerdir. Bu c¢aligmalardan elde edilen
varyantlar goz 6niine alindiginda TLR4 gen bolgesi icin de yiiksek diizeyde c¢esitlilik

belirlendigi anlasilmaktadir.

TLR6 geni patojen tanima agisindan etkinligini TLR2 ile heterodimerleserek
gostermektedir ve bu heterodimer yapi ile ligandlar1 tantyabilmektedir (Cizelge 1.1.).
TLR6 geninde en fazla varyasyon yine GAK (323) wrkinda belirlenmistir. Bu 1rki
DAK (258), YK (232), BOZ (200) ve HOL (176) wrklar1 takip etmektedir. En fazla
yeni varyasyon ise GAK (76) irkinda belirlenmistir. Bu irki YK (23), DAK (19),
BOZ (18) ve HOL (3) wrklar takip etmektedir. TLR6 ekzonunda ise GAK 1rkinda 28
(9ns, 19sn), DAK 1rkinda 26 (9ns, 17sn) YK wrkinda 25 (9ns, 16sn) BOZ irkinda 24
(8ns, 16sn) ve HOL irkinda 8 (3ns, 8sn) tane varyant belirlenmistir. Seabury ve
Womack (2008) TLR6 geninde 19 tanesi yeni, ekzonda belirlenen 25 SNV’den 10
tanesi nonsinonim olmak {iizere toplamda 28 tane SNV belirlemislerdir. Mariotti ve
ark. (2009) TLR6 geninde kodlanmayan bolgede bir adet SNV ve ekzon bolgesinde
de bir adet nonsinonim (ns) (Asp855Asn) SNV olmak iizere 2 tane SNV
belirlemislerdir. Seabury ve ark. (2010) TLR6 geni i¢in 7 tane ns olmak lizere 15
adet varyant belirlemislerdir. Fisher ve ark. (2011) TLR6 (2.327b¢) geninde yine 3ns

nonsinonim olmak tizere toplamda 15 tane SNV belirlemislerdir.
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TLR2 geninde en fazla varyasyon belirlenen BOZ 1rki ve en diisiik varyasyon
belirlenen HOL 1irki ¢alismada kullanilan diger irklardan farkli olarak Bos taurus
primigenus alt grubundan koken almaktadir (Alpan ve Arpacik, 1996). Aym alt
gruptan koken almalarina ragmen HOL ki yapay seleksiyona maruz kalmis bir
irktir. BOZ 1rki ve diger yerli irklar ise dogal seleksiyona maruz kalmislardir. Dogal
seleksiyon ile hastaliklara ve olumsuz ¢evre kosullarina kars1 duyarli olan hayvanlar
tireme sansi bulamadan popiilasyondan elenmistir (Haldane, 1992). Dolayisiyla
TLR2 ve TLR6 gen bolgesi HOL irkinda belirlenen diisiik varyasyon sayis1 yapay
seleksiyona bagli varyasyon kaybinin bir gostergesi olarak degerlendirilebilir. Jann
ve ark. (2008) L227P (Losin227Fenilalanin) H305P (Histidin305Prolin), H326Q
(Histidin326Glutamin) amino asit degisimlerinin pozitif seleksiyon baskisi altinda
oldugunu bildirmislerdir. Bunlardan 227 nolu amino asit yerli irklarda Losin, 326
nolu amino asit ise Glutamin olarak belirlenirken 305 nolu amino asit degisimine
incelenen bireylerde rastlanmamistir. Bunun yaninda Jann ve ark. (2008) L227P,
H326Q, N417S ve H665Q aa degisimlerinin Bos indicus sigirlarina 6zgiin oldugunu
ortaya koymuslardir. Yerli irklarda bunlarin yanisira T405M varyasyonu da
belirlenmistir. Bu varyasyonun da Sahiwal (Bos indicus) sigirlarina 6zgiin oldugu
bildirilmistir (Jann ve ark., 2008). Yerli sigir irklari ile ilgili olarak yapilan ¢aligmalar
bu wrklarin Bos taurus ve Bos indicus melezi oldugunu gostermektedir (Loftus ve
ark., 1999; Decker ve ark., 2014). Yerli irklarda TLR2 gen bolgesinde belirlenen bu
aa degisimleri ve Fisher ve ark. (2011) tarafindan TLR2, TLR4 ve TLR6 gen
bolgelerinde Bos taurus sigirlarinda goriilmeyen allellerin de incelenen yerli sigir
wrklarinda goriilmesi bu goriisii desteklemektedir. Bunun yaninda Werling ve ark.
(2009) TLR2 gen bolgesinde irklar arasinda goriilen varyasyonlarin farkli cografik
bolgelere bagl farkli mikrobiyal ¢evreden kaynaklanabilecegini 6nermislerdir. TLR2
gen bolgesindeki varyasyon bu agidan degerlendirildiginde, yerli irklarda goriilen
H326Q ve R563H aa degisimlerinin Bos indicus sigirlar ile ortak ¢evresel sartlar
altinda yetistirilen sigirlarda da goriilebilecegi bildirilmistir (Jann ve ark., 2008).
Incelenen 1rklarin Bos indicus kdkenli sigir irklarinin yetistirildigi cografyaya yakin
olmasi ve bu nedenle benzer ¢evre sartlarina maruz kalinmasi Bos indicus’a 6zgi

oldugu diistliniilen amino asit degisimlerinin sayisini arttirmis olabilir.
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Onceleri dogal direncin 6zgiin olmayan (nonspesifik) bagisiklik sisteminin bir
parcasi olarak degerlendirildigi ancak son yillarda yapilan etken ve ifade diizeyi
caligmalar ile belirli mikroorganizma gruplarina karsi 6zgilin oldugu belirlenmistir.
Ornegin, Mycobacterium avium paratuberculosis’in (MAP) sebep oldugu John’s
hastaligi ile ilgili yapilan bir ¢calismada TLR2 ve TLR4 ifadesinin arttig1 bildirilmistir
(Wadhwa ve ark., 2013). Mucha ve ark. (2009) MAP enfeksiyonu yatkinlig1 ile
TLR2 ve TLR4 gen bolgelerindeki ns amino asit degisimlerini inceledikleri
calismada TLR2’de Ile680Val ve Pro681His ile iliskilendirmislerdir. TLR4 gen
bolgesi i¢in yine MAP enfeksiyonu agisindan Garza-Gonzalez ve ark. (2007)
Asp299Gly ve Thr399lle, Mucha ve ark. (2009) ise Gly298Arg ve Asp299Asn
degisiminin sigirlarda yatkinlikla iligkili oldugunu ortaya koymustur. Sonuglari
sunulan bu arastirmada incelenen bireylerde, MAP enfeksiyonuna yatkinlik ile
iliskili olarak bildirilen bu aa degisimlerine rastlanmamistir. Ruiz-Larranaga ve ark.
(2010) ise yine MAP duyarlilig1 iizerine yaptiklar1 ¢alismada, TLR2 gen bdlgesinde
2 intronik ve 12 ekzonik varyant, TLR4 gen bélgesinde 6 intronik ve 3 ekzonik
varyant incelemislerdir. TLR2 gen bolgesinde hastalik yatkinlig ile iligkili allelik ya
da genotipik bir iliski belirleyemeseler de hasta hayvanlarda TLR2’de 152Q, 201S,
211V, 273L ve 575H degisimlerinden olusan haplotipin enfekte hayvanlarda daha
fazla goriildiigiinii bildirmislerdir. TLR2 i¢in incelenen ekzonik varyantlardan
R152Q, S201IN, 1211V degisimlerine DAK ve HOL irklarinda, R152Q ve 1211V
degisimi GAK 1rkinda belirlenmistir ancak yatkinlik ile iligkilendirilen haplotip bu
irklarda gozlenmemistir. YK ve BOZ wrklarinda bu varyantlarin  hi¢ biri
belirlenmemistir. Ruiz-Larranaga ve ark. (2010) TLR4 gen bolgesinde 5’UTR’de
rs29017188 (C/G) kodlu SNV’nin gen ifadesi diizeyindeki etkisinden dolay1
duyarlilik ile iliskili olabilecegini bildirmislerdir. incelenen tiim irklarda rs29017188
SNV’sine rastlanmistir. Bu varyant i¢in en yiiksek minor allel frekanst GAK (0,97)
irkinda belirlenmistir ve bu irk1 DAK (0,95), YK (0,71), HOL (0,55) ve BOZ (0,5)
k1 takip etmektedir. Fisher ve ark. (2011) MAP enfeksiyonu ile TLR2 bolgesinde 3
SNV, TLR4 bolgesinde 1 SNV ve TLR6 bolgesinde 1 SNV’yi MAP enfeksiyonuna
duyarhilik ile iligkilendirmislerdir. Bu varyantlarin TLR2 {izerindekilerin resesif
karakterde, TLR4 ve TLR6 fizerinde olanlarin ise aditif etkili lokuslar oldugunu

belirtmislerdir. Tez datalar1 bu varyantlar agisindan incelendiginde, MAP ile iliskili
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bulunan tiim varyantlara HOL bireylerinde rastlanmigtir, yerli 1irklarda ise

1s68268245 kodlu varyant harig¢ farkli frekanslarda bulundugu goriilmustiir.

TLR2 gen bolgesinde en fazla varyantin belirlendigi BOZ, GAK ve DAK
wrklarinin da kan parazitlerine karsi direngli oldugu bilinmektedir (TURKHAYGEN).
Sigirlarda  6nemli kan parazitleri kene gibi vektorlerle tasinmakta ve
bulastirilmaktadir. Ozellikle sicak iilkelerde, hayvanlarda parazit miicadelesi ve
tedavi i¢in yapilan masraflar enfekte hayvanlardaki verim kayiplar1 olumsuz
ekonomik etkiye yol agmaktadir (Kaiser, 2010). Loftus ve ark. (1999) Yakin
Dogu’da yetistirilen sigirlarin komsu birlestirme agacina gore, BOZ 1rk, Macaristan
Bozu ve N’Dama sigirlart ile ayni dalda yer aldigmi bildirmislerdir. N’Dama
sigirlarimin Trypanosoma’ya karsi direngli oldugu bildirilmistir (Murray ve ark.,
1981). TLR2 bdlgesinin bu kan parazitine karst immun yanitt diizenleyici etkisi
oldugu (Ropert ve Gazzinelli, 2004) g6z oniine alindiginda belirlenen varyantlarin
kan paraziti direnci ile ilgisi olabilecegi diisiiniilmektedir. Bunun yaninda Babesia
gibi apikompleksan parazitler dahil olmak {izere bir ¢ok organizmanin yapisinda
bulunan HSP’ler (heat shock protein, HSP) (Robert, 2003), immun yaniti TLR2 ve
TLR4 araciligi ile uyardigi bildirilmistir (Asea ve ark., 2002). Diizlii ve ark. (2015)
ilke capinda ekonomik kayiplara neden olan Babesia tiirlerinin Erzurum yoresinde
melez sigirlarda belirlenmesi {izerine yaptiklari bir ¢alismada saglikli goriiniimlii
sigirlart incelemis (n=300) ve 45 tanesinde etken belirlemiglerdir. Ayrica Deniz ve
ark. (2012) Diyarbakir yoresindeki sigirlarda Theileria tiirlerinin belirlenmesi tizerine
yaptiklar1 bir calismada 100 adet saglikli sigir incelemisler ve bunun 24 tanesinde
Theileria etkenini tespit etmislerdir. Yerli sigir irklart ve melezlerinin bu kan
parazitlerini tasimalarina ragmen klinik olarak saptanabilir hastalik belirtisi
gostermemeleri bu hayvanlarin direngli oldugunun bir gostergesi olabilecegini

diistindiirmektedir.

TLR2 gen bolgesi i¢in, omurgali tlirler arast yapilan bir ¢aligmada bu gen
bolgesinde fonksiyon kaybi hi¢ goriilmedigi ve bunun TLR2’nin kisitli bir seleksiyon
altinda oldugunu, buna karsin TLR2’nin heterodimer yaptigi TLR1 ve TLR6’nin
tiirler arasinda ¢ok fazla ¢esitlilik gosterdigi bildirilmistir (Roach ve ark., 2005). Tez
datalar1 incelendiginde en fazla varyasyonun TLR6 bdlgesinde goriilmesi bu veriyi

destekler niteliktedir. TLR2/TLR1 heterodimeri gram-negatif bakterilerin
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triasillipopeptidlerine ve TLR2/TLR6 heterodimerinin diasillipopeptid ya da
Mycoplasma’ya baglandig1 gosterilmistir (Takeuchi ve ark., 2001; Jin ve Lee, 2007).
Turner ve ark. (2014) gram-negatif ve gram-pozitif bakteriler sebepli endometrit
olgularinda endometrium epitel ve stroma hiicrelerinin TLR2/TLR1 ve TLR2/TLR6
heterodimerleri  ile  yanit olusturduklarii  hiicre  kiiltiiri  ¢aligmalarinda
gostermislerdir. Song ve ark. (2014) TLR6 gen bdlgesindeki varyantlarin sigir
tiiberkiilozuna (bTB) yatkinlig1 i¢in 4 SNV’yi incelemislerdir. Amino asit degisimine
sebep olmayan bu varyantlar i¢in yerli irklar incelendiginde allel frekanslar tizerinde
belirgin bir farklilik olmadigi goriilmistiir. Bunun yaninda Bermingham ve ark.
(2014) bTB direng ile ilgili olarak hasta ve saglikli hayvanlarda SNV dizilim analizi
ile tim genom taramasi yapmuislar ve Protein Tirozin Fosfotaz Reseptor T (protein
tyrosine phosphatase receptor T, PTPRT) ve Miyozin IlIB (myosin I11B, MYO3B)

genlerinin bTB direnci ile iliskili oldugunu ortaya koymustur.

White ve ark. (2003) TLR4 gen bolgesini inceledikleri sigirlarda belirledikleri
varyantlardan N151T, N238K, A347E ve T6741 DAK wrkinda, K381R ve T674l
GAK 1rkinda, N151T, A347E ve T6741 HOL irkinda belirlenirken YK ve BOZ
irklarinda sadece N151T varyanti belirlenmistir. Bu varyant TLR4 proteininin
transmembran domaininde oldugu i¢in patojen reseptor iligskisinde etkisi oldugu
diistinlilmemektedir. Ingvartsen ve ark. (2003) siit verimi ile ketozis, ovaryum
Kistleri, mastit ve ayak hastaliklar1 gibi hastaliklar arasinda negatif genetik
korelasyon oldugunu bildirmislerdir (Ingvartsen ve ark., 2003). Bir diger calismada,
siitte somatik hiicre sayist (Somatic cell score, SCS) ve TLR4 gen bolgesindeki ii¢
SNV’nin (intron 1-rs8193046 A/G,ekzon 3- rs8193060 C/T ve 5°UTR- rs29017188
C/G) iliskileri incelenmistir (De Mesquita ve ark., 2012). En diisiik SCS degeri
intronda A allelini ve diger bolgelerde C alleli bulunan hayvanlarda, yiiksek SCS
degeri ise ekzon 3’te T, diger bolgelerde G allelini tasiyan hayvanlarda belirlenmistir
(De Mesquita ve ark., 2012). Tez materyali bu SNV’ler agisindan incelendiginde,
intron varyanti i¢in en yiiksek A alleli frekanst BOZ (0,45) irkinda belirlenmistir.
Bunu HOL (0,44), YK (0,27) ve DAK (0,05) ile GAK (0,05) 1rklar1 takip etmektedir.
Ekzon C varyanti i¢in en yiiksek frekans BOZ (0,6) irkinda belirlenmistir. Bunu YK
(0,57) ve GAK (0,57), HOL (0,55) ve DAK (0,35) wrklar1 takip etmektedir. UTR
varyanti i¢in ise en yliksek C frekans en yiiksek GAK (0,97) wrkinda belirlenmistir.
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Diger wrklarda ise DAK (0,95), YK (0,67), HOL (0,44) ve BOZ (0,5) olarak
belirlenmistir. HOL 1rk1 i¢in elde edilen degerler Brezilyada yetistirilen Holstayn
sigirlarinda elde edilen allel frekanslar ile uyumluluk gostermektedir (sirasiyla, A
alleli 0,54, C alleli 0,64 ve C alleli 0,55) (De Mesquita ve ark., 2012). Bu veriler
dogrultusunda, incelenen irklar arasinda en diisilk SCS degerinin BOZ 1rkinda

goriilecegi diisliniilmektedir.

Sigirlarda mastit olgularinda TLR4 gen ifadesinin degistigi (Goldammer ve ark.,
2004; Zheng ve ark., 2006) ve TLR4 gen bolgesi polimorfizmi ile mastit
diren¢/duyarlilig1 arasinda iliski bulundugu belirlenmistir (Sharma ve ark., 2006;
Wang ve ark., 2007). Bunun yaninda siit {iretimi ve mastit ile ilgili olarak yapilan bir
baska ¢alismada da TLR4 kantitatif karakter lokuslari (KKL) arasinda tanimlanmistir
(Ogorevc ve ark., 2009). Tez datalari incelendigini bu literatiir verileriyle uyumlu bir
sekilde TLR4 gen boélgesi i¢in en fazla varyasyon bulunan ilk ¢ 1rk siit verim yonlii
yetistirilen 1rklar olan sirasiyla GAK, DAK ve HOL irklarinda belirlenmistir. Bu
durum ileride yapilacak fonksiyon ¢aligmalari ile aydinlatilmali ve ilgili varyantlarin
mastitise karst duyarlilk ya da direng yoniinde etkili olup olmadiklar1 ortaya

konulmalidir.

4.4 TLR2, TLR4 ve TLR6 Ekzon Haplotiplerinin Karsilastirmasi

Fisher ve ark. (2011) TLR2 geninde belirledikleri 44 varyanta gore 38 haplotip,
TLR4 geninde belirledikleri 28 wvaryanta gore 29 haplotip ve TLR6 geninde
belirledikleri 15 varyanta gore gore 20 haplotip oldugunu bildirmislerdir. Wang ve
ark. (2014) TLR4 gen bdlgesindeki 6 varyanta gore 21 haplotip belirlemislerdir.
White ve ark. (2003) Bos taurus ve Bos indicus sigirlarini temsil eden 39 sigirda,
TLR4 bolgesinde 32 varyanta goére 20 tane haplotip belirlemislerdir. Haplotip
cesitliligi agisindan tez verileri incelendiginde TLR2 bolgesinde 22 varyanta gore 36
tane, TLR4 gen bolgesinde 24 varyanta gore 25 haplotip ve TLR6 gen bolgesinde 46
varyanta gore 96 haplotip belirlenmistir. Incelenen iic gen bolgesi goz Oniine
alindiginda belirlenen varyant ve haplotip cesitliliginin giincel literatiir verileri
incelendiginde en yiiksek degerlere sahip oldugu saptanmistir. Irk bazinda
degerlendirildiginde ise HOL 1rkinin haplotip ve varyant degerleri literatiir ile

uyumlu iken yerli wrklarin total haplotip ve varyant gesitliligine katkisinin oldukg¢a
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yiikksek oldugu goriilmiistiir. Bu durum 96 haplotipten sadece 10 tanesinin HOL
irkindan geldigi TLR6 gen bolgesi i¢in 6zellikle dikkat ¢ekicidir.

TLR2 ekzonu i¢in, atasal haplotiplerin Haplotip 1 ve 2 oldugu belirlenmis, HOL
irkinin belirlenenen haplotiplerden sadece 1, 2, 6 ve 10. haplotipleri tagidigi, geriye
kalan 32 haplotipin ise yerli irklara 6zgii oldugu goriilmiistiir. TLR4 gen bdlgesinin
ekzonu i¢in, 1, 7 ve 9. haplotiplerin atasal haplotip olduklari, belirlenen diger
haplotipler i¢in ise 1rka 6zgii bir dagilim olmadig1 saptanmistir. TLR6 gen bolgesinin
ekzonu i¢in, 11 ve 43. haplotiplerin atasal haplotipler oldugu, belirlenen diger
haplotipler i¢in ise irka 6zgii bir dagilim gostermedigi belirlenmistir. Ancak irklara
0zgii oldugu disiiniilen TLR2 haplotiplerinin dogrulanmasi igin Bos indicus ve Bos
taurus kokenli saf irklardan elde edilecek haplotip verileri ile karsilagtirilma
yapilmasinin uygun olacagi diisiiniilmektedir. Bu konuda giincel literatiir verilerinde
belirlenen varyantlarin hangi haplotipleri olusturduklarinin yayimlanmamis olmas: da

biiyiik bir eksiklik olarak goriilmiis, tez datalarinin karsilastirilmasi yapilamamaistir.
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5. SONUC ve ONERILER

Yirminci yiizyilin sonundan itibaren teknolojinin hizla ilerlemesi ve yasam
bilimlerine biitinlestirilmesi ile beraber, canlilarin fenotipik karakterlerinin altinda
yatan genetik mekanizmalar1 belirlemeye yonelik kullanilan molekiiler teknikler
daha detayli bilgi saglayan araglara doniismiistiir. Yeni Nesil Sekanslama analizi
bunlardan birisidir ve sunulan aragtirmada bu analiz kullanilarak TLR2, TLR4 ve
TLR6 genleri Yerli Kara, Gliney Anadolu Kirmizisi, Dogu Anadolu Kirmizist ve
Boz yerli wklar1 ile Holstayn kiiltiir irkinda ¢esitli biyoinformatik analizler
yardimiyla incelenmistir. Secilen analiz yontemlerinin; Ti/Tv oranmi degerleri,
haritalama kalite degerleri ve bireylerden elde edilen sekans verilerine gore
metodolojik olarak uygun ve yeterli oldugu diisiiniilmektedir. Ancak, yerli irklar gibi
genetik cesitliligi yliksek olan canlilar incelenirken gz oniinde bulundurulmasi
gereken 2 olgiit belirlenmistir. Bunlardan birisi, yiikseltgenme problemi varliginda
dejenere oligoniikleotitler tasarlanmasina ihtiya¢ duyulabilecegi, bir digeri ise
filtreleme isleminde SNV kiime filtresinin 3’ten yiiksek bir deger tercih edilmesi
gerekebilecegidir. Incelenen Ornekler arasinda sadece bir birey analiz disi
birakilmigtir. O da hem Bos indicus hem de Bos taurus 'tan koken alan sigir irklarina
Ozgiin paternler tasidigt belirlenen bir Holstayn sigindir. Boylece hatali
orneklemenin olusturacagi sapmanin Oniine ge¢ilmis olup, irklarin karsilastirilmasina
yonelik ¢aligmalarda giivenilir kayit bilgisinin ne kadar 6nemli oldugu bir kez daha

anlasilmistir.

Dogal direncin anahtar molekiillerinden olan TLR’ler ile ilgili olarak yapilan
caligmalar bu bolgelerde bulunan varyasyonlarin patojen tanimada dolayisiyla
hastaliklara karsi direnglilik/duyarlilik {izerinde etkili olduklarini bildirmektedir
(Werling ve ark., 2009). TLR gen ailesi igerisinde ise ekonomik kayiplar agisindan
onemli olan bakteri, mantar ve kan protozoonlarini tanima ve immun sistemi
harekete ge¢irmede One ¢ikan 3 gen bulunmaktadir; TLR2, TLR4 ve TLR6. Bu
genlerdeki varyasyonlarin ligandlarin taninma potansiyelini arttirdigi bilinmektedir.
Incelenen yerli irklarda giincel literatiir verilerine oranla her 3 gen bolgesi igin de
yiiksek diizeyde varyant cesitliligi ortaya konulmustur. Arastirmadan elde edilen tiim

gen bilgilerinin genom veri tabanlarina girisleri yapilarak literatiire katki saglanmasi
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planlanmaktadir. Heterodimer olarak fonsiyon gosteren TLR’ler i¢in amino asit
degisimine sebep olan varyasyonlarin, ligand yelpazesini genisletme etkisinden
dolayr onemli olduklar1 ve direng/duyarlilik a¢isindan aday bolgeler olabilecekleri
diisiiniilmektedir. Ozellikle TLR2 gen bdlgesinde sadece yerli irklarda goriilen
haplotipler ve TLR4 gen bolgesinde De Mesquita (2012) tarafindan diisiik SCS
degeri ile iligkili olabilecegi iddia edilen ve yiiksek frekansla Boz irkinda belirlenen
varyantlar bunlardan baglicalaridir. Bu varyantlari tagiyan bireylerin popiilasyonlarda
belirlenerek, ilgili TLR bolgesini hedef alan antijen spesifik fonksiyon testleri
yapilmasi, hiicre i¢i yolaklarin ve dolayisiyla fenotip tizerine etkilerinin incelenmesi

onerilmektedir.

Sunulan arastirmada elde edilen varyantlar degerlendirildiginde, Tiirkiye yerli
sigir wrklarmin Bos indicus kokenli sigirlarda bulunan varyantlari da tasidiklar
belirlenmistir. Bu durum igin olasi iki sebep bulunmaktadir, birincisi molekiiler
kanitlarla (Loftus ve ark., 1999; Decker ve ark., 2014) da desteklenen Ozcan ve
Yalc¢in (1985) GAK 1wrkinin fenotipine gore “Belki de GAK irkinda zebu kani vardur”
iddiasi, ikincisi ise Jann ve ark. (2009) tarafindan ortaya atilan Bos indicus kokenli
sigir wrklarinin yetistirildigi cografyaya yakin olan sigirlarda da benzer varyantlarin
sayisinin bu irklarda da artmis olabilecegi iddiasidir. Sunulan c¢alisamadan elde

edilen sonugclar her iki iddiay1 da destekler niteliktedir.

Izleyen dénemde, bu calisma ile ortaya konulan varyantlarin fonksiyonlarla
iligkilendirilmesine yonelik aragtirmalara devam edilmesi ve elde edilen verilerin
genom bankalarina kayitlarinin  yapilmasi planlanmaktadir. Bu sekilde, tez
calismasinda ileri siiriilen yerli sigir irklarinda TLR polimorfizminin tanimlanmasi ve
kiiltiir irk1 sigirlar arasinda fark olup olmadiginin anlasilmasi yoniindeki hipotez,
sunulan calismada bulunan varyasyonlarin, hastaliklara direng¢/duyarlilik etkilerinin
arastirtlmasimna olanak veren, siirdiiriilebilir bir domino etkisi olusturdugu

disiiniilmektedir. To be continued!
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OZET

Tiirkiye’de Yetistirlen Baz1 Sigir Irklarinda Yeni Nesil Sekans Analizi ile Toll
Benzeri Reseptor (TLR) 2, 4 ve 6 Gen Bolgelerindeki Varyasyonlarin

Incelenmesi

Sigirlarla ilgili olarak yapilan duyarlilik ve diren¢ ¢alismalar1 dogal direncin oriintii
tanimada anahtar reseptorii olan Toll Benzeri Reseptorler (Toll Like Receptors, TLR)
tizerine yogunlagsmistir. Sigir genomunda TLR gen ailesinin 10 tane {iyesi
bulunmaktadir. TLR 2, 4, ve 6 farkli ligandlar1 tanimakla gorevli olan hiicre yiizey
reseptorleridir. Bu ¢alismada hastaliklara direncgli oldugu bilinen Yerli Kara (YK,
n=20), Dogu Anadolu Kirmizis1 (DAK, n=20), Giliney Anadolu Kirmizis1 (GAK,
n=20) ve Boz (BOZ, n=10) olmak iizere 4 yerli irk ve duyarli oldugu bilinen
Holstayn (HOL, n=10) olmak iizere bir kiiltiir irk1 kullanilmistir. TLR2, TLR4 ve
TLR6 gen bolgelerinin incelenmesi PZR ve yeni nesil sekans analizi (YNS) ile
yapilmistir. Elde edilen YNS datalar1 biyoinformatik yontemler kullanilarak
incelenmis ve duyarli/direngli hayvanlarda TLR2, TLR4 ve TLR6 gen bolgelerinde
bulunan varyantlar belirlenmistir. Gen boélgelerindeki toplam varyant agisindan en
fazla varyant GAK irkinda belirlenmistir. Bu irk1i DAK, YK, BOZ ve HOL 1rklar
takip etmektedir. TLR2 gen bdlgesinde en fazla varyant BOZ irkinda bulunurken
TLR4 ve TLR6 genlerinde en fazla varyant GAK 1rkinda belirlenmistir. Elde edilen
veriler diren¢ ve duyarlilik ile iliskilendirilmis aday varyantlar yoniinden
karsilastirilmistir. Belirlenen bu varyantlara gore ekzonlar acisindan haplotipler
olusturulmus ve 1rklar arast haplotip paylasimlar: incelenmistir. Tiirkiye yerli irklar
Bos taurus kokenli olduklart bilinmektedir ancak incelenen gen bdlgelerinde Bos
indicus sigirlarina  6zgili varyantlar belirlenmistir. Bu varyantlarin  fonksiyon
acisindan testlerinin yapilmasi ve elde edilen verilerin genom bankalarina

kayitlarinin yapilmasi planlanmaktadir.

Anahtar kelimeler: Dogal direng, yerli irklar, yeni nesil sekans, toll benzeri reseptor
(TLR), TLR2, TLR4, TLR6
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SUMMARY

Determination of Gene Variations of Toll-like receptor (TLR) 2, 4 and 6 with

Next Generation Sequencing in Some Cattle Breeds of Turkey

Disease resistance and susceptibility studies in cattle have focused on Toll Like
Receptors (TLR), which are key proteins in pattern recognition of innate immunity.
In cattle genome there are 10 members of TLR gene family. TLR2, TLR4 and TLR6
are expressed on cell surface and specialized in recognition of ligands. In this study
native cattle breeds, which are known to be disease resistant Anatolian Black (AB,
n=20), East Anatolian Ref (EAR, n=20), South Anatolian Red (SAR, n=20), Turkish
Grey (TG, n=10) and one disease susceptible Holstein (HOL, n=10) cattle breeds
were used. To investigate TLR2, TLR4 and TLR6 genes, PCR and next generation
sequencing (NGS) analysis were performed. Data obtained from NGS were analyzed
using bioinformatics software and variants were determined for these gene regions.
The SAR breed has the most variations and followed by EAR, AB, TG and HOL. TG
has the most variations for TLR2 gene whereas SAR has the most variations in TLR4
and TLR6 genes. Determined variants were compared with disease, and
susceptibility associated variants. Also determined variants were used in construction
of haplotypes for exonic regions and shared haplotypes were investigated within
breeds. Turkish cattle breeds are known to be originated from Bos taurus however
species specific variants have been determined for Bos indicus. Functional analysis

of the variants and submission of the data set to genome bank are planned.

Key words; Innate immunity, native cattles, next generation sequencing, toll like
receptors (TLR), TLR2, TLR4, TLR6
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