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OZET

Yiiksek Lisans

TURKIYE ESEK POPULASYONLARINDA KAPPA KAZEIN (CSN3) VE
LAKTOFERRIN (LTF) GEN POLIMORFIZMLERININ ARASTIRILMASI

Hasan BULUT
Tekirdag Namik Kemal Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii

Tarimsal Biyoteknoloji Anabilim Dali

Danigman: Prof. Dr. Fulya OZDIL

Bu ¢alismada, Tirkiye esek populasyonlarinda kappa kazein (CSN3) ve laktoferrin (LTF)
genlerinde varyasyon, PCR-RFLP ve DNA dizi analizi yontemleri kullanilarak arastirilmistir.
Tirkiye’nin farkli bolgelerinden 108 bireye ait genomik DNA’lar materyal olarak
kullanilmigtir. CSN3 (235 bp) ve LTF (750 bp) genlerindeki polimorfizmlerin belirlenmesi
amaciyla, Pstl, Eagl, Drall, Mbol restriksiyon enzimleri kullanilarak RFLP analizi
yapilmigtir. CSN3/Pstl, LTF/Drall ve LTF/Mbol lokuslar1 tim o6rnekler igin monomorfik
bulunmustur. LTF geninin Eagl restriksiyon enzimi ile kesimi sonucunda; GG homozigot
(666, 84 bp), AG heterozigot (750; 666, 84 bp) ve AA homozigot (750 bp) olmak iizere ii¢
genotip belirlenmigtir. LTF geninin 89. niikleotidinde Guaninden Adenine olan tek niikleotid
degisimi farkli genotiplerin olusmasii saglamistir. Bu tek niikleotid polimorfizmi eseklerde
ilk kez tanimlanmistir. Elde edilen sonuglara gore, calisilan tiim esek populasyonlarinda G
alleli, LTF/Eagl lokusunda dominant bulunmustur. Bu g¢alismada, ele alinan populasyonlar
LTF-Eagl lokusu bakimindan Hardy—Weinberg genetik dengesinde bulunamamistir (P<0,05).
CSN3 ve LTF genleri Tirkiye’deki esek populasyonlarinda daha once ¢alisilmadigindan
dolay1 bu sonuglar ilk olma 6zelligindedir.

Anahtar kelimeler: Esek, CSN3, LTF, PCR-RFLP, Polimorfizm
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ABSTRACT

MSc. Thesis

INVESTIGATION OF KAPPA CASEIN (CSN3) AND LACTOFERRIN (LTF) GENE
POLYMORPHISMS IN TURKISH DONKEY POPULATIONS

Hasan BULUT
Tekirdag Namik Kemal University
Graduate School of Natural and Applied Sciences

Department of Agricultural Biotechnology

Supervisor: Prof. Dr. Fulya OZDIL

In this study, genetic variation of CSN3 and LTF genes in Turkish donkey populations were
determined using PCR-RFLP and DNA sequencing methods. Genomic DNAs of 108
individuals from different regions of Turkey were used as material. Pstl, Eagl, Drall, Mbol
restriction enzymes were used to determine polymorphisms in CSN3 (235 bp) and LTF (750
bp) genes. CSN3 / Pstl, LTF / Drall and LTF / Mbol loci were found monomorphic for all of
the studied samples. The digestion of LTF gene with Eagl restriction enzyme produced three
different genotypes as GG homozygous (666, 84 bp), AG heterozygous (750; 666, 84 bp) and
AA homozygous (750 bp). A single nucleotide polymorphism (SNP) from Guanine to
Adenine in the 89™ position of the LTF gene, resulted the formation of different genotypes.
This single nucleotide polymorphism was determined in donkeys for the first time. According
to the results, G allele was found dominant in LTF / Eagl locus in the studied Turkish donkey
populations. In this study, the studied populations were not found in Hardy-Weinberg genetic
equilibrium in terms of LTF / Eagl genotype distributions (P <0.05). As CSN3 and LTF genes
have not previously been studied in Turkish donkeys, these results are the first of a kind.

Key words: Donkey, CSN3, LTF, PCR-RFLP, Polymorphism

2020, 75 pages
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1. GIRIS

Eseklerin  (Equus asinus) Kuzeydogu Afrika'da yaklasik 6.000-7.000 yil once
evcillestirildigi diistiniilmektedir. Eseklerin, eski diinya'daki ticaret faaliyetlerinin yani sira
insan niifusunun da genislemesinde énemli bir rolii bulunmaktadir (Camillo vd., 2018). Evcil
esegin atalarinin (Equus asinus) Afrika Yaban Esekleri oldugu diistiniilmekte olup ve ii¢ alt
tire ayrildiklar1 bildirilmektedir. Bunlar; Kuzey Afrika Yaban Esegi (Equus asinus
atlanticus), Nubya Yaban Esegi (Equus asinus africanus) ve Somali Yaban Esegidir (Equus
asinus somalicus) (Kugler, Grunenfelder ve Broxham, 2008). Afrika kitasina 6zgli yaban
eseklerin (Equus africanus), Atlas Daglari'nin dogusundan Nubya’ya, Kizil Deniz'in asagisina
ve glinlimiizdeki Kuzey Kenya sinirina kadar yayilan alanda farkl alt tiirleri bulunmaktadir.
Nubya yabani eseginin (Equus asinus africanus), evcil eseklerin atasi oldugu birgok kaynakta
yer almaktadir. Eseklerin yabani akrabalarindan ayrilma olglisii Antik Misir’daki duvar
resimleriyle izlenebilmektedir. Antik Misir’daki Eski Krallik'tan Orta Krallik'a gegiste (M.O
2500-1500 arasi) eseklerde siyah omuz seridinin yavas¢a kayboldugu bildirilmektedir
(Blench, 2004).

Glinlimiizde esekler, Kuzey Afrika gocebe bedevileri tarafindan sikga
kullanilmaktadir. Mezopotamya'da ise esekler ¢eki ve yiik hayvani olarak kullanilmaktadir.
Avrupa'da, ikinci Diinya Savasi'ndan once esekler tarimda; siit, saman gibi iiriinlerin
tasimaciliginda insanlarin  kullantmina hizmet etmislerdir. Tarimda mekanizasyonun
iyilestirilmesi, otomobil endistrisinin gelismesi ve insanlarin kdyden kente hareketi ile
eseklerin 6nemi ve sayisi zaman igerisinde 6nemli Ol¢lide azalmistir (Camillo vd., 2018).
Evcil esegin Avrupa’ya Yunanlilar tarafindan M.O. 2000°de Akdeniz'in kuzey kiyilarindaki
kolonilerle getirildigi, daha sonra Romalilarin esekleri imparatorluklarinin smirlarma kadar
yaymaya devam ettigi bildirilmektedir (Vil4, Leonard ve Beja-Pereira, 2006). iber ve Italya
yarimadalarinda, M.O. 2000 yilindan kalma kaya resimleri bulunmakta olup, iizerlerinde evcil
hayvan olarak kullanilan esekler goriilmektedir. Yunanistan'da katir ve esekler tarim, ulasim
ve askeri alanlarda birgok is i¢in kullanilmistir. Eseklerin ticarette kullanimi, Suriye'nin
kuzeydogusundaki yaklasik 4300 yillik Tel Brak ve iran'daki yaklasik 4800 yillik Tal-e
Malyan'da esek kalintilarinin bulunmasiyla ortaya ¢ikarilmistir (Zeder, Emshwiller, Smith ve
Bradley, 2006). Bu hayvanlarin 6nemi bélgeden bolgeye farklilik gostermekle beraber bazi
yerlerde esekler 6zenli bir sekilde yetistirilmis, baz1 bolgelerde ise esek dnemsiz bir hayvan

olarak kabul edilmistir. Antik ¢agda esekler tarim, ticaret ve orduda is giicii olarak



kullanilmalarinin yani sira siit, deri ve et tiretimi i¢in de kullanilmistir (Kugler vd., 2008).
Tarihte ise esekler, yiizyillar boyunca Cin ile Avrupa arasindaki Asya Ipek Yolu iizerinde

baslica tasima ve ulasim araci olarak kullanilmislardir (Y1lmaz, Saim ve Mehmet, 2012).

Esegin evcillestirilmesi, insan topluluklar1 igin, tarimda ¢ekis giicii ile ticaret ve
hareketlilik agisindan yararli olmasindan dolay1r 6nem arz etmektedir. Eseklerin ekolojik
ihtiyaclar atlarinkinden farkli oldugu i¢in 6zellikle Avrasya ve Kuzey Afrika'nin giiney ve
daha kurak bolgelerinde daha etkin kullanilmislardir. Kurak bolgelerde, evcil esekler, diger
bolgelerdeki atlara benzer bir rol oynamuglardir (Vila vd., 2006). Esekler, sert ¢4l sartlarina
adapte olmus hayvanlardir ve kurak topraklarda agir yiikleri tasima kabiliyetleri ile gocebe
¢obanlarin daha uzaklara ve daha sik hareket etmelerine, siiriilerini tagimalarina olanak
saglamistir. Eseklerin evcillestirilmesi, Misir’da biiylik dlgekli gida dagitimini saglayarak
Afrika ve Bat1 Asya'daki kara ticaretini genisletmistir. Bugilin diinyanin en kurak, engebeli ve
daha yoksul bolgelerinde esekler ve katirlar ulasim i¢in hala kullanilmaya devam etmektedir
(Rossel vd., 2008). Diger kullanim alanlari arasinda siit liretimi (insan beslenmesinde ve
kozmetik endiistrisinde), et tretimi (bazi iilkelerde ¢ok smirli), onkoterapi ve son olarak
binicilik ve ekoturizm gibi rekreasyon amaglh kullanimlar yer almaktadir (Aspri, Economou

ve Papademas, 2017).



2. KURAMSAL TEMELLER

2.1. Siitiin Bilesimi ve Onemi

Siit, biiytime ve gelisme periyodu siiresince, immiinolojik olarak olgunlagsmamis yeni
doganlarin beslenmesi i¢in disi memelilerin meme bezinin epitel hiicreleri tarafindan tiretilen
bir sividir (Walzem, Dillard ve German, 2002). Bir yasam mucizesi denilebilecek kadar
Oonemli besin degerine sahip olan siitlin, insan yagamindaki yerinin insanlik tarihi kadar eski
oldugu bilinmektedir. Siitle ilgili ilk veriler 5000 yil 6nce Dicle ve Firat irmaklar arasinda

kurulan Siimer Uygarhigi’nin Ur kentinde ortaya ¢ikmustir (Ozdemir ve Acar Tek, 2015).

Siit, tarim devriminden bu yana insan beslenmesinin temel bir parcasi olarak viicuda
Oonemli besin maddeleri saglayarak hem beslenmede hem de saglik agisindan kritik bir 6neme
sahiptir (Aspri vd., 2017). Insan beslenmesi icin gerek duyulan besin maddeleri bitkisel ve
hayvansal gidalarda degisen oranlarda bulunmakla beraber siit, 6zellikle gelisme caginda
gerekli olan mineral maddeler, protein ve vitaminleri diger gidalara gore daha yeterli seviyede
icermektedir. Ayrica ozellikle kalsiyum, fosfor, riboflavin, vitamin B12 ve yiiksek kaliteli
proteine sahip oldugu bilinmektedir (Andig, Sahin ve Kog, 2002).

Siitiin toplum beslenmesinde ve sagligmin korunmasinda ¢ok onemli yeri olmakla
beraber, her yeni dogan yavrunun ilk ve temel besin maddesidir. Insanin dogumundan
Oliimiine kadar gecen yasam siirecinin her evresinde, baslangicta anne siitii ve daha sonra
diger siitler 6nem arz etmektedir. Siit ayrica igme siitii, yogurt, peynir, tereyagi, kaymak, siit
tozu, kazein gibi bir¢ok liriiniin ana maddesini olusturmakta; bir¢ok gidanin hazirlanmasinda
zenginlestirici, besin degerini ve kalitesini arttirici olarak kullanilmaktadir. Siit, dogal haliyle
dogrudan tiiketilebildigi gibi; siit tozu, kazein, serum proteinleri, siit yagi, bebek mamalari,
dondurma, biskiivi, corba, tarhana, tatli gibi gidalarin iiretiminde de yararlanilmaktadir
(Metin, 2001). Saglikli yasam i¢in her giin yetiskin bireylerin 200-400 ml, ¢ocuklar, gengler,
gebe ve emziren kadmnlarin ise 600-800 ml siit ve siit {iriinleri tiikketmeleri onerilmektedir
(Sayin, Tascioglu ve Mencet, 2011). Siit, ayrica ¢ocuklarda, igerdigi kalsiyum nedeniyle boy
ve kemik gelisimine katkida bulunmaktadir. Cocuklugunda bol siit tiiketen yetiskinlerin
yeterli siit tiikketmeyenlerle kiyaslandiginda daha yiiksek kemik yogunluguna sahip oldugu
goriilmiistiir (Black, Williams, Jones ve Goulding, 2002). Siit ve siit driinleri tiiketiminin
arttirilmasi, yeterli ve dengeli besin 6gesi ve enerji alimiminin saglanmasi saglik alanindaki

uzmanlar tarafindan onerilmektedir. Siit ve siit trlinlerine 6zellikle kalsiyum ve fosfor basta



olmak tizere bazi 6nemli mineraller, protein ve riboflavin gibi baz1 B grubu vitaminlerin
kaynagi olarak bakildiginda halk sagligi acisindan 6nemli bir besin grubu oldugu hemen
anlasilmaktadir (Unal ve Besler, 2008). Ayrica siit, laktoferrin, immiinoglobulinler,
glikoproteinler, hormonlar ve enzimler gibi ¢ok sayida protein igermektedir (Roncada vd.,
2012). Siit tiirleri arasinda besin bilesenlerinin miktarlar1 degiskenlik gostermektedir (Cizelge
2.1). Esek siitii, protein gesitliligi, laktoz, kiil miktar1 gibi 6zellikleri nedeniyle insan siitiine

yakin igerige sahiptir (Budak ve Giirsel, 2012).

Cizelge 2.1. Esek siiti kompozisyonunun bazi siit tiirleriyle karsilastirilmasi (g/100g)
(Vincenzetti, Pucciarelli, Polzonetti ve Polidori, 2017; Cunsolo vd., 2017; Yildirim, 2014;
Metin, 2001)

tsl:l:u Su rﬁgcril:ie Yag Protein | Laktoz | Kiil Eiztiii%ss:;r
Esek 90,39 9,61 1,21 1,74 6,23 0,43 1,30
Kisrak | 90,48 9,52 0,85 2,06 6,26 0,35 1,10
Inek 87,62 12,38 3,46 3,43 4,71 0,78 4,60
Manda | 82,50 17,50 7,40 4,40 5,00 0,80 5,28
Koyun | 80,10 19,9 7,90 6,20 4,90 1,00 2,10
Kegi 86,77 13,23 4,62 341 4,47 0,73 3,50
Insan 87,57 12,43 3,38 1,64 6,69 0,22 0,40

Geleneksel olarak esek siitii, kozmetik ve tedavi edici 6zellikleriyle taninmistir. Roma
doneminde esek siitii iirtinleri kullanilmis ve uzun bir siire esek siitli yaygin bir ila¢ olarak
kabul edilmistir (Madhusudan vd., 2017). Eski Roma'dan beri iyi bilinen esek siitiiniin
dermatolojide kullanimu, ciltte yatistiric1 ve kafa derisi iltihaplarinda etkili olan lizozim igerigi
ile iligkili oldugu bildirilmektedir (Vincenzetti, Polidori ve Vita, 2008). Esek siitii cildin
nemlendirilmesinde ve cilt yaslanmasimi onleyici olarak tanimlanan anti-aging, anti-oksidan
ve rejenere edici aktif dogal bilesikleri icerdigi i¢in yaygin olarak kullanilmaktadir (Cunsolo
vd., 2017). Krali¢e Kleopatra ve Neron’un esi Popea’nin piiriizsiiz ve geng bir cilt igin esek
siitii banyosu yaptig1, Yunan hekim Hipokrat’m (M.O. 370-460), esek siitiinii karaciger

sorunlari, bulasic1 hastaliklar, ates, zehirlenmeler, 6dem gibi ¢esitli rahatsizliklarin



tedavisinde kullandig1 bildirilmektedir (Bidasolo, Ramos ve Gomez-Ruiz, 2012). Esek
siitiiniin geleneksel kullanimi1 nedeniyle 20. yiizyilin baslarinda Italya, Fransa, Belcika, Isvicre
ve Almanya'da esek ciftlikleri kurulmustur (Aspri vd., 2017). Esek siitiiniin besin degeri ve
tedavi edici o6zelligi eski uygarliklardan beri bilinmesine ragmen son zamanlarda yapilan
bilimsel ¢aligsmalarla; hipoalerjenik olmasi, insan siitiine benzerligi ve kozmetik sektoriinde

kullanilmasi nedeniyle 6nem kazanmistir (Tasc1, 2011).

Inek siitii, bebegin anne siitiinden kesilmesinden sonra bebek beslenmesinde yaygin
olarak insan siitlinlin yerini alir, ancak cocuklarda en yaygin gida alerjilerinden biridir ve
anormal bir immiinolojik cevaba yol agabilmektedir. Inek siitii proteini alerjisi erken ¢ocukluk
doneminde goriilen en yaygin gida alerjisidir ve ii¢ yasindan kiiglik cocuk niifusunun %?2 ila
5'ini etkilemektedir (Madhusudan vd., 2017). Ancak Insanlarda sigir siit proteini alerjisi ve
laktoz intoleransi karistirllabilen durumlar oldugu igin aralarindaki fark 6nemlidir. Sigir siitii
proteini alerjisi bir gida alerjisidir, yani bir gida proteinine karsi alerjik olmayan birey igin
normalde zararsiz olan ters bagisiklik reaksiyonudur. Laktoz intoleransi ise laktozu hidrolize
etmek icin gerekli olan B-galaktosidaz enziminin (laktaz) eksikligine bagli olarak alerjik
olmayan bir gida duyarliligidir. Laktaz eksikligi siit alimindan sonra abdominal semptomlar
ve kronik diyare olarak kendini gostermektedir. Laktoz intoleransi bir hastalik degildir.
Laktoz intoleransinin yan etkileri, siit alerjisine neden olandan daha yiiksek bir siit tiiketimi
seviyesinde gergeklesir. Sigir siitii proteini alerjisi onemlidir, ¢iinkii sigir siitleri erken
bebeklik doneminde biiylik miktarlarda alinan ilk yabanci antijendir ve oliime sebep
olabilmektedir (Uniacke-Lowe, 2011). Esek siitii, inek siitii alerjisi olan ¢ocuklarda yapilan
klinik ¢aligmalarda basariyla kullanilmis olup besinsel yeterlilik ve iyi lezzet bakimindan
yeterli oldugu tespit edilmistir On dokuzuncu ylizyilin sonlarinda esek siitiiniin Fransa'da
yetim kalan bebekleri beslemek igin kullanildigi bildirilmektedir (Madhusudan vd., 2017).
Baz1 baska ¢aligsmalar da esek siitiinii, inek siitiine kars yeterli besin igerigine sahip alternatif
bir kaynak olarak énermektedir (Carroccio vd., 2000; Iacono vd., 1992; Monti vd., 2007). Bu
nedenle, emzirmenin miimkiin olmadig1 ve cocuklarin inek siitii proteini alerjisi oldugu

durumlarda esek siitiiniin inek siitiiniin ikamesi olarak kullanilabilecegi belirtilmektedir
(Bidasolo vd., 2012).

Esek ve kisrak siitiiniin inek siitiine kiyasla ¢ok daha az alerjik olmasmin nedeni,
icerdigi kazein ve P-laktoglobulin miktarinin inek siitiinden diisiik olmasi olarak

gosterilmektedir (Tasg1, 2011). Ayrica protein igeriginin inek siitiine gore diisiik olmasindan



dolay1 bobrekler tizerinde yorucu etki gostermemektedir (Polidori ve Vincenzetti, 2012). Esek
stitli verimi 1rklara gore farklilik gostermekle birlikte 350 g ile 850 g arasinda degismektedir.
Verimin diisiik olmas1 nedeniyle esek siitii iiretimi ekonomik olamamaktadir (Ozdemir ve
Tek, 2015). Esek siitiiniin yiiksek laktoz igerigi, tadin1 olumlu etkilediginden, siitiin lezzetli
olmasini saglamaktadir (Budak ve Giirsel, 2012). Yiiksek laktoz icerigi osteogenez siire¢lerini
desteklemekte, kalsiyum ve fosfor mineralinin bagirsak emilimini kolaylastirmakta ve kemik
yapisinda mineral birikimini etkileyerek osteoporozun onlenmesine yardimci olmaktadir.

Esek siitiiniin ¢esitli fonksiyonel 6zellikleri Sekil 2.1°de verilmistir (Aspri vd., 2017).

Antimikrobiyal Demir
aktivite metabolizmasi

~ i\
Vitamin C,
B12

Hipoalerjenik

/’

Immiinomodulator <€—
Antimikrobiyal

Kazein/Serum
Oram
aktivite
7

Immiinomodulator

Sinir

sistemi,
DNA/RNA <
sentezi,
Antioksidan

—> Antioksidan
aktivite

Bivoaktif
Peptidler

o3 Yag
Asitleri
7 N

Antienflamatuar ACE aktivitesi Immiinomodulator

Zihinsel geligim <—

Sekil 2.1. Esek siitiiniin temel fonksiyonel 6zellikleri (Aspri vd., 2017)

Cig esek siitiiniin mikrobiyolojik verilerinin oldukg¢a diisiik oldugu belirtilmektedir.
Diisiik mikrobiyal sayimin nedeninin, memenin dogal anatomik pozisyonu, kii¢lik boyutu ve
bu nedenle memelerin daha az bakteri kontaminasyonuna maruz kalmasinin yani sira lizozim,
immiinoglobulinler, laktoferrin ve laktoperoksidaz gibi dogal antimikrobiyal bilesenlerin
varligima baglh oldugu bildirilmektedir. Bu bilesenler esek siitiine, genis bir bakteri
spektrumunun biiylimesini Onleme kabiliyeti saglamigtir. Ayrica, sindirim sisteminde
gastrointestinal enfeksiyonlarin insidansini azaltma ve meme bezinin enfeksiyonlarina karsi

savunma yapma becerisi katmaktadir (Aspri vd., 2017).

Esek siitiiniin yag igerigi, kisrak siitiininkine ¢ok yakindir, fakat insan siitii de dahil
olmak {izere diger ruminant (inek, koyun, keci) siitleriyle karsilagtirildiginda diisiiktiir. Sonug
olarak, esek siitiindeki ortalama enerji degeri (1939,4 kJ / kg), kisrak siitiine (1877,8 kJ / kg)
benzer, ancak diger ruminantlarin siitine gore daha diisiiktiir. Esek siitiinlii bebeklerin

beslenmesinde alternatif olarak diisiiniirsek bu diisiik enerji degeri, bebegin diyetinin sadece
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esek siitlinden kaynaklanmasi durumunda bebegin enerji alimi i¢in bir sorun olabilmektedir
ancak bu sorun siite orta zincirli trigliseritler veya aygicegi yagi ilavesiyle asilabilmektedir
(Vincenzetti vd., 2017). Lipit fraksiyonu, yiiksek seviyelerde esansiyel yag asitleri ve diisiik
doymus yag asitleri ile karakterize edilmektedir. Esek siitiinde bulunan doymamis yag
asitlerinin varligi, kardiyovaskiiler, oto-immiin ve inflamatuar hastaliklarin 6nlenmesinde ¢ok
yararli oldugu bildirilmektedir (Cunsolo vd., 2017). Genel olarak, ruminant olmayanlarin
stitlerinden elde edilen siit yagi (kisrak ve esek), ruminantlarin siitlerinden daha diisiik oranda
doymus yag asitleri ve tekli doymamis yag asitleri, daha yiiksek miktarda ise C-18: 2 ve C-18:
3 icermektedir. Coklu doymamis yag asitleri miktara bakildiginda, en yiiksek deger kisrak
stittinde (%51'e kadar), ardindan esekler (%30'a kadar) ve daha sonra insan siitiinde (%19’a
kadar) goriilmektedir. Kisrak ve esek siitiinden elde edilen yag asitleri ¢ogunlukla doymamis
veya kisa zincirlidir. Ruminant olmayanlarin siitlerinin bu 6zelligine ek olarak, kisrak ve esek
stitlerinin, ruminant siitlere kiyasla daha fazla linoleik (C-18: 2, ®-6) ve a-linolenik asit (C-
18: 3, ®-3) konsantrasyona sahip oldugunu bildirilmistir (Cizelge 2.2) (Gantner, Miji¢, Baban,
Skrti¢ ve Turalija, 2015). Siit yag1 asidi bilesimlerinde gozlemlenen farkliliklarin kismen
yemdeki farkliliklardan  kaynaklandigi, ancak esas olarak yag asidi sentezi
mekanizmalarindaki farkliliklara bagli oldugu belirtilmektedir. Ayrica konjuge linoleik asit
(KLA) izomerlerinin bagisiklik sistemini diizenlemesinin yan1 sira kardiyovaskiiler
hastaliklar, karsinogenez, diyabet ve osteoporoz riskinin azalmasina neden olabilecegi

bildirilmistir (Gantner vd., 2015).

Cizelge 2.2. Farkli tiirlere ait yag asit profilleri (min.-mak. degerler) (Gantner vd., 2015; El-
Salam ve EI-Shibiny, 2011; Ahmad, Anjum, Huma, Sameen ve Zahoor, 2013)

Siit DYA(%) | TDYA(%) | CDYA(%) | C-18: 2(%) | C-18: 3(%) | KLA(%)
Esek | 46-68 15-35 14-30 6-15,2 4,0-16,3 iz miktar
Kisrak | 37-55 18-36 13-51 3,6-20,3 2,2-31,2 0,02-0,1
inek | 55-73 22-30 2,4-6,3 1,2-3,0 0,3-1,8 0,2-2,4
Manda | 62-70 24-29 2,3-3.9 0,9 0,7 0,4-0,6
Kegi | 59-74 22-36 2.65,6 1,9-43 0,3-1,2 0,3-1,2
Koyun |57-75 23-39 25-7.3 1,6-3,6 0,5-2.3 0,6-1,1
insan | 36-45 33-45 8,0-19,0 6,0-17,7 0,6-3,4 0,2-1,1

Toplam yag asitlerinin % 'si

DYA: Doymus yag asitleri C-18:2: Linoleik asit
TDYA: Tekli doymamus yag asitleri ~ C-18:3: Alfa linoleik asit
CDYA: Coklu doymamus yag asitleri KLA: Konjuge linoleik asit
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Vitaminler énemli biyodiizenleyicilerdir ve yagda ¢oziinen (A, D, E, K) ve suda
¢oziinen (C ve B kompleksi) olarak siiflandirilmaktadirlar. Bunlar, gesitli islevlerde yer
aldiklarindan beslenme igin temel bilesiklerdir. Ornegin D vitamini hormon 6nciisii olarak
gorev yapmakta, C ve E vitaminleri serbest radikalleri uzaklastiran antioksidanlar olarak islev
goriirken, B vitamini kompleksi prostetik enzim grubunu olusturmaktadir (Vincenzetti vd.,
2017). Esek siitiindeki yiiksek vitamin igerigi, insan beslenmesi ve sagligi tizerine olumlu
etkisi olan miikemmel bir besindir. Siitiin toplam vitamin igerigi, annenin diyetine (suda
¢oziinen vitaminler annenin diyetinden yagda ¢Oziinen vitaminlerden daha fazla etkilenir)
bagli olarak degisebilmektedir (Aspri vd., 2017). C vitamini demirin emilimine yardimci
olup, antioksidan etkiye sahiptir ve kollajen olusumu igin gereklidir. Ayrica, C vitamini
alimimin ytliksek riskli bebeklerde atopik dermatit gelisiminde koruyucu bir etkisi oldugu
goriilmektedir. B vitaminleri, sekiz adet suda ¢Oziinilir vitamin grubunu icermekte olup
hiicresel fonksiyonda 6nemli bir rol oynamaktadir. Viicutta bazi Kkatabolik ve anabolik
enzimatik reaksiyonlarda koenzim olarak islev gormektedir. B vitaminlerinin icerigi ile ilgili
olarak, literatiirdeki degerler olduk¢a degiskendir (Altomonte, Salari, Licitra ve Martini,
2018).

Esek siitli, si@ir ve insan siitlerinden ¢ok daha yiiksek konsantrasyonda B12
(kobalamin) igermektedir. Spesifik olarak, B12 vitamini, saglikli sinir hiicrelerinin
korunmasindan sorumludur ayrica DNA ve RNA'nin {iretilmesine yardimec1 olmaktadir. Esek
siitli, B3 (niasin) hari¢, B kompleksinin diger vitaminleri olan Bl (tiamin), B2 (riboflavin)
vitaminini insan sitinden daha yiliksek miktarda i¢ermektedir (Cizelge 2.3). A vitamini
ozellikle biliylime, gelisme, bagisiklik sistemi, epitel hiicreleri ve g6z saglig1 acisindan 6nemli
olmasmin yaninda gastrointestinal ve solunum yolu enfeksiyonlarina karsi dnemli koruma
saglamaktadir. E vitamini temel olarak siit membraninda bulunan, antioksidan aktiviteye
sahip dort tokoferol (doymus izoprenoid yan zincir) ve dort tokotrienol (doymamis izoprenoid
yan zincir) ile temsil edilen sekiz biyolojik olarak aktif formdan olusmaktadir (Altomonte vd.,
2018).

Esek siitii, sigir ve insan siitii ile karsilastirildiginda daha diisiik miktarda A ve E
vitamini igermekte ve toplam C vitamini igerigi, 6-12 aylik ¢ocuklar igin onerilen giinliik C
vitamini alimimi karsilamaktadir (Aspri vd., 2017). D vitamini, kalsiyum homeostazinda ve
kemik metabolizmasinda 6nemli bir rol oynayan ve ayn1 zamanda bir hormon gibi davranan,

antirasit aktiviteye sahip bir grup bilesiktir. D vitamininin eksikligini 6nlemek i¢in gilinde



bebeklerde 400 IU, c¢ocuklarda 600 IU D vitamini alimi Onerilmektedir (Altomonte vd.,
2018). Amiata k1 esek siitiinde, sigir ve insan siitii icin literatiirde bulunan ortalama
degerlerden (0,03 png / 100 mL) daha yiiksek D vitamini igerigi (2,3 pg / 100 mL +-0,86 920
IU) oldugu bildirilmektedir (Martini, Altomonte, Licitra ve Salari, 2018). Eseklerdeki D
vitamini miktari, ineklerde bildirildigi gibi mevsimsel degisiklikler gosterdigi, yaz aylarinda
kis aylarinda oldugundan daha yiiksek bir D vitamini konsantrasyonu bulundugu
belirtilmistir. Esek siitiiniin antiinflamatuar, antitiimor, hipolipidemik etkileri ve D vitamini
icerigi yaninda deneysel modellerde kanitlanmis viicut kompozisyonu iizerindeki etkileri goz
Ontine alindiginda, yaslilar ve obezite tedavisinde kullanilabilecegi bildirilmistir (Martini vd.,
2018).

Cizelge 2.3. Farkli tiirlere ait siitlerin vitamin igeriklerinin karsilagtirilmasi1 (Uniacke-Lowe,
2011; Altomonte vd., 2018)

Vitamin (mg/L) | Kegi Koyun | Manda | Sigir Kisrak | Esek Insan

B, (Tiamin) 0,49 0,48 0,50 0,37 0,30 0,41 0,15

B, (Riboflavin) | 1,50 2,30 1,00 1,80 0,30 0,64 0,38

B; (Niasin) 3,20 4,50 0,80 0,90 1,40 0,74 1,70

B, (Kobalamin) | 0,70 0,007 3,00 0,004 0,003 1,10 0,50

A & B-karoten 0,50 0,50 0,32- 0,12 0,017- 2,00
0,50 0,586

Ds 0,003 0,003 0,000- 0,001

(Kolekalsiferol) 0,023

E (a-Tokoferol) 0,98- 1,128 0,059- 6,60
1,28 0,807

K (Filokinon) 0,011 0,020 0,002

C (Askorbik 9,00 220,00 21,00 17,20 12,00- 43,00

asit) 57,00

Minerallerin insan beslenmesindeki 6nemi biiylime ve iskelet yapis1 gelisiminde temel
bir rol oynadiklar1 igin iyi bilinmektedir (Aspri vd., 2017). At ve esek siitiiniin i¢indeki temel
makro mineraller géz 6niine alindiginda Ca ve P konsantrasyonlari at ve esek siitiinde benzer
iken, insan siitiinden yaklasik 3 kat daha yliksek oldugu, inek siitiinden yaklasik 1,5-2 kat
daha diisiik oldugu goriilmektedir. At ve esek siitiindeki K, Na ve Mg konsantrasyonlari, insan
stitiindekilere benzer goriilmektedir (Cizelge 2.4) (Salimei ve Fantuz, 2012). Yeterli kalsiyum

alimi, Ca/P orani, ayrica Mg ve D vitamini kemik saghgi ve gelisimi igin hayati 6neme



sahiptir. Esek ve insan siitiiniin 6nerilen Ca/P oran1 (1-2: 1) araliginda olup ve Diinya Saglik
Orgiitii tarafindan tavsiye edilen Na/K < 1 smurm altindadir. Cocuklarda hipertansiyonun
gelecekteki gelisimi ve ciddiyetinde ©nemli bir rol oynadigindan diisiik Na/K orani
onerilmektedir (Altomonte vd., 2018). At ve esek siitiindeki tiim makro mineraller laktasyon
doneminde 6nemli ol¢iide degismektedir. Bununla birlikte, Fe ve Zn’nin insan siitiindeki
seviyelere benzer veya daha yiiksek oldugu bildirilmektedir (Salimei ve Fantuz, 2012). Esek
stitlindeki ortalama toplam mineral igerigi, insan siitiinden biraz yiiksektir. Bebekler, cocuklar
ve ergenler ¢inko i¢in artan gereksinimlere sahiptir ve bu nedenle ¢inko eksikligi riski daha
yiiksektir. Biiylime donemlerinde ¢inko eksikligi, gelisme zayifligina neden olmaktadir.
Epidermal, gastrointestinal, merkezi sinir, immiin, iskelet ve iireme sistemleri klinik olarak

cinko eksikliginden en ¢ok etkilenen sistemlerdir (Altomonte vd., 2018).

Cizelge 2.4. Farkl tiirlerde temel siit makro mineralleri ve iz elementler (Salimei ve Fantuz,
2012; Park, Juarez, Ramos ve Haenlein, 2007; Shakerian, Kiani ve Ehsani, 2016; Ahmad vd.,
2013)

Icerik | Keci® | Koyun? | Inek® | Manda® At° Esek® insan®
Na 410 440 580 | 475 167-200 100-268 180
1210 | 1580 1190 | 976 200-1200 | 320-650 140
K 1810 | 1360 1520 | 1581 300-800 240-747 530
Ca 1340 | 1930 1220 | 1850-1950 500-1300 | 330-1140 278
Mg 160 180 120 | 200 40-110 40-83 35
CaP |1,10 1,22 1,02 | 1,90-2,00 1,72 0,93-2,37 1,70
Fe 0,70 0,80 0,80 | 1262 0,22-1,46 | 0,43-2,64 0,72
Zn 5,60 5,70 530 |1,47-7,28 0,90-6,40 | 1,23-3,19 1,00-3,00
Cu 0,50 0,40 0,60 | 216 0,20-1,00 | 0,08-0,30 0,20-0,40
Mn 0,30 0,07 0,20 | 0,382-0,658 | 0,01-0,05 | Iz miktarda | 0,003-0,006

*mg/kg, mg/L

Diisiik protein miktari, diisiik kazein/serum proteini orani ve protein olmayan azot
franksiyonunun yiiksek seviyesi ile birlikte yliksek laktoz icerigi esek siitiiniin inek, kegi ve
koyun siitiinden 6nemli dlgtide farkli oldugunu ortaya koymaktadir (Cunsolo vd., 2017). Esek
slitiiniin protein bilesiminin icerigi rklar arasinda; laktasyon evresi, beslenme, iklim, mevsim

ve meme saglig1 gibi sebeplere bagli olarak 6nemli dlgiide degismektedir. Bu siitiin protein
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bilesimi inek siitinden 6nemli 6l¢iide farkli olmakla beraber, toplam igerik daha distiktiir
(1,5-1,8 g/ 100 g). Ayrica insan ve kisrak siitiine olduk¢a benzemektedir. Laktoz, esek siitiine
iyi bir tat verirken ayn1 zamanda sinir sisteminin gelisimi i¢in gerekli olan degerli bir galaktoz
kaynagidir (Madhusudan vd., 2017). Esek siitiiniin protein fraksiyonunun sindirilebilirligi
inek siitii proteinlerinden daha iyidir ve yag globiillerinin daha kii¢iik boyutlu olmasindan
dolay1 daha hizli ve daha iyi lipid sindirilebilirligini saglarken, toplam lipid igerigi insan ve

inek siitiiniinkinden daha diistiktiir (Martini vd., 2018).

Esek siitli, ruminant hayvanlarin siitleri ile kiyaslandiginda ge¢miste daha az
calisilmigtir ancak son yillarda bilesimi insan siitliinlinkine benzer oldugu i¢in arastirmalar
artmistir (Madhusudan vd., 2017). Siit tiretimi bakimindan at ve esek irklarinin genetik yapisi
net olarak ortaya konmamustir. Eseklerde siit verimi ve laktasyonun uzunlugu bakimindan ¢ok
farkli bireysel varyasyon bulunmaktadir. Diinyada, Mogolistan, Giiney Rusya, Macaristan,
Fransa ve Belgika gibi bazi iilkelerde at ve esek dnemli bir et ve siit kaynagidir (Uniacke-

Lowe, 2011).

2.2. Siit Proteinleri Onemi ve Ozellikleri

Proteinler insanlarn biiyliime ve gelismeleri i¢in gerekli olan temel maddelerin baginda
gelmektedir. Siit ise, kaliteli protein kaynaklarindan birisidir. Inek siitii ortalama %3,4-3,8
protein icermektedir (Yardibi, 2008). Siit proteinlerinin dogal fonksiyonlari, geng memelilere,
kas ve diger protein igeren dokularin gelisimi i¢in gerekli olan esansiyel amino asitleri
saglamaktir. Bu isleve miikemmel bir sekilde hizmet etmek i¢in siit proteinleri, yeni doganin
midesinde hemen pihtilasan nispeten biliylik miktarda kalsiyum fosfat iceren kompleksler
olusturacak sekilde tasarlanmistir. Bir¢ok siit {riinliniin 6zellikleri esas olarak siit
proteinlerinin 6zelliklerine bagli olmakla beraber yag, laktoz ve oOzellikle tuzlar da cok
onemlidir (Phadungath, 2005). Yapilan ¢aligmalar sonucunda, siit proteinlerinin beslenmenin
yaninda insan saglig iizerinde yararli biyoaktif peptidler bakimindan da énemli bir kaynak
oldugu bildirilmektedir (Giir, Giizel, Onciil, Yildirim ve Yildirim, 2010). Siit proteinlerinin
bliylime ve gelismeye katkisi, kalsiyum emilimi ve immiin fonksiyonlar iizerine olumlu
etkileri, kanser riskini azalttig1, dis ciiriiklerine kars1 koruyucu oldugu bilinmektedir (Unal ve
Besler, 2008). Bu proteinlerin bilinen bazi biyolojik 6zellikleri Cizelge 2.5'de verilmistir
(Korhonen, Pihlanto-Leppéla, Rantaméki ve Tupasela, 1998).
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Cizelge 2.5. Siit proteinlerinin biyolojik fonksiyonlar1 (Korhonen vd., 1998)

Protein Fonksiyon

Iyon tasiyici (Ca, PO4, Fe, Zn, Cu), biyoaktif

Kazein (0, B, ) peptidler i¢in 6n madde

Retinol tasiyici, yag asitlerini baglar,

B-Laktoglobulin antioksidan

Laktoz sentezinde rol oynar, Ca tastyici,

a-Laktalbumin o ) . .
immiinomodulator, antikanserojen

Immiinoglobulinler Bagisiklik koruyucu

Glikomakropeptit Antiviral, bifidojenik

Antimikrobiyal, immiinomodiilator, demir

Laktoferrin baglayici, antikanserojen

Laktoperoksidaz Antimikrobiyal

Antimikrobiyal, immiinoglobulinler ve

Lizozim laktoferrin ile sinerjistik etki

Ik zamanlarda, siit proteinlerinin basit homojen protein yapisina sahip olduguna
inaniliyordu, ancak daha sonraki caligmalarla siit proteinlerinin iki genis smifa ayrildigi
goriilmiistiir (Phadungath, 2005). Inek siitlerinde ortalama %3,2 oraninda yer alan ve siit kuru
maddesinin de %27 'lik bolimiinii teskil eden siit proteini, homojen olmayip farkli
proteinlerin karisimindan olugmustur. Siit proteinlerinin, siitii asitlestirilerek pihtilastirilan
boliimiine "kazein" (kazein kompleksi), asitle pithtilagmayan boliimiine "serum" veya "peynir
alt1 suyu proteini" denilmektedir. Aside dayanikli, fakat sicakliga hassas olan siit serum
proteinlerinden, yar1 doymus amonyum siilfat veya doymus magnezyum siilfat ¢ozeltilerinde
¢okmeyen franksiyon "Laktalbumin", ¢Oken franksiyon ise "Laktaglobulin" olarak

adlandirilmaktadir (Dogru, Dayioglu ve Aksoy, 1997).

Ruminant siit proteinlerinde genetik degiskenligin 1yi bilindigi ve bu degiskenligin siit
komposizyonunu ve teknolojik kaliteyi etkiledigi bilinmektedir (Yardibi, 2008). Siit proteini
polimorfizmleri, ya bir amino asit degisimi ya da bunlarin bir kisminin silinmesiyle meydana
gelmekte ve bunlar hem elektroforez yontemleri hem de DNA analizi yoluyla tespit
edilebilmektedir. DNA'y1 sadece belirli bir DNA sekansindan kesen restriksiyon enzimleri
kullanilarak nokta mutasyonlari, yani tek bir niikleotid degisimi belirlenerek bireyler

arasindaki farkliliklar tespit edilebilmektedir (Moioli, Pilla ve Tripaldi, 1998).
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Siit protein genotipleri, kodominant genler tarafindan kontrol edilmekte ve Mendel
kaliimi gostermektedir (Mao vd., 2004). Siit proteinleri genetik varyasyonu iizerine yapilan
caligmalar, Aschaffenburg ve Drewry (1957) tarafindan sigir betalaktoglobulin ana
varyantlariin saptanmasi ile uzun bir siire 6nce baglamistir. Sonraki yillarda, 6 yapisal siit
protein geninde ¢ok sayida polimorfizm kesfedilmis ve sigir irklar1 arasinda Onemli
farkliliklar bulunmustur. Siit proteini polimorfizmlerinin ekonomik &zellikler agisindan

onemli etkilerinden biri, siitlerin peynir yapim 6zellikleri ile olan iliskileridir (Caroli, Chessa

ve Erhardt, 2009).

Siit proteini polimorfizm calismalar1 ii¢ alana odaklanmistir. Ilk olarak, genetik
cesitliligin 6nemli bir bileseni olarak hayvan irklarinin korunmasi amaciyla kullanilmaktadir.
Ikincisi, farkli hayvan irklarinin veya tiirlerinin akrabalign ve kokeni tahmin edilebilir ve
buradan yola ¢ikarak polimorfik siit proteinleri gen frekansinlarindan kiimeleme analizleri ile
akrabalik iligkileri ortaya konabilmektedir. Son olarak, kaliteli damizlik hayvanlar1 segmek
icin siit proteini polimorfizmi ve sagim ozellikleri arasindaki baglant1 iligkilerine gore tiretim
ve sagim Ozelliklerinin kalitesi gelistirilebilmektedir (Mao vd., 2004). Siit protein
varyantlarinin az sayida gen tarafindan kontrol edilmesinden dolayr gen ve genotip
frekanslarindaki degisim kolay takip edilebilmekte boylece belirli bir amaca yonelik
yetistirme kolaylasmaktadir (Dogan ve Kaygisiz, 1999). Son yillarda DNA’ya dayali
molekiiler teknikler hayvanlarin ¢ok erken yaglarda genotiplerinin tanimlanmasini saglayarak
yiiksek verimli hayvanlarin erkenden secilmesini miimkiin kilmaktadir. Molekiiler teknikler
sayesinde belirlenen genotipler verim Ozellikleri, biiylime performans: gibi 6zelliklerin
belirlenmesinde kullanmilabilmektedir (Dogru ve Ozdemir, 2002). Siit proteinlerinde tespit
edilen genetik polimorfizmler seleksiyon kriteri olarak da kullanilabilmektedir. Siit protein
polimorfizminin verim O6zellikleri ve siitiin ekonomik 6zellikleri arasindaki iliskileri bircok
¢alismada arastirilmis ve tanimlanmistir (Hu ve Mao, 1995; Messina, Vrech, Prandi ve Pezzi,

1999; Ozdemir, 2001; Strzalkowska, Krzyzewski, Zwierzchowski ve Ryniewicz, 2002).

Cizelge 2.6’da farkl tiirlerden elde edilen siit proteinlerinin amino asit igerikleri
biribirleri ile karsilastirlmistir. Inek, ke¢i ve koyundaki kazeinlerin birbirleriyle yiiksek
oranda benzerlik gosterdigi, esek ve insan kazein benzerliginin ise inek, koyun ve keciye gore
daha benzer oldugu goriilmektedir. Bu durum inek siitiine alerjisi olan hastalarin ¢ogunun kegi
ya da koyun siitiinii tolere edemedigini de agiklamaktadir. Benzer sekilde, bu ruminant

hayvanlarda en c¢ok bulunan serum proteinleri, birbirleriyle siki bir sekilde iliskili
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bulunmaktadir. Ote yandan kazein bilesenlerinin aksine, esek ve insan siitiiniin serum proteini
olan o-laktalbumin, serum albiimin, laktoferrin sigir homologlari ile yiiksek diizeyde
benzerlik (> %70) gostermektedir. Bildirilen bu karsilastirma, esek siitii kazeinlerinin ana
yapisinin diger tiirlere gore 6nemli farkliliklar gosterdigini ama her zaman insan kazeini ile

daha yakindan iliskili oldugunu da gostermektedir (Cunsolo vd., 2017).

14



Cizelge 2.6. Farkli tiirlerden elde edilen siit proteinlerinin amino asit igeriklerinin
karsilastirilmast (Cunsolo vd., 2017)

Proteinler Sekans karsilastirma (% benzerlik)
asl-kazein Erisim No S1gir Homoloji Ke¢i Homoloji Koyun Homoloji Insan Homoloji
Esek (202 AA) P86272 40 42 40 41
Inek (199 AA) P02662 100 87 87 29
Ke¢i (199 AA) P18626 87 100 97 30
Koyun (199 AA) P04653 87 97 100 29
insan (170 AA) P47710 29 30 29 100
as2-kazein

Esck (221 AA) B7VGF9 | 56 57 57 -
Inek (207 AA) P02663 100 87 88 -
Kegi (208 AA) P33049 87 100 98 -
Koyun (208 AA) P04654 88 98 100 -
1nsan - - - - -
B-kazein

Esck (226 AA) P86273 53 55 55 56
inek (209 AA) P02666 100 91 91 50
Kegi (207 AA) P33048 91 100 99 51
Koyun (208 AA) P11839 91 99 100 51
insan (211 AA) P05814 50 51 51 100
K-casein

Esek (162 AA) FOV6V5 52 55 55 64
Inek (169 AA) P02668 100 83 83 49
Kegi (171 AA) P02670 83 100 95 50
Koyun (171 AA) P02669 83 95 100 51
insan (162 AA) P07498 49 50 51 100
a-Laktalbumin

Esek (123 AA) pP28546 71 12 72 76
inek (123 AA) pP00711 100 94 97 76
Kegci (123 AA) P00712 94 100 98 76
Koyun (123 AA) P09462 97 98 100 76
insan (123 AA) P00709 76 76 76 100
B-Laktoglobulin

Esek B-LG | (162 AA) | P13613 56 56 56 -
Esek B-LG 1l (163 P19647 50 50 51 -
AA) P02754 100 96 96 -
inek (162 AA) P02756 96 100 99 -
Kegi (162 AA) P67976 9% 99 100 -
Koyun (162 AA) - - - - -
Insan

Serum albumin

Esek (583 AA) Q5XLE4 74 75 75 76
nek (583 AA) P02769 100 92 92 76
Kegi (583) B3VHM9 92 100 98 74
Koyun (583 AA) P14639 92 98 100 75
Insan (585 AA) P02768 76 74 75 100
Laktoferrin

Esek (689 AA) 077811% 73 73 74 75
nek (689 AA) pP24627 100 92 92 70
Kegci (689 AA) Q29477 92 100 98 71
Koyun (689 AA) pP24627 92 98 100 71
fnsan (691 AA) P02788 70 71 71 100

a: UniProt Erisim Numarasi at laktoferrinden bildirilmistir
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2.3. Serum Proteinleri

Toplam siit proteininin yaklasik %20'sini olugturan serum proteinleri, hem fonksiyonel
hem de besleyici proteinlerin miikemmel bir kaynagmi temsil etmektedir. Ana serum
proteinleri bilesenleri, toplam serum proteininin %70- %80'ini olusturan iki kiigiik globiiler
protein olan B-laktoglobulin ve a-laktalbumindir. Kiigiik serum protein bilesenleri,
immiinoglobulinler, glikomakropeptit, serum alblimini, laktoferrin, proteozeptonlar ve ¢ok
sayida enzimi iceren %?20’lik bir kismini olusturmaktadir (Korhonen vd., 1998). Serum
proteinleri B-laktoglobulin, a-laktalbumin, immiinoglobulinler, glikomakropeptit, laktoferrin
gibi fiziksel, kimyasal ve fonksiyonel a¢idan farkli proteinlere sahiptir. Serum proteinlerinin
esansiyel amino asitlerinin yani sira farkli spesifik fizyolojik fonksiyonlarada sahip oldugu
bilinmektedir. Kazein miselleri kalsiyum, fosfat ve amino asit kaynagi olarak daha g¢ok
beslenme acisindan 6nem arz ederken, serum proteinleri laktoz sentezinde gorev almakta,
koruyucu gérevde bulunmaktadir. Ayrica iz elementler, vitaminler gibi besin maddelerinin
emilimi ve tasinimin tesvik etmektedir (Giir vd., 2010). Toplam serum proteini igerigi esek
stitiinde yaklasik 4,9-8,0 g/L bulunmakta ve diger siit tiirleriyle karsilastiriimasi Cizelge 2.7’
de verilmistir (Claeys vd., 2014). Serum proteinleri esas olarak p-laktoglobulin, a-
laktalbumin, lizozim, immiinoglobulinlerden , serum albiimini ve laktoferrinden olusur

(Brumini vd., 2016).

Cizelge 2.7. Farkl tiirlere ait siitlerde bulunan serum proteini miktarlar1 (Claeys vd., 2014,
Vincenzetti vd., 2008)

Icerik (g/L) Kegi Koyun | inek Manda Kisrak | Esek | insan

Toplam Serum 6,0 10,02- | 5,5-7 6 7,491 149- |6,2-83

proteini 11,0 8,0

Serum albumin 0,5 0,4-0,6 | 0,3-0,4 0,29 0,37 0,4 0,4-0,5

Immiinoglobulinler | 1,0 0,7 0,5-1 10,6 1,63 1,3 0,9-1,3

B-laktoglobulin 3,1 6,5-8,5 | 3,2-3,3 3,9 2,5 3,3 -

a-laktalbumin 1,2 1,0-19 | 1,2-1,3 1,4 2,3 1,9 1,9-3,4

Lizozim Iz 100 x | (70-600) x| (120-152) |0,5-1,3 |1,0- |0,1-0,8
miktar | 10° | 10° x 10 14

Laktoferrin 8,22— 0,28 0,02-0,5 |0,03-3,4 0,1-2,0 gg;— 1,5-2,0
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Esek siitiindeki antimikrobiyal aktivitenin esas olarak laktoferrin, lizozim,
immiinoglobulinler ve laktoperoksidaz gibi kii¢lik serum proteinleri ile ilgili oldugu
belirtilmektedir. Esek siitli serum proteinlerinin bazi gram pozitif ve gram negatif bakterilere
ve virlislere karsi antimikrobiyal ozellikleri Cizelge 2.8’de gosterilmektedir (Brumini vd.,

2016).

Cizelge 2.8. Esek siitiinlin bazi mikroorganizmalara kars1 antimikrobiyal etkisi (Brumini vd.,
2016)

Mikroorganizma Ornek Tipi

Bacillus cereus DSM4384 Hidrolize esek siitii

Bacillus cereus RT INFO1 Sindirime ugramis esek siitii
Echovirus tip 5 Esek siitlintin serum proteinleri
Enterococcus faecalis DSM2352 Hidrolize esek stitii
Escherichia coli ATCC 10536 Esek sttt

Escherichia coli ATCC 8739 Esek stitii

Escherichia coli (EPEC) 10208355 Sindirime ugramis esek siitii
Listeria monocytogenes ATCC 19111 Esek siitii

Listeria monocytogenes 2230/92 Sindirime ugramis esek siitii

Salmonella choleraesuis (CGMCC1.1859) | Esek siitii

Salmonella enteritidis ATCC 13076 Esek stitii
Salmonella livingstone Esek siitii
Salmonella typhimurium ATCC 14028 Esek siitii
Shigella dysenteriae (CGMCC 1.1869) Esek siitii
Staphylococcus aureus ATCC 25923 Esek siitii
Staphylococcus aureus DSM25923 Hidrolize esek siitii
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2.3.1. Laktoferrin

Laktotransferrin olarak da adlandirilan laktoferrin ilk kez 1939 yilinda sigir siitiinden,
1960°da ise Johannson (1960) tarafindan insan siitiinden izole edilmistir. Laktoferrinin yapisi
ve biiyiikliigii diger demir baglayici protein grubu olan transferrin ile benzerdir. Sigan ve
kopek disinda, arastirilan tiim memeli tiirlerinin siitinde bulunan laktoferrin birgok
arastirmaci tarafindan transferrin ailesinin tiyesi olarak kabul edilmektedir (Levay ve Viljoen,

1995).

Laktoferrin, 80-kDa biiyiikliikte, siitte bulunan demir baglayici bir glikoproteindir ve
az miktarda safra ve gdzyas: gibi ekzokrin sivilarda da bulunmaktadir. Iki kiiresel loblu tek
zincirli bir polipeptitten olusmakta ve proteolize karsi nispeten direnglidir (Lee vd., 1997).
Laktoferrin bir¢ok biyolojik islevi bulunmaktadir, bunlardan bazilari; demir homeostazinin
diizenlenmesi, hiicresel biiyiime, antimikrobiyal ve antiviral fonksiyonlar, kanser gelisimi ve

metastazina karsi koruma gibi gorevlerdir (Sekil 2.2) (Polidori ve Vincenzetti, 2012).

Proteaz Antitiimér Antifungal

Antiviral

Otoantikor \ \ T / /
Proteaz S 5 Antibakteriyel
Inhibitéria <——
S

Demir

= / \ \ sy ATsorasaE

Graniilopoiez

Immiinomodulator

Antiparaziter

Antienflamatuar Riboniikleaz Hipoferremi

Sekil 2.2. Laktoferrinin bazi fonksiyonel 6zellikleri (Brock, 2002)

Laktoferrinin hidrolizi ile N-terminal bolgesinden elde edilen, patojenlere kars
antimikrobiyal aktiviteye sahip LF1-11, laktoferrampin ve laktoferrisin peptitleri ortaya
cikmaktadir. En 6nemli peptid, bircok bakteri, virlis, fungal, patojen ve protozoaya karsi
antibakteriyel aktivitesini uygulayan laktoferrisindir. Ayrica bu peptidin, farelerde tiimor
metastazi inhibisyonu ve THP-1 insan monositik 16semik hiicrelerinde apoptoz indiiksiyonu

gibi bagka aktiviteler de gosterdigi bildirilmektedir (Vincenzetti vd., 2017). Giliniimiizde bilim
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insanlar1 laktoferrini hem insan hem de hayvanlarda bakteriyel, viral, fungal enfeksiyonlarin,
sepsis, kanser, timorlerin ve immiinosiipresyon hastaliklarinin tedavisinde kullanmak i¢in

yeni yollar aramaktadirlar (Rahmani, 2011).

Laktoferrinin ~ aktimikrobiyal = aktivitesi  ¢ogunlukla  iki  mekanizmadan
kaynaklanmaktadir. Birincisi enfeksiyon bolgesinde demiri alikoymasi ile bakteriostatik etki
olusmasi, bir digeri ise laktoferrin molekiiliiniin enfeksiydz ajani ile dogrudan etkilesime
girmesiyle laktoferrindeki pozitif amino asitlerin viral, fungal, bakteriyel ve parazit
yiizeylerde anyonik molekiiller ile etkileserek hiicre pargalanmasina neden olmasidir
(Gonzalez-Chavez, Arévalo-Gallegos ve Rascon-Cruz, 2009). Laktoferrinin bakterisidal
fonksiyonu, bakteriyel yiizeylerle dogrudan etkilesimine baglanmistir. Laktoferrin gram-
pozitif bakterilerde lipoteikotik asit gibi hiicre zarinin negatif yiiklii molekiillerine baglanarak
hiicre duvar1 yiikiinii notr hale getirerek lizozim gibi diger antibakteriyel bilesiklerin
hareketine izin verir. Gram-negatif bakterilerde ise, lipopolisakaritin lipit A'sina baglanarak
bu lipidin serbest kalmasina neden olarak hiicre zarina zarar verebilmektedir (Sekil 2.3)

(Gonzalez-Chavez vd., 2009).

Laktoferrinin bakteriyostatik aktivitesi; pH, belirli iyonlar ve bakterilerin demir tutma
mekanizmalar1 da dahil olmak tizere demir baglanmasini etkileyen faktorlere baghdir.
Laktoferrinin diisiik pH degerlerinde demir baglama kapasitesi kaybolmakta ve etkisi demir
ile doyurularak elimine edilebilmektedir (Mazurier ve Spik, 1980). Shimazaki, Oota, Nitta ve
Ke (1994), laktoferrini esek siitinden saflagtirmis ve demir baglama kabiliyetini insan
laktoferrini ile, sigirn ise hem laktoferrin hem de transferrini ile karsilagtirmistir. Esek
laktoferrinin demir baglama kapasitesinin, insan laktoferrinine benzer, ancak sigir laktoferrin

ve transferrininden daha yiiksek oldugunu bildirmislerdir (Uniacke-Lowe, 2011).

Laktoferrinin bakteriyostatik ve bakterisit aktivitelerine ilave olarak, graniilopoez,
sitokin {iretimi, in vitro antikor sentezi, dogal oldiirlicii hiicre sitotoksisitesi, lenfosit
proliferasyonu, kompleman aktivasyonu gibi cesitli immiinolojik fonksiyonlarin gii¢lii bir
aktivatorii ve regiilatorii oldugu bilinmektedir. Laktoferrinin ayrica antitimér savunmasina
katildigi (Tsuda, Sekine, Fujita ve ligo, 2002), antiviral (Pawlik, Sender ve Korwin-
Kossakowska, 2009), antifungal (Fernandes ve Carter, 2017), immiinomodiilator 6zellikler
(Wakabayashi, Yamauchi ve Takase, 2006; Pawlik vd., 2009) ve antiparaziter aktivite
gosterdigi  bildirilmektedir (Omata vd., 2001). Laktoferrinin bir baska olas1 islevi

makrofajlardadir, yiiksek konsantrasyonlarda laktoferrin, iltihaplanma sirasinda aktif

19



notrofillerde birikir ve bu nedenle fagositik 6ldiirmeye yardimci olabilecegi belirtilmektedir
(Rahmani, 2011). Ayrica laktoferrin, osteoblastlarin ¢ogalmasim1i ve farklilagsmasini
uyarmakta, norodejeneratif hastalik, artrit, alerjik cilt, enflamatuar bagirsak hastaligi ve
akciger rahatsizliklar1 gibi c¢esitli enflamatuar bozukluklarinn diizeltilmesine katki

saglamaktadir (Vincenzetti vd., 2017).

8 Laofenin
Lipopolisakkarit

_'n_ 3 5
gt Lizozim
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'.:1441
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A) Gra:m pozitif (B) Gram negatif

Sekil 2.3. Laktoferrinin antibakteriyel etki mekanizmasi1 (Gonzalez-Chavez vd., 2009)

Laktoferrinin antiviral etkileri igin ¢esitli etki mekanizmalar1 6nerilmistir. En yaygin
olarak kabul edilen hipotezlerden biri, laktoferrinin glikozaminoglikan viral reseptérlerine,
Ozellikle heparan siilfata baglanmasi ve bloke edilmesidir (Sekil 2.4). Laktoferrin ve heparan
stilffatin baglanmasi, viriis ve konakg1 hiicre arasindaki ilk temasi 6nler ve bu da enfeksiyonun
onlenmesine neden olur (Gonzalez-Chavez vd., 2009). Baz1 deneysel kanitlar, esek siitiinde
laktoferrin ve lizozim'in gram negatif bakterileri etkili bir sekilde ortadan kaldirmak i¢in
sinerjik olarak ¢alistigini 6ne siirmektedir. Laktoferrin, dis bakteri zarindaki farkli bilesenleri
baglayabilmekte ve bdylece peptidoglikanlarin i¢ kismindaki glikozidik baglar1 bozarak

lizozim i¢in "gozenekler" agmaktadir (Gonzalez-Chavez vd., 2009).
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Sekil 2.4. Laktoferrinin antiviral etki mekanizmasi (Gonzalez-Chavez vd., 2009)

Viriisiin konakg1 hiicreye igine girmesini dnlemek i¢in laktoferrin viral partikiile ve
glikozaminoglikanlara, spesifik viral reseptorlere veya heparan siilfata baglanabilir
(Gonzalez-Chavez vd., 2009)

Brumini vd. (2013) esek siitii ve onun serum proteininin insan mide-bagirsak sistemini
enfekte eden bir enteroviriis olan Echovirus tip 5 tizerinde antiviral etkisini test ettikleri
caligmada tiim siit tiplerini (esek siitii, yagsiz esek siitii, insan gastrointestinal suyu tarafindan
sindirilmis esek siitii ve esek siti serum protein fraksiyonu) incelemisler, Viriis
replikasyonunun ciddi bir inhibisyon gosterdigi, bunun muhtemelen laktoferrinin varligi
nedeniyle serum protein fraksiyonu i¢in gozlenen en yiiksek antiviral etki oldugunu
bildirmislerdir. Ayrica ke¢i LTF (Laktoferrin) geninde genetik polimorfizm ile iligkili olarak
yiiksek antibakteriyel aktivite gosterdigi gozlenmistir (Gonzalez-Chavez vd., 2009).

2.4. Kazeinler

Kazeini ayirmanin ilk yontemi 1814 yilinda Berzelius tarafindan tanimlanmistir. Uzun
zamandir tek bir protein olduguna inanilan kazein fraksiyonunun heterojenitesi ilk olarak
1920'lerde gosterilmis ve 1939'da  Mellander tarafindan elektroforez kullanilarak
dogrulanmistir (Hallén, 2008).

Siit proteinlerinin, siitiin asitlestirilerek pihtilagtirilan boliimiine "kazein" (kazein
kompleksi) denir (Dogru vd., 1997). Kazeinler toplam siit proteininin yaklasik %80’ini
olusturur (Metin, 2001). Kazeinler, laktojenik hormonlara ve diger uyaricilara tepki olarak
meme bezinde sentezlenen ve siitiin benzersiz fiziksel 6zelliklerinin ¢ogundan sorumlu olan

misel adi verilen biiyliik kolloidal agregatlar olarak salgilanan bir fosfoprotein ailesidir.
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Kazeinlerin siit endiistrisi i¢in 6nemli olusu bu proteinler lizerinde ¢alisilmasini tegvik etmistir
(Ginger ve Grigor, 1999). Kazein fraksiyonlari igerisinde, kazeinin %50’sini alfa kazein (os-
CN), %34’linii beta kazein (B-CN), %12’sini kappa kazein (k-CN) ve %4 {inli gamma kazein
(Y=CN) olusturmaktadir (Sekil 2.5) (Rebouillat ve Ortege-Requena, 2015).

Kalsiyum fosfat Cao(POs)s

Misel (20 - 300 nm)

Sekil 2.5. Kazeinin misel yapisi (Rebouillat ve Ortege-Requena, 2015)

Kazeinler bircok tiirdeki siitiin baslica protein fraksiyonudur ve gorevleri siitte
kalsiyum fosfat tagimak ve bdylece yeni dogan yavrulara kemik olusumu i¢in kalsiyum ve
fosfor kaynagi saglamak aynm1 zamanda amino asit gereksinimine katkida bulunmaktir
(Selvaggi, Laudadio, Dario ve Tufarelli, 2014). Ayrica kazeinlerin, viicutta ¢inko, bakir,
demir ve iyonlarinin taginmasi gibi biyolojik aktiviteleri sergiledikleri ve bir dizi farkli
biyoaktif peptidin onciisii olarak gorev aldiklar belirtilmektedir (Korhonen vd., 1998). Esek
stittindeki kazein orani toplam proteinin yaklasik %50'sini sigir siitiinde ise kazein, toplam
proteinin %80'ini olusturmaktadir. Sigir siitiine kiyasla diisiik kazein konsantrasyonu ve
gerekli amino asitlerin uygun yiizdesi bu siitii anne siitii yerine kullanilacak bir besin haline
getirmektedir (Costanzo, 2013).

Kazeinlerin siit kalitesi, kompozisyonu ve peynir yapimi ile dogrudan iligkili
olmasindan dolay1 ekonomik olarak 6nem arz etmekte ve bu da siitteki kazeine olan ilginin
artmasina sebep olmaktadir (Jann, Prinzenberg, Luikart, Caroli ve Erhardt, 2004). Yapilan

gesitli ¢alismalar kazein polimorfizmleri ve siit tiretim 6zellikleri arasindaki 6nemli iliskiler
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oldugunu gostermektedir (Bovenhuis ve Weller, 1994; Ikonen, Ojala ve Ruottinen, 1999;
Velmala, Vilkki, Elo, De Koning ve Miki-Tanila, 1999). Giinimiizde, esek kazeinlerinin
karakterizasyonu sigirla veya diger ruminantlarla karsilastirildiginda c¢ok az calisildigi

gorilmektedir ve esek kazein genleriyle ilgili genetik polimorfizm ¢alismalar1 da ¢ok sinirlhidir

(Cunsolo vd., 2017).

2.4.1. Kappa kazein

Kappa kazein (k-CN), kazein misellerinin boyutunu ve 6zel fonksiyonunu belirleyen
ve kimosin ile birleserek siitiin koagiilasyonundan sorumlu siit proteinidir (Hobor, Kunej,
Lenasi ve Dov¢, 2006). k-CN ailesi, karbonhidrat icermeyen biiyiik bir bilesen ve en az 6
kiiciik bilesen icermektedir. Tiim k-CN varyantlarinin ana bileseninin (~%>50) genel olarak
karbonhidratsiz bilesen olduguna inanilmaktadir. Genel olarak, minor k-CN bilesenleri major
k-CN'nin multiglikozile homojenlestirilmis formlaridir (Farrell vd., 2004). CSN3 (Kappa
kazein), "kalsiyum-duyarli" kazein genleri ile evrimsel olarak iliskili degildir, fakat fiziksel
olarak bu gen ailesi ile baglantili olup misel igindeki Ca duyarli kazeinlerin stabilize edilmesi
icin fonksiyonel olarak onemlidir (Selvaggi ve Dario, 2011). k -CN esas olarak kazein
miselinin  ylizeyinde yer almakta ve misel biyiikliigiiniin belirlenmesine katkida
bulunmaktadir. CSN3 geninin genetik varyasyonlari, kazein miselleri olusumu, yapist ve
stabilizasyonu ile ilgili olarak siitiin teknolojik o6zellikleri ve peynir iiretimi iizerine etkisi

nedeniyle baskin bir rol oynamaktadir (Feligini vd., 2005).

k-CN, kazein fraksiyonunun tek “kalsiyum-duyarsiz” proteinidir ve Ca®" iyonlari ile
cokelmemektedir. Atgiller familyasina (Equidae) ait siitlerin kazein franksiyonunda bu
proteinin varligir uzun yillardir tartigilmaktadir. Giiniimiizde, esek siitiindeki k-CN'nin ¢ok
kiiciik bir bileseni temsil ettigi, konsantrasyonunun kisrak siitiinden daha diisiik, inek ve insan
stittinden ¢ok daha diisiik goriinen bir bilesigi temsil ettigi bilinmekte olup bu nedenle tespiti
poliklonal antikorlarla spesifik immiino-boyama olmadan ¢ok zor olmaktadir (Cunsolo vd.,
2017). Equidae familyasina ait k-CN, karbonhidrat pargalarmin varligr ve kimozin II 'nin
hidrolize duyarliligi gibi, sigir ve insan k-CN’e benzer bir¢ok biyokimyasal 06zellik
gostermektedir. Ekonomik 6nemi nedeniyle, k-CN’ler ve genetik polimorfizmleri birgok

ruminant tiiriinde genis ¢apta arastirtlmistir (Selvaggi, D’ Alessandro ve Dario, 2015).
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2.5. Molekiiler Markerler

Molekiiler markerler (belirtegler), farkli saptanabilir varyantlar1 bulunan DNA
bolgeleridir. Ciftlik hayvanlarinda kullanilan ilk belirtecler, allozimlerdir. Ancak hem
sayisinin az olmast hem de polimorfizm seviyelerinin diisilk olmasindan dolayr DNA
teknolojileri gelisir gelismez, DNA belirtegleri, genetik g¢esitliligi degerlendirmek igin
allozimlerin yerini almislardir. Molekiiler belirtecler diizeyinde genetik cesitlilik genellikle
genotiplerin ve allellerin frekanslari, polimorfik lokuslarin orani, gozlenen ve beklenen
heterozigotluk veya allelik ¢esitlilik ile olgiilmektedir (Toro, Fernandez ve Caballero, 2009).
Her bir marker sistemi bazi avantajlar ve dezavantajlara sahiptir ve marker se¢imi biiyiik
6l¢iide amaglanan uygulama, kolaylik ve ilgili maliyet ile belirlenmektedir (Gupta, Varshney,
Sharma ve Ramesh, 1999). Molekiiler markerler; koruma programlarini gelistirmek,
populasyon  i¢i ve populasyonlar arasi genetik ¢esitlilik seviyesini tespit etmek,
evcillestirilme ve go¢ yollarmin belirlenmesi gibi ¢alismalar i¢in de dnemlidir (Ozsensoy ve
Kurar, 2012). Molekiiler genetik ve bilgisayar uygulamalarindaki gelismeler neticesinde
kantitatif karakterlerdeki cesitlilikte pay sahibi olan genleri belirlemek miimkiin hale
gelmistir. Erkek ve disi ¢iftlik hayvanlarinin s6z konusu genomik bolgeler bakimindan erken
donemde genotiplendirilmesi yapilabileceginden hayvan 1slahinda kullanilabilir hale gelmesi
seleksiyon ve 1slah calismalarmin hizli ve etkin olmasmi saglayacaktir (Sahin, Oner ve

Elmaci, 2013).

DNA markerleri, hibridizasyona dayali DNA markerleri (Restriction Fragment Length
Polymorphism - RFLP ), Polimeraz Zincir Reaksiyonuna (Polymerase Chain Reaction - PCR)
dayali DNA markerleri (CAPS, STS, RAPD, SCAR, AFLP, ALP, SSR, ISSR), DNA ¢ip ve
dizi analizine dayali DNA markerleri (Single Nucleotide Polymorphism-SNP) olarak {ig
smifta gruplandirmistir (Gupta vd., 1999). Bu siniflandirmada markerler analiz igin kullanilan
temel yonteme gore gruplandirilmustir. Ileri siiriilen bu siniflandirma, DNA markerlerinin
gelisimini de gostermektedir. Birinci grup 1980°lerde kullanilan markerler, 1990’larda ikinci
grup olan PCR’a dayali DNA markerleri, 2000’lerden sonra ise mikroarray teknolojisine
dayanan SNP markerlerinin yogun sekilde kullanilmaya baslandigi bildirilmektedir
(Khlestkina ve Salina, 2006).

24



2.5.1. Tek Niikleotid Polimorfizmi (Single Nucleotide Polymorphism-SNP)

Tek Niikleotid Polimorfizmleri (SNPs), genom sekansindaki, esas olarak biallelik olan
ve genom boyunca bol miktarda bulunan nokta mutasyonlaridir (Toro vd., 2009). Birkag
bireyin  PCR ile c¢ogaltilmis DNA fragmentlerinin sekansi, SNP polimorfizmlerini
tanimlamanin en dogrudan yoludur (Rafalski, 2002). SNP’ler; transisyonlar (piirin-piirin
degisimi A<G veya pirimidin-pirimidin C—T degisimi) ve transversiyonlar (piirin-pirimidin
A—C, AoT, GoC, GoT veya pirimidin-pirin  degisimi) gibi baz degisimlerini
icermektedir (Sonmezoglu, Yildirim ve Giileg, 2010). Sekil 2.6’da SNP 6rnegi gosterilmistir.

GAGTGCTGCGGCCOABACTTCACGAGGATAGGGCTGTGT
GAGTGCTGCGGCCOABACTTCACGAGGATAGGGCTGTGT
GAGTGCTGCGGCCOABACTTCACGAGGATAGGGCTGTGT
GAGTGCTGCGGCOGACTTCACGAGGATAGGGCTGTGT

Sekil 2.6. Niikleotid dizisi iizerinde nokta mutasyonun (SNP) gosterimi

SNP'ler, bir genin kodlayici veya kodlayici olmayan bélgeleri i¢inde olabilmektedirler.
Kodlayic1 bolge iginde yer alan SNP'ler, amino asit sekansindaki bir degisiklik yoluyla
proteinin biyolojik fonksiyonunu etkileme olasiligi daha yiiksek oldugu icin Ozellikle
onemlidir. Bunlar esanlamli olmayan mutasyonlar olarak adlandirilmakta olup, eger SNP
amino asit dizisinde herhangi bir degisiklige neden olmuyorsa, bu SNP'ler sessiz veya
esanlamli mutasyonlar olarak tanimlanabilmektedir (Ahmad, 2011). DNA sekansindaki bu
degisimin bir SNP olarak kabul edilmesi igin, en az siklikta goriilen allelin %1 veya daha
fazla bir siklikta meydana gelmesi gerekmektedir (Vignal, Milan, SanCristobal ve Eggen,
2002).

2.5.2. Polimeraz Zincir Reaksiyonu-Kesim Parc¢acik Uzunluk Polimorfizmi (PCR-
RFLP)

RFLP yontemi ve PCR isleminin birlestirilmis hali olan bu yontem, hibridizasyona
dayali RFLP yonteminin zorlugu ve fazla miktarda DNA ile ¢alisilmasi zorunlulugu gibi
birgok dezavantajini ortadan kaldirmak igin gelistirilmistir (Toparslan, 2015). RFLP,
SNP'lerin restriksiyon endoniikleazlarin kesim yaptigi noktalar temelinde ayrimi yapilabilen

bir tekniktir. Restriksiyon endoniikleazlar, spesifik niikleotid dizilerinden DNA molekiillerini
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kesen enzimlerdir. Enzim tanima yerleri genellikle 4 ile 6 b¢ uzunlugundadir. SNP'lerde
oldugu gibi, kesim noktalarindaki niikleotid sekanslarinda farklilik goriildiigiinde, farkli
boyutlarda fragmentler elde edilip, jel elektroforezi ile ayrim yapilabilmektedir (Chuang vd.,
2008). Sekil 2.7°de PCR-RFLP islemi ve allellerin tespiti gosterilmistir.

\J \
A A
\J \
A A A
y \ \
GG
A A A
C G GG
T — Kesilen DNA
parcgalarint boyutuna
- = — gore ayrmak icin
elektroforez uygulamr

Sekil 2.7. PCR-RFLP ve allellerin tespiti

CC homozigot genotip, GG homozigot genotip ve CG heterezigot genotip (Harding, 2007'den
modifiye edilerek alinmistir)

PCR-RFLP yonteminin kodominant kalitim gostermesi, spesifik uzun primerler
kullanildig1 i¢in giivenilir bir ¢gogaltim yapmasi avantajlar1 arasinda goriilmektedir. Her lokus
icin Ozel primerler tasarlamak i¢in harcanan c¢aba ve masrafin yaninda ¢ogaltilacak gen
bolgesi hakkinda oOnceden bilgi sahibi olunmasinin gerekliligi ise dezavantaj olarak

goriilmektedir (Vicente ve Fulton 2003).
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3. LITERATUR OZETLERI

Bu tez ¢alismasinda Tiirkiye’de yetistirilen eseklerde LTF ve CSN3 gen bolgelerinde
genetik polimorfizmler arastirilmistir. Bu nedenle ¢esitli hayvan tiirlerinde LTF ve CSN3 gen

bolgelerine ait yapilmis genetik calismalarin bir kismi1 asagida 6zetlenmistir.

Cieslak vd. (2016), 12 at irkinda yaptiklar1 ¢alismada lizozim (LYZ) ve LTF geninin 5'-
flanking bolgesinde toplam 13 farkli tek niikleotid polimorfizmi (Single Nucleotide
Polymorphisms-SNP) tespit etmislerdir. Tanimlanan polimorfik bélgelerden dokuzu daha
once tespit edilmemistir. 13 polimorfizmin gozlemlendigi iki irk (Polonya Warmblood ve

Polonya Coldblood) belirlenmistir.

Isik (2019), Kirklareli, Tekirdag ve istanbul illerinden toplanan 77 esek DNA
orneginde DNA dizi analizi yontemiyle yaptigi calismada LTF gen bdlgesi 14. intronda
g.272719G>A olarak yeni bir genetik varyasyon tespit ettigini bildirmistir.

Hobor vd. (2006), ii¢ at irkinda (Slovenian coldblood, Trotter ve Haflinger) yaptiklar
calismada CSN3 geni l.ekzon ve 4.ekzon bolgesinde ikiser farkli SNP belirlediklerini
bildirmislerdir.

Hobor vd. (2008), alt1 at irkinda (Slovenian cold-blood, Ljutomer trotter, Slovenian
haflinger, Posavina, Slovenian warm-blood, Lipizzan) CSN3 geni 1.ekzonda iki, 4.ekzonda

iki, promotor bolgesinde 15 SNP belirlemislerdir.

Selvaggi ve Dario (2011), Martina Franca irki eseklerde CSN3 geninin 1. ekzonundaki
varyasyonu polimeraz zincir reaksiyonu-kesim pargacik uzunluk polimorfizmi PCR-RFLP
teknigi ile arastirmiglardir. CSN3/Pstl ve CSN3/BseY! lokuslar1 bakiminda ¢alisilan

populasyondaki tiim hayvanlar monomorfik bulunmustur.

Selvaggi vd. (2015), dért italyan at populasyonunda (Italian Saddle, Italian Trotter,
Italian Heavy Draught ve Murgese 1rki atlar) ve Martina Franca irki eseklerde CSN3 geni
1.ekzondaki genetik c¢esitliligi belirlemek amaciyla yapmis olduklar ¢aligmada PCR-RFLP
teknigini kullanmiglardir. Pstl ve BseYI lokuslarinin atlarda polimorfik oldugu ve irka baglh
olarak bazi farkliliklarin bulundugu, Martina Franca esek irkinda ise genetik farkliligin

bulunmadigini bildirmislerdir.
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Cizelge 3.1. LTF ve CSN3 genleri bakimindan atgiller (Equidae) familyasinda yapilmis bazi
genetik ¢aligmalarin 6zeti

Kaynak Irk (Birey sayisi) Calisilan Yontem SNP’ler ve
Gen Bolgesi Bulundugu
Bolge
Cieslak vd. Polish Primitive (95) LTF Sekans 5’flanking
(2016) Polish Coldblood (89) (5’flanking) T—C
PolishWarmblood (90) G—A
C—oT
T—-C
Isik (2019) Tirkiye yerli esek irklar1 | LTF Sekans 14.Intron
77 (14.ekzon) G—A
(14.intron)
Haobor vd. Slovenian coldblood (17) | CSN3 PCR-RFLP 1.ekzon
(2006) Trotterr (17) (1.ekzon) BI-PASA/PIRA A—>G
Haflinger (17) (4.ekzon) ASA-PCR/PIRA C—A
Sekans 4.ekzon
A—-T
A—G
Hobor vd. Slovenian cold-blood (20) | CSN3 PCR-RFLP 1.ekzon
(2008) Ljutomer trotter (20) (1.ekzon) BI-PASA/PIRA A—G
Slovenian haflinger (20) (4.ekzon) ASA-PCR/PIRA C—A
Posavina (20) (promotor) Sekans 4.ekzon
Slovenian warm- A—T
blood(15) A—G
Lipizzan (20) Promotor
G—C |G—C
A—G [CoT
T—-C|C—oA
A—G [C—A
T—C |A—-G
C—A | T-A
G—C [ T-C
C—-G
Selvaggi vd. | Murgese 1rki (45) CSN3 PCR-RFLP 1.ekzon
(2010) (1.ekzon) A—-G
(promotor) C—oA
Selvaggi ve Martina Franca (65) CSN3 PCR-RFLP Polimorfizm
Dario (2011) (1.ekzon) bulunamamustir.
(Promotor)
Selvaggi vd. | Italian Saddle (48) CSN3 PCR-RFLP 1.ekzon
(2015) Italian Trotter (40) (1.ekzon) A—G
Italian Heavy Draught (42) | (Promotor) C—A
Murgese (63) Eseklerde
Martina Franca (75) polimorfizm
bulunamamustir.

Martina Franca esek irki, digerlerinin tamami at wrkidir
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Cizelge 3.1’de LTF ve CSN3 gen bolgeleri ile ilgili atgiller (Equidae) familyasinda
yapilmis bazi genetik calismalar genel hatlariyla gosterilmektedir. Literatiire bakildiginda
LTF ve CSN3 genleri ile ilgili atgiller familyasinda yapilmis az sayida ¢alisma bulunmakta,
daha ¢ok biiyiikbas ve kii¢iikbas hayvanlarla ilgili ¢alismalarin oldugu goriilmektedir.

Kaminski, Olenski, Brym, Malewski ve Sazanov (2006), 358 adet Polanya Holstein-
Friesian ineklerinde +32. pozisyonda mutasyon (G/C) igeren LTF geninin promotor bolgesi,
PCR-SSCP (Single-strand conformational polymorphism) ve RFLP yontemi ile incelenerek
genotip frekanst GG, GC ve CC ig¢in sirastyla; 0,628, 0,313, 0,059 olarak bildirilmistir. Genel
dogrusal model (General Linear Model-GLM) analizi, laktoferrinin somatik hiicre sayisi da
dahil olmak {izere siit performans ozellikleri ile olan iligkilerini degerlendirmek igin
uygulanmis, CC genotipine sahip olanlarin GG genotipli ineklere kiyasla siitte dnemli dl¢lide
yiksek protein igerigine (p=0,01) sahip oldugu bildirilmistir. Diger siit performans
ozelliklerinin (verim, yag ve protein miktar1) degerleri de daha yiiksek fakat anlamli olmayan
diizeylerde bulunmustur. Siitte somatik hiicre sayisinin CC genotipli ineklerde en diisiik

oldugunu ancak istatistiksel agidan anlam ifade etmedigini bildirmislerdir.

Wojdak-Maksymiec, Kmiec ve Ziemak (2006), Holstein-Friesian irki 124 inekte LTF
gen polimorfizmini EcoRlI restriksiyon enzimi kullanarak PCR-RFLP yontemiyle inceledikleri
caligmada iki allel (A ve B) ve ii¢ genotip (AA, BB ve AB) bulmuslardir. En yiiksek somatik
hiicre sayis1 AB genotipli ineklerin siitinde bulunurken, en diisik AA genotipli ineklerde

bulundugunu bildirmislerdir.

Jemmali, Kamoun, Ksouri, Rekik ve Mhirsi (2011), 52 adet Holstein ineginde LTF
gen polimorfizmini Hinfl restriksiyon enzimi kullanarak PCR-RFLP teknigi ile
incelemislerdir. Tiim Orneklerde ayni bant modelininin goriildiigii monomorfik bir yap1

oldugu ve LTF lokusu i¢in sadece AA genotipinin belirlendigini bildirmislerdir.

Sharifzadeh ve Doosti (2011), 160 adet iran Holstein 1rk1 bogada yaptiklar calismada
LTF gen bolgesinde EcoRI restriksiyon enzimi kullanarak PCR-RFLP yontemiyle iki allel (A
ve B) tespit etmislerdir. AA genotipli hayvanlar daha az somatik hiicre sayisina, AB genotipli
hayvanlar ise daha yiiksek somatik hiicre sayisina sahip bulunmustur (P <0,01). Ayrica LTF
geninin Holstein sigirlarinda somatik hiicre konsantrasyonu igin genetik belirte¢ olarak
kullanilabilecegini ve bu genin A allelinin siit ineklerinde mastitis ve mikrobiyal

enfeksiyonlara kars1 duyarlilik veya direng igin uygun bir belirte¢ oldugunu bildirmislerdir.
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Anggraeni, Mumpunie, Misrianti ve Sumatri (2012)’de Holstein-Friesian (89),
Limousin (14), Angus (5), Simmental (13) ve Brahman (5) irklarindan toplam 126 hayvanda,
LTF gen bolgesinde EcoRI restriksiyon enzimi ile ¢alisilmis, A ve B allellerinin
gbzlemlendigi bildirilmistir. A ve B allellerinin frekanslar1 sirasiyla Holstein-Friesian irkinda
%77 ve %23, Limousin 1rkinda %79 ve %21, Angus 1rkinda %50 ve %50, Simmental irkinda
%62 ve %38, Brahman 1rkinda ise %80 ve %20 olarak bildirilmistir.

Nanaei, Edriss, Mahyari, Rahmani ve Tabatabaei (2012), 404 adet Holstein ineginde
LTF gen bolgesinde ECORI restriksiyon enzimi kullanarak yaptiklart PCR-RFLP analizi
sonucunda iki allel (A ve B), iki genotip (AA ve AB) gozlemlerken, BB genotipine
rastlamamislardir. A allelinin siklig1 0,775'ten 0,831'e, B allelinin sikligi 0,169'dan 0,225'e
kadar degismektedir. AA ve AB genotiplerinin frekansi sirasiyla 0,606 ve 0,394 iken, BB
genotipinin saptanmadigini bildirmislerdir. Ki kare testinin sonucunda Hardy-Weinberg
dengesine gore, incelenen populasyonda gozlemlenen ve beklenen LTF genotipleri dagilimi

istatistiksel olarak anlamli (p<0,01) bulunmustur.

Maleti¢ vd. (2013), 46 adet Holstein-Freisian ineginde LTF gen bdlgesinin genotip
kompozisyonu ve bu dagilmin siit kalitesi ve meme bezi hastaliklarinin olusumunu ile
baglantisin1 ECORI restriksiyon enzimi kullanarak incelemislerdir. Iki allel (A ve B) ve iki
genotip (AA ve AB) belirlemislerdir. Calismada BB genotipi tespit edilememistir. Genotipler
arasindaki farkliliklarin derecesini belirlemek i¢in, AA ve AB genotipleri arasinda verim
parametreleri agisindan istatistiksel olarak anlamli bir fark oldugunu gésteren diskriminant
analizi kullanilmis, ayr1 ayr1 analiz edildiginde, iki genotip arasinda anlamli farklilik gosteren
tek parametrenin toplam siit dretimi oldugunu belirtmislerdir (p=0,021). Gozlenen
genotiplerde bireyler en ¢ok siit yagi miktar1 bakimindan benzer bulunmus (p=0,271),
genotipler arasinda siit orneklerinde somatik hiicre sayisi bakimindan istatistiksel olarak

anlamli bir fark olmadigini bildirmislerdir.

Chopra, Gupta, Verma, Chakravarty ve Vohra (2015), 200 Sahiwal ve 150 Karan Fries
irk1 sigirlarda yaptiklar ¢alismada PCR-RFLP teknigi ile LTF geninin promotor bdlgesindeki
genetik varyasyonu inceleyip GG, GH ve HH olmak iizere ii¢ genotip belirlemislerdir. 25’inci
pozisyonda guaninden adenine tek niikleotid degisiminin, yerli Sahiwal ve melez Karan Fries
sigirlarinda klinik mastitis ile 6nemli dlgiide iliskili oldugunu (p<0,05) bildirmislerdir. Genel
olarak Sahiwal ve Karan Fries sigirlarinda GG genotipine sahip hayvanlarda daha diisiik

Klinik mastitis insidans1 kaydedilmistir. Promotor bolgesinde tanimlanan SNP’nin, laktoferrin
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protein ekspresyonunu etkileyebilecegini, bunun da LTF geninin farkli antibakteriyel ve anti-

inflamatuar aktivitesine yol agabilecegini bildirmislerdir.

Dinesh vd. (2015), Murrah 1irk1 200 mandada yaptiklar1 ¢alismada LTF geninin 7. ve
12. ekzonlarindaki genetik varyantlar ile klinik mastitis insidans1 arasindaki iliskiyi
aragtirmiglardir. LTF geni 7. ekzonunda Bccl restriksiyon enzimi kullanilarak yapilan PCR-
RFLP (Polimeraz Zincir Reaksiyonu-Kesim Pargacik Uzunluk Polimorfizmi) sonucu AA,
AB, BB genotipleri; 12. ekzonun Hpy188I restriksiyon enzimi kullanilarak yapilan PCR-
RFLP sonucunda ise CC, CD, DD genotipleri elde edilmistir. Ki-kare (y2) analizi ile
7.ekzondaki genetik varyantlari ile klinik mastitis arasinda anlamli bir iliski oldugunu ve

7.ekzonda AA genotipli hayvanlarin mastitise en az duyarli oldugunu bildirmislerdir.

Sharma, Parmar, Thakur, Nauriyal ve Ranjan (2015), 30 adet Frieswal irki inekleri
klinik ve subklinik mastitis i¢in taradiktan sonra inekleri her gruba 10 inek gelecek sekilde
saglikli, klinik ve subklinik mastitisten etkilenmis olarak gruplara ayirmuslardir. ineklerde,
LTF geni promotor bdlgesindeki varyasyon Hinfl restriksiyon enzimi kullanilarak
incelemisler, G ve C olarak iki allel; GG, GC ve CC olarak ii¢ genotip belirlemislerdir. LTF
geni promotor bolgesinin polimorfik oldugu ve bu polimorfizmin mastitis enfeksiyonu ile
iliskili oldugunu belirlemislerdir. CC genotipli bireylerin mastitis direnci gosterdigini, GC ve
GG genotipli bireylerin ise klinik ve subklinik mastitise yatkinlik gosterdigi bildirilmistir.
Ayrica LTF geninin genotipleri ile somatik hiicre sayisi arasindaki iligkinin anlamli oldugunu,
GG ve GC genotipli bireylerin, CC genotipli olanlara gore daha yiiksek somatik hiicre
sayisina sahip oldugunu bildirmislerdir (P<0,01).

Asadollahpour Nanaei, Ansari Mahyari ve Edriss (2016), EcoRlI restriksiyon enzimi
kullanarak PCR-RFLP teknigi ile 404 adet Holstein ki sigirda yaptiklar caligmada
populasyonda A ve B iki allel, AA ve AB olmak {izere iki genotip belirlemislerdir. LTF gen
bolgesinin siit iiretimi (305 giinliik siit verimi, yag ve protein yiizdesi), lireme Ozellikleri
(gebelik uzunlugu) ve somatik hiicre sayisi ile iliskisini degerlendirmek i¢cin GLM analizini
uygulamislardir. AB genotipli ineklerin AA genotipli olanlara kiyasla siitte anlamli olarak
daha yiiksek (P <0,05) yag yiizdesi ve somatik hiicre sayisina sahip oldugunu diger 6zellikler

bakimindan anlamli bir farklilik olmadigini bildirmislerdir.

Soria, Iglesias, Huguet ve Mirande (2003), 28 adet sigirda (4 Aberdeen Angus, 1
Hereford, 2 Jersey, 1 Jersey x Holstein melezi ve 20 Holstein) CSN3 gen bolgesinde HindlIllI,
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Haelll restriksiyon enzimleri kullanarak, A, B ve E allellerini ve AA, AB ve AE genotiplerini
belirlemislerdir. incelenen sigirlarm 12 tanesi AA, 13 tanesi AB, 3 tanesi AE genotipli

oldugunu bildirilmislerdir.

Azevedo vd. (2008), 1316 adet hayvanda (55 Sindhi 1rki inek, 73 Gyr x Holstein F1
melezi, 182 Gyr damizlik boga, 564 Gyr irki inek, 69 Guzerat damizlik boga, 312 Guzerat 1rki
inek ve 61 Nellore damizlik boga) CSN3 gen bolgesinde Hinfl ve Haelll restriksiyon
enzimleri kullanarak yaptiklar1 arastirmada A, B ve E allellerini ve AA, AB, BB, AE
genotiplerini tespit etmislerdir. B allelinin peynir verimi ile ilgili oldugunu bildirmislerdir.
Sindhi k1 hayvanlar B alleli i¢in en yiiksek frekansa (0,30) sahipken, bu allelin diger
wrklardaki frekanslar1 0,01 ile 0,18 arasinda degismekte oldugunu, E allelinin 0,05 gibi ¢ok

diistik bir frekansla yalnizca Gyr x Holstein F1 melezinde tespit edildigini bildirmislerdir.

Rachagani ve Gupta (2008), 252 Sahiwal ve 56 adet Tharparkar irki sigirda CSN3 gen
bolgesi i¢in Hindlll, Hhal ve Haelll restriksiyon enzimleri kullanarak PCR-RFLP teknigi ile
yaptiklar1 calismada iki allel (A ve B) ve li¢ genotip (AA, AB ve BB) belirlemiglerdir. BB
genotipli Sahiwal sigirlarinda, aylik siit verimi, 305 giinliik siit verimi, aylik yagsiz kuru
madde verimi ve aylik protein verimi bakimindan diger gentotiplere kiyasla daha yliksek

degerlere sahip olduklarini bildirmislerdir.

Riaz, Malik, Nasreen ve Qureshi (2008), 163 adet Nili-Ravi mandasinda CSN3 gen
bolgesinde polimorfizm olup olmadigini arastirmak amaciyla Hinfl, Haelll ve Maell
restriksiyon enzimleri kullanilarak PCR-RFLP yontemi ile tiim hayvanlarin BB genotipinde

monomorfik oldugunu bildirmislerdir.

Selvaggi, Pesce Delfino ve Dario (2010), Murgese irki atlarda CSN3 geninin birinci
ekzon bolgesini Pstl, BseYI restriksiyon enzimleri ile incelemisler ve C.-66A>G
transisyonunda A allelinin frekansin1 0,80 ve G allelinin frekansini 0,20 olarak tespit
etmislerdir. Populasyonda GG genotipine sahip hayvan tespit edilemedigi bildirilmistir. C.-
36C>A transversiyonunda allel frekanslari, C alleli i¢in 0,74 ve A alleli i¢in 0,26 olarak
belirlenmis, ayrica AA genotipinde birey gozlenmedigi belirtilmistir. Calisilan populasyonda
en sik goriilen genotip AACC (0,49) iken AGCA frekansi 0,40 bulundugu bildirilmistir.

Ren vd. (2011), bildirdikleri ¢alismada Jersey (57), Su mandasi (48) ve Holstein (98)
k1 olmak tizere 203 hayvanda CSN3 gen bolgesini Hinfl restriksiyon enzimi kullanarak

PCR-RFLP yontemi ile incelemislerdir. Holstein populasyonu, diger iki grupla
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kasilagtirildiginda A alleli daha yiiksek, B alleli daha diisiik bir frekansta bulunmustur.
Jersey'de CSN3 lokusunda AA genotipi bulunamamis ayrica tiim su mandalarinin, BB

genotipine sahip olarak monomorfik yapida bulundugunu bildirmislerdir.

Trakovicka, Moravc¢ikova ve Navratilova (2012), 80 adet Simental x Holstein melezi
sigirda CSN3 gen bolgesinde polimorfizm ve siit iiretim oOzellikleri arasindaki iliskiyi
degerlendirmislerdir. Hindlll restriksiyon enzimi kullanarak yaptiklar1 PCR-RFLP analizi
sonucu iki allel (A ve B) ve ii¢ genotip (AA, AB ve BB) belirlemislerdir. AA genotipinin
0,575 frekans ile en sik goriilen genotip oldugunu, CSN3 genotipleri ile siit {iretim
parametreleri (stit verimi, protein ve yag verimi) arasindaki istatistiksel olarak anlamli
olmamasina ragmen AA genotipinin siit, protein ve yag verimi lizerine pozitif etkisi oldugunu

bildirmislerdir

Gouda, Galal ve Abdelaziz (2013), Holstein, Baladi sigirlar1 ve mandalarda toplam
300 ornekte CSN3 gen bolgesinde Hindlll restriksiyon enzimi kullanarak iki allel (A ve B) ve
tic genotip (AA, AB ve BB) tespit etmislerdir. Mandalarda AA genotipi ve sigirlarda BB

genotipinin tespit edilemedigini bildirmislerdir.

Hristov vd. (2014), Rhodopean sigir irkindan on alti inekte kazein misel biyikliigii,
stit tiretimi, yag ve protein igeriginin CSN3/Hinfl genetik polimorfizmi ile iliskisini PCR-
RFLP teknigi ile incelemislerdir. U¢ adet CSN3 genotipi (AB, AA ve BB) belirlenmis ve bu
genotipli hayvanlardan alinan siit orneklerinde Dinamik Isik Sagilim (Dynamic Light
Scattering) yontemi ile kazein misel boyutu belirlenmistir. Sonuglar, farkli genotiplere sahip
ineklerin siitleri arasindaki kazein misellerinin boyutu ve polidispersitesinde farkliliklar
gosterdigini, AA genotipli hayvanlarin siitlerinde biiyiilk boyutta kazein miselleri oldugunu
belirtmislerdir. Genotipler ve siit iretimi arasindaki iliskiyi AB>AA>BB seklinde
bildirmislerdir. Ayrica yag ve protein igerigi ile ilgili olarak, {i¢c genotip arasinda sadece kii¢iik

farkliliklar oldugunu bildirmislerdir.

Safronova, Babich, Ovchinnikova ve Ovchinnikov (2017), Karatomar Siyah-Beyaz
irk1 melez 100 adet sigirda CSN3 gen bolgesi i¢in Hindlll restriksiyon enzimi kullanarak iki
allel (A ve B) ve AA, AB ve BB genotiplerini belirlemislerdir. AA genotipli sigirlarin siitte
toplam yag ve protein igerigi bakimimdan BB ile karsilastirildiginda daha avantajli oldugunu

ancak siit verimi i¢in énemli bir fark saptanmadigini bildirmislerdir.
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4. MATERYAL VE YONTEM

4.1. Materyal

4.1.1. Materyal ve Ornekleme

Arastirmanin materyalini, TUBITAK TOVAG 1001-2150555 numarali proje
kapsaminda Tiirkiye’nin farkli ydrelerindeki eseklerden toplanan kanlardan izole edilmis
genomik DNA’lar olusturmaktadir. Bu tez ¢alismasi1 kapsaminda, Tiirkiye cografyasini temsil

edebilecek esek populasyonlarindan toplam 108 adet genomik DNA ornegi ile galisilmigtir

(Cizelge 4.1).

Cizelge 4.1. Calisma kapsaminda incelenen bireylerin kan orneklerinin toplandigi bolgeler,

iller ve ornek sayilar

Bolge Ornek Ahnan iller Ornek Sayisi (n)
Marmara Tekirdag 7
Kirklareli 11
Ege / Akdeniz Aydin 6
Mugla 9
Antalya 11
Kahramanmarag 9
1| o
I¢ Anadolu Sanlurfa 12
Mardin 11
Konya 10
Karadeniz Amasya 12
Toplam 108

4.1.2. Kullanilan Alet ve Cihazlar

PCR, RFLP ve elektroforez islemleri sirasinda kullanilan alet ve cihazlarin listesi

asagida belirtilmistir (Cizelge 4.2).
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Cizelge 4.2. Tez galigmasinda kullanilan alet ve cihazlarin listesi

Adi/Modeli

Calismada Kullanim Amaci

Bidistile Saf Su Cihazi

Tampon ¢ozeltilerin hazirlanmasi

pH metre

Tampon ¢ozeltilerin hazirlanmasi igin gerekli pH’
y1 belirlemek

Nano Drop Spektrofotometre

izole edilen DNA &rneklerinin konsantrasyonlarin
ve saflik derecelerinin belirlenmesi

Isiticili Manyetik Karistirict

Cozeltilerin hazirlanmasi

Vorteks

Cozeltilerin hazirlanas1 ve DNA izolasyonu

Santrifiij

DNA izolasyonu ve drneklerin kisa siireli santrifiij
edilerek ¢oktiiriilmesi

Manuel Hassas Terazi
Dijital Hassas Terazi

Tampon ¢ozeltilerin hazirlanmasinda sarf
malzemelerinin tartilmasi

Gradient Thermal Cycler

PCR ile ilgili gen bolgesinin ¢ogaltilmasi

Calkalayici Isitict

DNA izolasyonu

Agaroz Jel Elektroforez Setleri

DNA, PCR iiriinleri ve kesim sonucu elde edilen
bant modellerinin belirlenmesi

Jel Gorintileme ve Analiz Sistemi

DNA izolasyonu, PCR iirlinleri ve kesim sonrasi
elde edilen bantlarin jelde goriintiilenmesi ve
bilgisayar ortamina aktarilmasi

Mikro Dalga Firin

Agaroz jellerin hazirlanmasi

Derin Dondurucu (-20)

Ornek ve cesitli sarf malzemelerin saklanmasi

Ceker Ocak

DNA izolasyonu

Otoklav

Kullanilan malzemelerin sterilizasyonu
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4.1.3. Cahsmada Kullanilan Tampon Cozeltiler

PCR ve RFLP analizi sonrasinda elde edilen iiriinlerin kontrolii amaciyla yapilan
elektroforez ve agaroz jellerin hazirlanmasinda kullanilan stok ve tampon c¢ozeltilerin

icerikleri asagida belirtilmistir (Cizelge 4.3).

Cizelge 4.3. Tez ¢alismasinda kullanilan stok ve tampon ¢ozeltiler

Tampon Cozelti Molarite/Miktar Icerik
10 X TBE 108,0 ¢ Tris
(Elektroforez/Jel Stok 55,09 Borik Asit
Tampon Cozeltisi) 9,3 g (1 litre) 0,5 M EDTA (pH 8.0)
1 X TBE 100 ml alinip 10 X TBE
(Elektroforez/ Jel 1 litreye tamamlanir bdH,O
Tampon Cozeltisi)
4.2. Yontem

4.2.1. Genomik DNA izolasyonu

Genomik DNA izolasyonu daha énce TUBITAK TOVAG 1001-2150555 numarali
proje kapsaminda Yatkin (2019)’1n bildirdigi gibi Sambrook, Fritsch ve Maniatis, 1989’dan
degistirilen fenol kloroform ekstraksiyon yontemine gére yapilmistir. DNA miktar ve kalitesi
%1°lik agaroz jellerinde kontrol edilmistir. DNA miktar1 ve kalitesi iyi olan 108 adet 6rnek

secilmis ve bu tez calismasinda materyal olarak kullanilmistir.

4.2.2. LTF ve CSN3 Gen Bolgelerinin PCR ile Cogaltilmasi

LTF gen bolgesini ¢ogaltacak olan primerler, NCBI GenBankasi veritabaninda
bulunan esek tiim genom referans dizisi (Erisim No: NW_014636647) kaynak alinarak
tasarlanmistir. CSN3 gen bolgesi i¢in Selvaggi ve Dario (2011) tarafindan bildirilen primerler
referans alinmigtir. Ozgiin primerler kullamlarak PCR islemi ile gogaltilan gen bolgeleri,
28.611 bg’lik esek LTF geninin (NW_014638067.1) 750 bg¢’lik (14. ekzon ve 14. intronun bir
kismi) bolgesi ve 5.423 bg’lik esek CSN3 geninin (NW_014637991.1) 235 bg’lik (Promotor
bolgenin ve 1.ekzonun bir kismi) gen bolgeleridir. Sekil 4.1’de LTF ve Sekil 4.2’de CSN3 gen
bolgelerine ait DNA dizileri, ileri ve geri primerler ile ¢ogaltilan kisimlar dizi {izerinde

gosterilmistir.
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ileri Primer

A
&AACAACGAGAATGAGAACAAC; GCATGCCCAACAGCAAGGAGAGATACTATGGCTAC
ACTGGGGCTTTCAGGTGAGTGCTGCGGCCGGACTTCACGAGGATAGGGCTGTGTCCCTTG
TCCTCCAGCATCTTGGCACTGCATTTCCAAGGGGCCAGAAGTGGCCTGTCACAGCAGAGC
CAGGGTCAGCCTGGGGGTTGGCTAATGGGCAGCACCAGTGAGGGCTCCTCTCACCACATC
CACCACTCTGGAGAGTGGAGGCCGGCACCAGGGCTCTCTGACCTCAGCTCTGCTGGGCTC
CTTCCTATGGCCTGGAGCCAAAGTCAACCTTGTTGGGCCTCAAGGTCCTCAGCTTAAAAG
TCAAATGGGTAGAGTATGTGTTATGTTAAGTCCTTCCTGCAGTTCAGTTTTATAGGGAAGA
ATTCTCTTTCCCATAGCCACCACTCTCCTCTCATCTAGGTCATCATTATGTCTTACTTTTCA
CTTTTCTCTTTGATTTTGGCCTTAGAAATGGCAGAGAAGGTAGTATTGCAGTGTTATTCTT
CTCTAGTGAAGTGGAAAGTAACTGAAAAATAAATTTTCAGAATTCACCGCTTATAACCAC
TTGGTGATCCACAGTAACTGTCCAACCTGTGTTTTACAATCCCATTCGTCTGGAGGTTGCT
TCTCAGCGGTGCTATCAGTGCTTGAAGGGCACTGAGTCCTCCCCAGTCGCTTTTCTCCACG

AATAT@' TTCACCACCAGATGGCGJ
Y

Geri Primer

Sekil 4.1. Calisilan LTF gen bélgesinin niikleotid dizisi. Ileri-geri primerler, 14. ekzon
(kirmizi renk) ile 14. intron (siyah renk) bolgeleri dizi lizerinde gosterilmistir

ileri Primer

4 2

GATGACAACTCTATTTCCCCCTCTGAATTTCATTAACTAAGACTGACCCAAAGATGACCCT
GCTGTCATCAAATCTTTCCTTTTTGCCATCTTCCTATTGGGTAAAATGTAGGAGGAAAATA
AGTTACTGACACAAGACACTAAGGCCTTTAATTAGTCTTCAGTTATTTACCTTGAGTCTTC

TCTACAGTTGAGAGGTCAACTCAACCCGCTGCCAAGCAAGACCTGACCCTGG
- _/
YT

Geri Primer

Sekil 4.2. Calisilan CSN3 gen bélgesinin niikleotid dizisi. Ileri-geri primerler, promotor bélge
(siyah renk) ile 1. ekzon bolgesi (kirmizi renk) dizi lizerinde gosterilmistir

PCR isleminin ardindan LTF gen bolgesi, Drall, Eagl, Mbol restriksiyon enzimleri ile
CSN3 gen bolgesi ise Pstl enzimi kullanilarak kesilmistir. PCR-RFLP analizi sirasinda

kullanilan primerler, restriksiyon enzimleri ve kaynaklar Cizelge 4.4’de verilmistir.
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Cizelge 4.4. PCR-RFLP isleminde kullanilan primerler ve restriksiyon enzimleri

Gen Bolgeleri | Primerler (5'—3") Enzim Kaynak
LTF (750 bg) Drall -
Ileri primer GCAACAACGAGAATGAGAACAAGT Eagl

Geri primer ATTTCACCACCAGATGGCGT Mbol

CSN3 (235 b)

fleri primer GATGACAACTCTATTTCC Pstl Selvaggi ve
Geri primer AGCAAGACCTGACCCTGGACA Dario, 2011

LTF ve CSN3 gen bolgelerinin ¢ogaltilmas1 amaciyla kullanilan PCR reaksiyonlar1 ve
PCR konsantrasyonlar1 Cizelge 4.5 ve Cizelge 4.6’da, sicaklik dongiileri ise Cizelge 4.7°de

gosterilmistir.

Cizelge 4.5. LTF gen bolgesi i¢in PCR reaksiyonu ve konsantrasyonlari

Ana Stok Son Konsantrasyon Kullanilan Miktar
DNA 50-75 ng 3,00 uL

10X Buffer 1X 3,00 uL

MgCl;, (50 mM) 2,50 mM 1,50 uL

Ileri primer (10 pmol) 0,41 pmol 1,25 uL

Geri primer (10 pmol) 0,41 pmol 1,25 uL

dNTP (1 mM) 0,20 mM 6,00 uL

Taq polimeraz (5U/uL) 1,25U 0,25 uL

dH,0 - 13,75 uL

PCR reaksiyonu toplam hacim 30 uL olacak sekilde laboratuvar kosullarinda optimize edilmigtir
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Cizelge 4.6. CSN3 gen bolgesi i¢in PCR reaksiyonu ve konsantrasyonlari

Ana Stok Son Konsantrasyon Kullanilan Miktar
DNA 50-75 ng 1,5 uL
10X Buffer 1X 1,0 uL
MgCl, (50 mM) 1,5 mM 0,3 uL
fleri primer (10 pmol) 0,5 pmol 0,5 uL
Geri primer (10 pmol) 0,5 pmol 0,5 uL
dNTP (1 mM) 0,2 mM 2,0 uL
Taq polimeraz (5U/uL) 05U 0,1 uL
dH,0 - 4,1 uL

PCR reaksiyonu toplam hacim 10 uL olacak sekilde laboratuvar kosullarinda optimize edilmistir

Cizelge 4.7. PCR sicaklik ve dongiileri

PCR Programlari LTF CSN3
On denaturasyon 94°C  4dk 95°C 4 dk
Denaturasyon 94°C 95°C
30 sn 35 1 dk 35
Baglanma 68°C Dongi 63°C Dongi
1 dk 30 sn
Uzama 74°C 74°C
1 dk 1 dk
Son uzama 74°C 10dk 74°C 5 dk

Elde edilen PCR iiriinlerinin kontrolleri %2’lik agaroz jel kullanilarak yapilmistir.
Agaroz jel hazirlamak icin gerekli olan tampon ¢ozeltiler ve bilesimleri Cizelge 4.3’te
verilmistir. %2’lik agaroz jel hazirlamak igin; hassas terazi kullanilarak 2 g agaroz tartilip
tizerine 100 ml 1X TBE konularak erlen igerisinde karistirildiktan sonra 3-5 dk mikrodalga
firinda kaynatilarak ¢6zlinmesi saglanir. Ardindan yavasga c¢alkalanarak 50-60 °C’ye kadar
sogutulan ¢ozelti igerisine 2 pul. RedSafe Boya c¢ozeltisi (Nucleic Acid Staining Solution

(INTRON Biotechnology)) eklenmistir. Bu karisim, tarak yerlestirilmis jel tablasina
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dokiildiikten sonra jelin donmasi beklenmistir. Ardindan jel tablayla beraber 1X TBE tampon
¢ozeltisi bulunan yatay elektroforez {initesine yerlestirildikten sonra tarak ¢ikarilmigtir. PCR
triinleri yiikleme boyasi (loading dye) ile karistirilmis ve kuyulara yliklenerek 1-2 saat
elektroforez islemi gergeklestirilmistir. Daha sonra PCR oOrnekleri, UV jel goriintiileme
sisteminde (Vilber Lourmat Quantum) goriintillenerek boyutlar1 baz ¢ifti (bg) olarak

belirlenmis ve jel fotograflar1 bilgisayara kaydedilmistir.

4.2.3. DNA Dizi Analizi ve Verilerin Analizi

Bu calismada PCR-RFLP yontemi ile elde edilen genotiplerin dogrulanmas: amaciyla
DNA dizi analizi islemi, ticari bir firmadan hizmet alimi seklinde gergeklestirilmistir
(MedSanTek Laboratuvar Malzemeleri San. ve Tic. Ltd. Sti.). LTF gen bolgesi igin 22, CSN3
gen bolgesi i¢in 7 drnegin DNA dizi analizi yapilmistir. PCR {irlinlerinin saflastirilip ileri ve
geri primer araciligiyla ¢ift yonlii dizileme islemi kapiller elektroforez (ABI 3500XL Genetic
Analyzer, USA) cihazinda yapilmistir. DNA dizi analizi sonucu elde edilen sekanslar,
ChromasPro Version 1.7.4 programinda (http://www.technelysium.com.au/ChromasPro.html)
alt alta konularak konsensus diziler elde edilmistir. Piklerin hatali okunma ihtimaline karsilik
elektroferogramlar gozle kontrol edilmistir. Elde edilen diziler BioEdit Version 7.0.4.1 (Hall,
1997) programi altinda ClustalW Multiple Alignment (Thompson, Higgins ve Gibson, 1994)
yazilimi ile hizalanarak niikleotid degisimlerinin saptanmasi yapilmistir. LTF/Eagl lokusunun
allel frekanslar1 ve Hardy—Weinberg dengesi POPGENE yazilimi kullanilarak hesaplanmistir
(Yeh, Yang ve Boyle, 1999).

4.2.4. LTF ve CSN3 Gen Bolgelerinin Restriksiyon Enzimleri ile Kesimi

LTF ve CSN3 gen bolgeleri PCR ile ¢ogaltildiktan sonra, Cizelge 4.8’de verilen
reaksiyon kosullarina gore PCR fdrilinlerinin restriksiyon enzimleri ile inkiibasyonu
yapilmustir. Kullanilan restriksiyon enzimleri, tanima dizileri ve fragment uzunluklar1 Cizelge

4.9°da belirtilmistir.
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Cizelge 4.8. Drall, Eagl, Mbol ve Pstl restriksiyon enzimleri ile kesim reaksiyonu

Gen LTF CSN3
Enzim Adi1 |Drall Eagl Mbol Pstl
. Tiim enzimler 37°C’de 16

PCR Urtinit | 4,0 L 3,0 uL 3,0 nL 6,0 uL saat inkiibe edildikten sonra

. 65°C’de (PstI 80°C’de) 20
Enzim LOpL 10,5 pL 03uL |1OuL dk inaktive edilmistir.
Buffer 1,0 uL 1,0 uL 1,0 uL 1,0 uL
dH20 100l [11,0puL  |11,0uL  |8,0 uL

Cizelge 4.9. Kullanilan restriksiyon enzimleri, tanima dizileri ve fragment biiyiikliikleri

Restriksiyon

Ozgiin Tanima Dizisi

LTF Gen Bolgesi Kesim Sonucu

Enzimi (5'>3") Elde Edilen Fragment Biiyiikliigii
(b¢)

5'....R/IGGNCCY....3

Drall 406, 344
3'....YCCNG/GR....5
5'....C/GGCCG.... 3

Eagl 750, 666, 84
3'....GCCGG/C....5'
5'..../GATC....3'

Mbol 608, 142
3'....CTAG/....5'

Restriksiyon
Enzimi

Ozgiin Tamima Dizisi

CSN3 Gen Bolgesi Kesim Sonucu
Elde Edilen Fragment Biiyiikliigii

('—3) (bg)
5'....CTGCA/G....3'

Pstl 235
3'....G/ACGTC.... 5

Restriksiyon enzimleri ile inkiibasyondan sonra elde edilen iirlinler %2’lik agaroz jel

elektroforezi ile sabit voltajda 1,5-2 saat yiiriitiildiikten sonra UV jel goriintiilleme sisteminde

(Vilber Lourmat Quantum) jeller kontrol edilmis ve jelde elde edilen bantlarin biiyiikliikleri

goriintiileme sisteminde tespit edilerek jel fotograflar bilgisayara kaydedilmistir.
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5. ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA

5.1. LTF Gen Bolgesinin PCR ile Cogaltim

LTF gen bolgesinin PCR ile ¢ogaltimi sonucunda 750 bg’lik PCR {iriinii elde edilmis
olup, bu PCR iiriinlerinin kontrolii %2’lik agaroz jel elektroforezi kullanilarak yapilmistir.
PCR islemi sonucunda tiim orneklerde 750 b¢ uzunlugunda tek bant elde edilmistir (Sekil
5.1). LTF gen bolgesinin PCR isleminde kullanilan primerler ve reaksiyon kosullart Cizelge

4.4 ve 4.5’te verilmistir.

Sekil 5.1. LTF gen bdlgesi PCR fiiriinleri (750 bg), M: Invitrogen™ 100 bp DNA Ladder

5.1.1. LTF Gen Bolgesi Drall ve Mbol Restriksiyon Enzimleri ile Kesim Sonuglar:

LTF gen bolgesinde kesim amaciyla Drall, Mbol ve Eagl (ER0261, ER0811, ER0331

Thermo Fisher Scientific) restriksiyon enzimleri kullanilmistir.

LTF gen bolgesinin Drall (Sekil 5.2) ve Mbol (Sekil 5.3) restriksiyon enzimleri ile
kesimi sonucu tiim bireylerde tek kesim noktast bulunmus ve ¢alisilan tiim populasyonlarin

monomorfik oldugu goriilmiistiir.
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Sekil 5.2. LTF gen bélgesinin Drall restriksiyon enzimi ile kesimi, M: Invitrogen™ 100 bp
DNA Ladder

I 2 3 T4ESERESAENR SRR YRS OSSN s 14 1S 16 17

M
P
-——-———----———--——
e

(00bpR— 142bp

100bp

Sekil 5.3. LTF gen bolgesinin Mbol restriksiyon enzimi ile kesimi, M: InvitrogenTM 100 bp
DNA Ladder

5.1.2. LTF Gen Bolgesinin Eagl Restriksiyon Enzimi ile Kesim Sonuglari

LTF (750 bg) gen bolgesi DNA dizi analizi sonrasinda 89. pozisyonda guaninden
adenine (G—A) olan bir transisyon tespit edilmistir. PCR-RFLP isleminde bu nokta
mutasyonunu tespit etmek amaciyla Eagl restriksiyon enzimi (ER0331, Thermo Fisher
Scientific), uygun enzim olarak se¢ilmistir. LTF gen bolgesi Eagl restriksiyon enzimi ile

kesim sonucu olusan fragmentler Sekil 5.4’de gosterilmistir.
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Sekil 5.4. LTF gen bolgesi Eagl restriksiyon enzimi ile kesimi, M: InvitrogenTM 100 bp
DNA Ladder

Tiirkiye genelinde yetistirilen esek populasyonlarinda LTF gen bolgesinde yapilan bu
calisma ilk olma ozelligindedir. Calisilan esek populasyonlarinda AA genotipili bireyler 750
be (kesim yok); GG genotipli bireyler (kesim var) 666+84 bg; heterozigot genotipli bireyler
750; 666+84 b¢ olmak lizere 3 farkli genotip elde edilmistir (Cizelge 5.1).

Cizelge 5.1. LTF gen bolgesi Eagl restriksiyon enzimi kesim sonucu olusan genotipler ve
fragment biiyiikliikleri

PCR Uriinii LTF Genotipleri
AA AG GG
750 be 750 be 750 be 666 be
666 be 84 be
84 b¢

Calisilan orneklerin ¢ogunda, Eagl restriksiyon enzimi LTF gen bolgesinin 14,
intronunda 666 ve 84 bg fragmentleri olusturan kesim noktasina sahiptir. AG heterozigotlari,
Kars ili harig, 11 farkli 6rnekleme yapilan illerin hepsinde (%60,2) yiiksek bulunmustur.
Heterozigot genotiplerin bu kadar yliksek oranda bulunmasinin sebebi esegin atalarinin bu
genotipte ortaya ¢iktigi ve daha sonra evrimsel siire¢te mutasyonlarla diger genotiplerin
olusmus olabilecegini diisiindiirmektedir. GG homozigotlari sadece Kars ilinde (%80) yiiksek
oranda bulunmustur. Ote yandan, Kahramanmaras ve Mugla illerinde AA ve GG
homozigotlar: bulunamamigtir. Bu durumun sebebi olarak populasyonun yeterince biiyiik
olmamasindan kaynakli genetik siiriiklenme veya dogal ya da yapay seleksiyon kaynakli

olabilecegi diisiiniilmektedir (Cizelge 5.2).
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Cizelge 5.2. Calisilan tiim 6rneklerin LTF/Eagl lokusunda genotip dagilimlari

Bolge Ornek Ahnan iller Genotip Sayis1
(n=Birey Sayisi)
AA AG GG
Marmara Tekirdag (n=7) 2 4 1
Kirklareli (n=11) 3 4 4
Ege / Akdeniz | Aydin (n=6) 1 4 1
Mugla (n=9) 1 8 0
Antalya (n=11) 1 7 3
Kahramanmaras (n=9) 0 8 1
Dogu Anadolu | Kars (n=10) 1 1 8
/ Glineydogu
Anadolu/ I¢ _
Anadolu Sanliurfa (n=12) 2 9 1
Mardin (n=11) 1 9 1
Konya (n=10) 2 5 3
Karadeniz Amasya (n=12) 2 6 4
Toplam (n=108) 16 65 27
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Cizelge 5.3. Calisilan tiim Orneklerin ve bolgeler bazinda ele alinan 6rneklerin LTF/Eagl
lokusunda genotip ve allel frekanslari

LTF Genotipler LTF Allel

Bolgeler 0 Frekansi 2

AA  AG GG A G

Marmara/
Ege/ Gozlenen 16,0 65,0 27,0
Dogu
Anadolu/ % 045 0,55
N - 108
Giineydogu

Anadolu/ Beklenen 219 535 32,6
I¢ Anadolu/
Karadeniz

5,02

Gozlenen 5,0 8,0 5,0

Marmara 18** 0,50 0,50 0,22
Beklenen 45 9,0 45

Gozlenen 3,0 27,0 5,0

Ege / Akdeniz | 35** 0,47 0,53 10,37
Beklenen 7,7 175 9,8

Dogu Gozlenen 6,0 240 130

Anadolu/

Giineydogu 43%* 0,42 0,58 0,95
Anadolu/I¢ Beklenen 76 209 14,5

Anadolu

Gozlenen 2,0 6,0 4.0

Karadeniz 12** 0,41 0,59 0,01
Beklenen 2,0 5,8 4.2

*Calisilan bireylerin toplam sayisi ,**Calisilan bireylerin bélgelere gore sayilar

LTF-A allel frekans1 0,45, LTF-G allel frekansi ise 0,55 olarak belirlenmistir. Boylece
calisilan Tirkiye esek populasyonlarinda LTF/Eagl lokusunda G alleli baskin bulunmustur
(Cizelge 5.3). Calisilan tiim 6rnekleri beraber inceledigimizde LTF/Eagl lokusunun genotip
dagilimlar1 Hardy-Weinberg genetik dengesinde bulunamamistir (P<0,05). Ancak caligilan
ornekleri  kendi igerisinde  bolgelere ayirip inceledigimizde Marmara, Dogu
Anadolu/Giineydogu Anadolu/l¢ Anadolu grubu ve Karadeniz bolgelerinin genotip
dagilimlarinin dengede oldugu, yalnizca Ege/Akdeniz grubunun Hardy-Weinberg genetik

dengesinde olmadig1 goriilmiistiir.
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5.1.3. LTF Gen Bolgesi DNA Dizi Analizi Sonucu

22

bireye ait LTF (750) gen bolgesinin DNA dizi analizleri, ileri ve geri primerler

araciligiyla ¢ift yonlii dizilemesi kapiller elektroforez (ABI 3500XL Genetic Analyzer, USA)

sisteminde yapilmistir. Sekil 5.5°de LTF gen bolgesine ait kromotogram goriintiisiiniin bir

parcasi gosterilmektedir.

' File Edit Analysis Options View Window Help -8
GHE B2V A[ED AR T Xp——f— Y —
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Sekil 5.5. Bir 6rnege ait LTF gen bélgesinin kismi kromotogram goriintiisii

Ileri ve geri primerler ile elde edilen DNA dizilerinin birlestirilmesi sonucu elde edilen

konsensus dizilerin hizalanmasi yapilmistir. Hizalama sonrasi mutasyonlar gozle kontrol

edilerek teyit edilmistir. LTF gen bdlgesinin hizalanmis goriintiisiiniin bir pargas1 Sekil 5.6’da

gosterilmektedir.
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Sekil 5.6. LTF gen bolgesine ait 22 bireyin hizalanmig goriintiisiiniin bir bolimii

PCR-RFLP ve DNA dizi analizi yontemi ile inceledigimiz bdlge, LTF geninin 14.
ekzon ve 14. intronun bir kismini icermektedir. Incelenen LTF gen bdlgesinin 89.

pozisyonunda guaninden adenine (G—A) transisyon belirlenmistir (Sekil 5.7).
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Sekil 5.7. G—A transisyonunu gosteren LTF gen bdlgesinin kismi sekansi. (a) Eagl
heterozigot genotip (AG); (b) homozigot genotip (GG)

5.2. CSN3 Gen Bolgesinin PCR ile Cogaltim Sonuclar:

CSN3 gen bolgesi i¢in 6zgiin (Cizelge 4.4) primerler kullanarak 235 bg’lik gen bolgesi
PCR ile g¢ogaltildiktan sonra %2’lik agaroz jel elektroforezi ile kontrol edilmis ve bu gen

bolgesinin basari ile ¢ogaltildigi goriilmistiir (Sekil 5.8).
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Sekil 5.8. CSN3 gen bolgesinin PCR iiriinleri (235 bg), M: Invitrogen™ 100 bp DNA Ladder

5.2.1. CSN3 Gen Bolgesinin Pstl Restriksiyon Enzimi ile Kesim Sonucu

CSN3 (235 bg) gen bolgesi, daha 6nce Selvaggi ve Dario (2011) tarafindan bildirilen
Pstl (ER0611, Thermo Fisher Scientific) restriksiyon enzimi ile kesilmistir. PCR ile
cogaltilan CSN3 gen bolgesinin Pstl restriksiyon enzimi ile kesimi sonucunda kesim noktasi

bulunamamis olup tiim populasyonlarin monomorfik yapida oldugu goriilmiistiir (Sekil 5.9)

Sekil 5.9. CSN3 gen bolgesinin Pstl restriksiyon enzimi ile kesimi M: Invitrogen™ 100 bp
DNA Ladder

CSN3 gen bolgesi Tiirkiye genelindeki esek populasyonlarinda ilk defa calisilmistir.
Bu gen bdlgesi ile ilgili diger ¢iftlik hayvanlarinda birgok ¢aligma bulunmasina ragmen at ve
esekte yapilan calismalar sinirli sayidadir. Selvaggi vd. (2015) dort Italyan at populasyonu ve
Martina Franca eseklerinde CSN3 geninin 1. ekzonunu analiz etmislerdir. Calismalarinda
CSN3 gen bolgesinde c.-66A > G ve €.-36C > A polimorfizminin varligini belirlemek i¢in

sirastyla Pstl ve BseYI restiriksiyon enzimleri kullanilmistir. Bu gen bolgesinin her iki lokus
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i¢in atlarda polimorfik oldugu, ancak bu ¢alismadaki sonug ile benzer sekilde Martina Franca

esek irkinda monomorfik oldugu goézlenmistir.

Selvaggi ve Dario (2011) tarafindan yapilan bagka bir ¢calismada Martina Franca irki
eseklerde CSN3 geninin 1. ekzonundaki varyasyonu PCR-RFLP teknigi ile arastirmislardir.
CSN3 geninin Pstl restriksiyon enzimi ile kesimi sonucu ¢alisilan populasyondaki tiim

hayvanlarin monomorfik bulunmasi bizim sonuglarimizla yine paralellik gostermektedir.

Selvaggi vd. (2010) Murgese 1rki atlarda CSN3 geninin ekzon 1 bolgesini Pstl, BseYI
restriksiyon enzimleri ile incelemisler ve ele alinan populasyonda her iki lokusun polimorfik
oldugunu bildirmislerdir. CSN3 geninin Pstl restriksiyon enzimi ile kesimi sonucu c.-66A > G
lokusundaki A allelinin frekansi 0,80 olarak belirlenirken, G allelinin frekansinin 0,20 olarak
tespit etmisler. Bu lokusun genotipik frekanslarint AA ve AG genotipleri igin sirasiyla 0,60 ve
0,40 olarak bildirmislerdir.

5.2.2. CSN3 Gen Bolgesi DNA Dizi Analizi Sonucu

7 bireye ait CSN3 (235 bg) gen bolgesinin DNA dizi analizleri, ileri ve geri primerler
araciligiyla ¢ift yonli dizilemesi kapiller elektroforez (ABI 3500XL Genetic Analyzer, USA)
sisteminde yapilmistir. Sekil 5.10°da CSN3 gen bolgesinin kromotogram goriintiisiiniin bir

pargasit gosterilmektedir.
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Sekil 5.10. Bir 6rnege ait CSN3 gen bolgesinin kismi kromotogram goriintiisii

FULYA_OZDIL_CSN3-R_26_

Sekil 5.11°de elde edilen DNA dizilerinin hizalanmis goriintiisti verilmektedir.
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Sekil 5.11. CSN3 gen bolgesine ait 7 bireyin hizalanmig goriintiisiiniin bir bolimi
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6. SONUC VE ONERILER

20. ylizyilin ortalarinda, tarimda sanayilesmenin ve seleksiyonla gelistirilmis c¢esitli
irklarin yayilmasinin bir sonucu olarak, birgok hayvan populasyonunun nesli tilkkenmistir ya
da azalarak tehlikeye girmektedir. Birgok iilkede, kirsal alanlardaki yiik tasima hayvani olarak
kullanilan esek irklarinin nesli tiikenmistir veya kritik seviyelere diismiistiir. Son yillarda,
esek niifusu Tiirkiye'de carpict bir sekilde diigmiistiir. Tiirkiye'nin esek niifusu 1990 yilinda
1.084.000 bas iken, 2016 yilina kadar 155.158 basa diiserek %86 oraninda azalmistir
(Anonim, 2019). Bazi illerde neredeyse tiim esek niifusunun kayboldugu goriilmektedir.
Literatiirii inceledigimizde sigir, koyun, kegi gibi ¢iftlik hayvanlarinda gesitli morfolojik ve
verim Ozellikleriyle ilgili ¢ok sayida ¢alisma bulunmakta iken, eseklerle ilgili yapilmis
calismalar ¢ok simirlidir. Ancak son yillarda esek siitliniin kozmetik sektoriinde kullanimi,
yiiksek antimikrobiyal Ozellikler gdstermesi ve insan siitline benzerligi gibi nedenlerden
dolay1 degerinin artmasiyla beraber yapilan ¢alismalarda da artis goriillmektedir. Bu nedenle,
Tiirkiye yerli esek wrklari tizerinde hem morfolojik hem de genetik ¢alismalar yapmak onem

arz etmektedir.

Bu tez calismasinda, Tiirkiye’nin 11 farkli ilinden 6rnekleme yapilarak, eseklerde siit
ozellikleri ile iligkili oldugu bililen genlerden LTF ve CSN3 gen bolgeleri, PCR-RFLP ve
DNA dizi analizi yontemleri ile incelenmistir. LTF ve CSN3 gen bolgeleri Tiirkiye
genelindeki yerli esek populasyonlarinda ilk defa ¢alisilmistir. LTF geninde, Mbol ve Drall
enzimleriyle kesim sonucu genetik polimorfizm tespit edilememistir. Ancak LTF geninde
Eagl enzimi ile yapilan kesim sonucunda AA, AG ve GG olmak iizere {i¢ genotip
belirlenmistir. Istk (2019), Kirklareli (29), Tekirdag (21) ve istanbul (27) illerinden toplam 77
bireyde esek LTF gen bolgesinde DNA dizi analizi yontemiyle yaptigi caligmasinda
sonuglarimizla benzer olarak 14. intronda g.272719G>A polimorfizmini belirlemistir. Cieslak
vd. (2016), Polish Primitive (90), Polish Coldblood (95), Polishwarmblood (95) at irklarinda
5'-flanking bolgesinde T>C, G>A, C>T, T>C olmak tizere dort farkli nokta mutasyonu
belirlendigini bildirmislerdir. Laktoferrin c¢esitli antimikrobiyal 6zellikler gostermesi ve bazi
hastaliklarin tedavisine olan katkisindan dolayr degerli bir proteindir. LTF geniyle ilgili
ruminantlarda ¢esitli genetik ¢aligmalar bulunmasina ragman at ve eseklerdeki ¢calismalar ¢cok
yetersiz seviyededir. LTF geni ile ilgili daha 6nce esekler lizerinde genetik bir ¢alisma
yapilmamistir, bu nedenle bu sonuglar eseklerdeki bu gen bélgesinin 6n ve ilk sonuglari olma

ozelligindedir.
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Bu c¢alismada, yerli esek populasyonlarinda CSN3 gen bolgesi de tanimlanmistir. Her
ne kadar CSN3 gen polimorfizmlerinin diger tiirlerdeki ekonomik kantitatif ozellikler
arasindaki iligkileri ile ilgili bircok c¢alisma bulunsa da, atgiller familyasinda bu gen
bolgesinde az sayida calisma yapilmistir. Selvaggi vd. (2015) dort italyan at populasyonu ve
Martina Franca eseklerinde CSN3 geninin 1. ekzonunu Pstl enzimiyle analiz etmislerdir. Bu
gen bolgesinin atlarda polimorfik oldugunu, ancak Martina Franca esek irkinda sonuglarimiza

benzer sekilde genetik farklilik gozlenmedigini bildirmislerdir.

Tiirkiye esek populasyonlarinin ve irklarin tespiti amaciyla daha fazla morfolojik ve
genetik karakterizasyon calismalarina gereksinim bulunmaktadir. Ayrica, eseklerde diger
ciftlik hayvanlarinda oldugu gibi, tek niikleotid polimorfizmlerin (SNP'ler) tespiti ile bazi siit
verim ozellikleri arasindaki olasi iliskiler belirlenmelidir. Bu ¢alisma Tiirkiye genelinde yerli
esek populasyonlarinda siit 6zellikleri ile iligkili oldugu bilinen genlerden LTF ve CSN3 gen
bolgelerinin ilk kez g¢alisilmis olmasi yoniinden oncli ve 6zgiin bir ¢alismadir. Daha fazla
ornek sayisi ve farkli gen bolgelerinin calisilmasi ile Tiirkiye esek irklarina ait genom

diizeyinde daha fazla bilgi birikimine sahip olunacaktir.
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