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OZET

Ghrelin, hayvanlarda yem tiiketimi ve biiylime hormonu salgilanmasini uyaran
onemli bir hormondur. Sigirlarda, karkas kompozisyonu, siit verimi ve yemden
yararlanma ile olumlu iliskisi vardir. Plazmadaki aktif ghrelin (a¢il ghrelin)
konsantrasyonun, sigir iklar1 arasinda farkli olmasi, GHRL (ghrelin) genindeki
varyasyonlarin aktif ghrelin konsantrasyonu ile iligkili oldugunu gdstermektedir.
Ghrelin genindeki polimorfizmlerin tespit edilerek, kantitatif 6zellikler ile iliskisinin
kurulmasi seleksiyon ¢aligmalari yoniinden 6nemlidir.

Calisgmada, GHRL geninin 4. intronunda bulunan, rs110968631 C>T tek
niikleotid polimorfizmini (TNP) tespit etmek amaciyla, Amplifikasyon Refrakter
Mutasyon Sistem-Polimeraz Zincir Reaksiyonu (ARMS-PCR) ve Polimeraz Zincir
Reaksiyonu-Restiriksiyon Fragment Uzunluk Polimorfizmi (PCR-RFLP) metotlar
tasarlanmistir.

Calismada, 75 Bozirk sigir 6rnegini, ARMS-PCR metodu ile ¢alistiktan sonra,
her genotipi igceren rastgele secilmis 20 6rnekte PCR-RFLP metodu ile sonuglarin
dogrulamasini yaptik. Tasarlamis oldugumuz metotlarin giivenirligini test ettigimiz bu
caligma sonucunda, her iki metot ile de ayni sonuglara ulasilmistir.

Calisma sonucunda, Bozirk sigirlarda rs110968631 C>T polimorfizmi yoniinden
3 genotipide (CC, CT, TT) tespit edildi. CC, CT, TT genotipindeki birey sayisi
sirasiyla; 1, 9 ve 65 olarak tespit edildi. Allel frekanslar ise, C ve T allelleri i¢in
sirastyla; 0,073, 0,927 olarak tahmin edilmistir.

Yil 12015
Sayfa Sayisi 51
Anahtar Kelimeler : GHRL, Ghrelin, ARMS-PCR, PCR-RFLP, Bozirk Sigir, TNP



Master's Thesis
SERTAC ATALAY
Trakya University Institute of Natural Sciences

Department of Biotechnology and Genetic

ABSTRACT

Ghrelin is an important hormone that stimulates feed consumption and growth
hormone secretion of animals. Ghrelin is associated with feed efficiency traits, milk
yield and carcass composition of cattle. Active ghrelin concentrations and the ratio of
active/total ghrelin differs between breeds, indicating that genetics have an effect on the
amount and form of circulating ghrelin. Detection of polymorphisms in the GHRL gene
and establishment of relations with the quantitative characteristic is important in the
breeding studies.

In this study, we have designed two methods for the detection of rs110968631
C> T single nucleotide polymorphism (SNP) in intron 4 of GHRL gene; Amplification-
refractory mutation system-Polymerase chain reaction (ARMS-PCR) and Polymerase
chain reaction-Restriction fragment length polymorphism (PCR-RFLP).

We have used the ARMS-PCR method in example 75 Bozirk cattle and we
confirmed the results by the PCR-RFLP method. We obtained similar results when we
tested the reliability of designed method by using both ARMS-PCR and PCR-RFLP
methods. In our study, CC, CT, TT genotypes were detected in 1, 9 and 65 individuals
respectively. Allele frequency were estimated as 0,073 and 0,927 for C and T alleles

respectively.
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BOLUM 1

GIRIS

Ghrelin, hayvanlarda yem tiiketimi ve biiylime hormunu salgilanmasini uyaran
onemli bir hormondur. Ghrelin ve leptin hormonlarmin yem tiiketimi, enerji
metabolizmasi, yaglanma ile beraber yemden yararlanma ve karkas kompozisyonu
iizerine Onemli etkilerinin oldugu ¢esitli calismalarda gosterilmistir [1,2,3,4].
Ruminantlarda plazmadaki agil ghrelin (aktif ghrelin) konsantrasyonu, aglik durumunda
arttig1 ve tokluga bagh olarak ise hizli bir sekilde diistiigi bilinmektedir [5].

Biiytime hormonu salgilatici reseptér (GHS-R) i¢in endojen ligand olan ghrelin,
biiylime hormonu (GH) salgilanmasini da uyarmaktadir. GH dogum sonrasi somatik
gelisimde ve protein sentezinin regiilasyonunda gérev almasinin yaninda siit ineklerinde
laktasyon doneminde, siit iiretimi icin gerekli enerjinin saglanmasinda 6nemli rol
oynamaktadir [5].

Ghrelinin, beslenme ve GH {izerindeki etkileri, et ve siit sigin1 yetistiricileri i¢in
onemli ekonomik oOzellikler olan, siit verimi ve karkas kompozisyonu iizerinde
cesitlilige neden olmaktadir. Irklar arasinda plazmadaki aktif ghrelin
konsantrasyonlarinin farkli oldugunun tespit edilmesi, genetik etkinin dolasimdaki aktif
ghrelin miktar1 {izerinde etkili oldugunu gostermektedir [6]. Bu bilgiler 1s181nda, marker
destekli seleksiyon ¢alismalarinda degerlendirilmek {izere, GHRL geni varyasyonlarinin
tespit edilmesi, aktif ghrelin konsantrasyonlar1 ve kantitatif Ozellikler ile
iliskilendirilmesi 6nem kazanmustir.

Kantitatif 6zellikli lokus (QTL) iizerine yapilan arastirmalarin temel amaci
marker destekli seleksiyon (MAS) programlarinda kullanilabilecek genler veya
markerler bulmaktir [7]. DNA markerleri, bir tiir igerisindeki farkli bireylerde dizi
polimorfizmi gosteren DNA boélgeleridir ve varyasyonun belirlenmesinde giiniimiizde
en sik kullanilan yontemdir [8]. Son otuz yilda molekiiler biyoloji alanindaki gelismeler,

hayvancilik ile ilgili verim 6zelliklerini etkileyen bir¢ok QTL’ nin tanimlanmasini



saglamistir. Bu QTL’ lerin kesfi, klasik seleksiyonla elde edilmesi ¢ok zor olan, belirli
ozelliklerin se¢ilimini miimkiin kilmistir [9].

GHRL geni iizerindeki polimorfizmlerin belirlenmesi ileride yapilacak marker
destekli seleksiyon ¢alismalart i¢in ve yerli gen kaynaklarimizin spesifik 6zelliklerinin
tespit edilmesi yoniinden 6nemlidir. Bu amagla ¢alismamizda, GHRL geninin 4. intronu
iizerinde bulunan, 1s110968631 C>T tek nikleotid polimorfizminin (TNP)
belirlenmesine yonelik ARMS-PCR ve PCR-RFLP metotlart kullanilmigtir. Tasarlanan
metotlar ile 75 bas Bozirk sigir 6rneginde, rs110968631 polimorfizmine ait genotipler

tespit edilmistir.



BOLUM 2

GENEL BIiLGILER

2.1. Ghrelin Hormonu

Oreksijenik hormon olarak da bilinen ghrelin; insanda aghigi (obeziteyi),
hayvanlarda yem tiiketimini tetikler ve yemden yararlanmay1 arttirir, in vivo ve in vitro
olarak GH salinimini uyaran GHS-R i¢in spesifik endojen bir ligandtir. Ghrelinin insan
ve hayvanlarda GH hormonu salgilatict 6zelligi nedeni ile, Hint-Avupa dilleri
ailesindeki grow (bliylime) sozciigliniin kokii olan “ghre” ile “relin” (salgilama)
sozciiklerinden “ghrelin” tiiretilmistir [10].

Ghrelin ilk kez 1999 yilinda Kojima ve arkadaslar1 (1999) tarafindan farelerin
midesinde tanimlanmis peptid yapida bir hormondur. Midenin oksintik mukozasinda
yer alan endokrin fonksiyonlara sahip X/A hiicreleri tarafindan iretilmektedir [10].
Kesfinin ilk yillarinda viicutta, biiyiime hormonu salinimint arttirici bir hormon olarak
goriilse de, son yillarda beslenme ve viicut agirliginin diizenlenmesi {izerine etkileri
daha ¢ok dikkat ¢cekmektedir [11].

Ghrelin peptidi, midede iiretilen hazmettirici peptidlerden farkl olarak, sadece
gastrointestinal bolgede kalmayarak gastrik kan damarlari i¢cine salinmaktadir ve biitliin
viicut boyunca dolagima katilmaktadir. Ghrelin pozitif hiicreler, kapillerlere yakin
yerlesimlidir ve oksintik bez liimeni ile irtibati yoktur. Bu da salimimin gastrointestinal
kanala degil, gastrik damarlara oldugunu gostermektedir. Boylelikle de tiim viicudu
dolasir. Yapilan c¢aligmalarda ghrelin hormonunun kan beyin bariyerini gegtigi
goriilmiistiir [12,13,14].

Bu hormon mideden bagka hipotalamus, hipofiz, tiikriik bezi, tiroid bezi, ince
barsak, bobrekler, kalp, pankreasin alfa, beta ve epsilon hiicreleri, santral sinir sistemi,
akciger, plasenta, gonadlar, immiin sistem, meme ve diglerde de sentezlenmektedir.
Ghrelin mRNA’s1 hemen hemen biitiin dokularda tespit edilmistir. Calisilan dokularda

ghrelin mRNA miktarinin mide fundusunda en fazla oldugu, bunu da sirasiyla jejunum,



duodenum, midenin antrumu, akciger, pankreas dokusu, vendz sistem, safra kesesi, lenf
nodu, yemek borusu, sol kolon, yanak, hipofiz, meme, bobrek, ovaryum, prostat, sag
kolon, ileum, karaciger, dalak, fallopian tiip, lenfositler, testis, yag dokusu, plasenta,
adrenal bez, kas, mesane, kalbin atriyumu, tiroid, miyokardiyum ve derinin takip ettigi

belirlenmistir [15].

2.1.1. Ghrelin Hormonunun Kimyasal Yapisi

Ruminantlarda 27, tek mideli memelilerde 28 aminoasit igeren ghrelin hormonu,
N-terminal ucundaki 3. aminoasit olan serine bagli, oktanil grubu adi verilen sekiz
karbonlu bir yag asidi icermektedir [16,17] (Sekil 2.1). Ghrelin hormonu salinmadan
once sitoplazmada enzimatik bir islemden geger, {igiincii pozisyonundaki serin
aminoasidine n-oktanil grubu, ghrelin-O-agil transfreaz (GOAT) enziminin aktivitesi ile
eklenir ki bu da ghrelin’in GH salgilatic1 etkinligi igin gereklidir [18,19]. Yani oktanil
grubu ghrelinin aktif olmasi i¢in gereklidir. Bu post translasyonel degisimin, ghrelin
peptidine kazandirdigi hidrofobik o6zellik ile beyin dokusuna, ©zel olarak da
hipotalamus ve hipofiz’e gecisine imkan saglamaktadir. Hiicre biyolojisinde ilk defa,
salinan bir proteinde agil baglanmasi islemi gozlenmis olmaktadir. Acil grubu
tasimayan ghrelin formu olan desagil-ghrelin’in hipotalamik ve hipofizer reseptorlere
baglanamadigimin goriilmesi, n-oktanil hidrofobik o6zelligin, ghrelin’in GHS-R ile
baglanmasinda da ¢ok énemli bir faktdr olabilecegini gostermektedir [10,20]. Ghrelin’in
yar1 Omrii 60 dakikadan kisadir, ¢iinkii plazma esterazi tarafindan kolayca yikilir ve des-
acil-ghrelin’e doniisiir ki bu molekiil inaktiftir. Des-a¢il-ghrelin sirkiilasyondaki toplam
grelinin % 80-90’1m1 olusturmaktadir [21].

Memeli ghrelinlerinde NH, terminal ucundaki ilk 10 amino asit evrimsel siireg
icerisinde iyi korunmustur. Bu yapisal korunma, iiclincii sirada yer alan serin amino
asidinin, a¢il modifikasyonuna olanak saglamaktadir. Buradan anlagildigi iizere NH»
terminal bolgenin ilk 10 amino asidi peptidin aktivite gosterebilmesi i¢in ana rol
iistlenmektedir. Molekiiler agirligi yaklasik 3315 dalton olan memeli ghrelinleri
birbirine tamamen benzer degildir. Rat, insan ve domuz ghrelin yapilarinin
kargilastirilmasi Sekil 2.2 de gosterilmistir. Sekilden anlasildigi gibi sican ve domuz

ghrelinindeki 11. amino asit olan lizin, insanda arjinin ile yer degistirmistir. Diger
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taraftan sigan ghrelininde 12. amino asit olan alanin, hem domuzda hem de insanda
valin olarak degismistir. Bundan bagka siganlarda 22 nolu amino asit olan prolinin
yerine domuzda alanin, siganlarda ise 26 nolu amino asit olan glisinin yerine domuzda
lizin bulunmaktadir [22].

Baliklarda, Gokkusagi alabaligi, tilipia, yilan baligi ve japon baliklarinin
midelerinden ghrelin izole edilmistir. Baliklardaki ghrelinin amino asit sayisi
memelilerdekinden az olup genellikle 19 ve 21 aminoasit arasinda degismektedir.
Kurbagalarda, diger omurgalilarin aksine ag¢il modifikasyonunun serin yerine tironin
amino asidiyle olusturuldugu bulunmustur [22].

Tavuk ghrelin hormonu, 26 aminoasit uzunlugunda olup insan ile % 54
benzerlik gostermektedir [23]. Civciv ve sicanlara tavuk ghrelin hormonu verildiginde
hem plazma GH seviyesi hem de kortisol seviyesi her iki canlida da artmistir. Ancak
kortizol seviyesindeki artis memelilerdekine oranla nispeten daha diisiik bulunmustur.
Gozlenen bu etki, sican ve insan ghrelini uygulamalarina benzerdir [24]. Calisilmig
diger kanatl1 ghrelin hormonlar devekusu, 6rdek, kaz ve hindidir. Tavuk, kaz, 6rdek ve
devekusu ghrelinleri 26 amino asitten olugmaktadir. Hindi hari¢ biitiin kanatlilar
-COOH ucunda arjinin-arjinin ihtiva ederler. Hindi ghrelini ise 28 aminoasitli olup tipki
memelilerde oldugu gibi -COOH ucunda prolin-arjinin vardir [18,20].

Immunohistokimyasal ydntemle erik ve dut bitkilerinin parankima dokularinda
ghrelin tespit edilmistir. Bulgular HPLC yodntemi ile de dogrulanmistir. Bitkilerde
ghrelinin molekiiler agirhigit ve amino asit dizilimi heniiz bilinmemektedir. Ancak
bitkilerde ghrelin hormonunun fonksiyonunun biiyime ile iliskili oldugu

distinilmektedir [25].

2.1.2. Ghrelin Hormonu Reseptorii (GHS-R)

1996 yilinda, GHRH (Biiyiime hormonu salgilatict hormon) reseptoriinden farkli
olarak, GHS-R tanimlanmistir. Yani Ghrelin hormonunun bulunmasindan 3 yil 6nce
reseptorii bulunmustur. Ghrelinin biyolojik etkileri ¢ogunlukla hiicre yiizey reseptorii
olarak adlandirilan GHS-R ile etkilesim yoluyla gergeklesir [26].

GHS-R geni olmayan farelerde, ghrelin enjeksiyonu sonucunda GH salimimi

veya istah indiiklenmesi cevabi goriilmez. Bu da ghrelinin neden GHS-R yoluyla etki



ettiginin  distintildiigiinii ve GHS-R’ ye ghrelin reseptorii adinin  verildigini
aciklamaktadir [27].

GHS-R’nin bilinen iki tane formu vardir. Bunlar; GHS reseptor tip 1la (GHS-R
la) ve GHS reseptor tip 1b (GHS-R 1b) dir. GHS-R 1a fonksiyonel reseptor olup, 7
transmembran bolgelidir. GHS-R 1b ise 5 transmembran bdlgeli olup, biyolojik olarak
inaktiftir [26]. GHS-R 1a 366 aminoasitten, GHS-R 1b ise 289 aminoasitten meydana
gelmigtir [28].

GHS-R mRNA varlig1 beynin bazi bdliimlerinde yogun olarak bulunmaktadir.
Bu Dbolgeler; anteroventral preoptik niikleus, anterior hipotalamik  bdlge,
suprakiyazmatik niikleus, lateroanterior hipotalamik niikleus, paraventrikiiler niikleus,
arkuat niikleus ve tuberomamilar niikleusunu kapsayan birkac hipotalamik niikleuslar

kapsayan bolgelerdir [26].

GHS-R’iin mRNA dagilimi sadece beyin bdlgelerinde bulunmamaktadir. Bu
reseptorler aym1 zamanda mide, bagirsak, karaciger, kalp, fetal beyin, testis, timus,
adrenal salg1 bezi, uterus, spinal kord, kemik iligi, tiroid, immin sistem, yag doku,
pankreatik hiicreler ve akcigeri kapsayan periferal bolgelerde de yogun sekilde bu-
lunur. GHS-R, hiicre membraninda G-proteini ile birlikte fonksiyon yaparak hiicre ici

Ca®" mobilizasyonu ile ilgili oldugu belirtilmektedir [13, 29].

2.1.3. Ghrelin Hormonunun Davramslar Uzerine Etkisi

Sicanlarda yapilan c¢alismalarda ghrelinin intraserebroventrikiiler (ICV)
uygulanmasinin, anksiyeteyi indiikledigi ve hafizayr olumlu etkiledigi bulunmustur
[30]. Periferik ghrelin enjeksiyonu, hipotalamusu etkileyerek artmis anksiyeteye neden
olmaktadir [31]. Bu bulgular ghrelinin, stres yapicilara karst noroendokrin ve
davranigsal cevaplarda rolii olabilecegini ve anksiyetenin diizenlenmesinde midenin

onemli bir role sahip olabilecegini diisiindiirmektedir [20].

2.1.4. Ghrelin Hormonunun Ureme Sistemi Uzerine Etkileri

Ostrojen ve progesteron hormonlar1 gebelik siirecinde en onemli
hormonlardandir. Yumurtaliklardan salgilanan Ostrojen ve progesteron hormonlarinin
kandaki miktarlari, beyinde yer alan hipofiz bezinden salgilanan folikiil stimiile edici ve

luteinize edici hormonlar tarafindan kontrol edilmektedir. Ghrelin hormonu liremenin



kontroliine, lireme ile ilgili hormonlarin salinimini etkileyerek istirak edebilmektedir
[32]. Farkli calismalarda, ghrelin hormonu, farkli deney modellerinde luteinize edici
hormonun (LH) salgilanmasini, LH salgilatict hormonu (LHSH) inhibe ederek
engelledigi belirtilmektedir. Ayni1 zamanda ghrelin, folikiil stimiile edici hormonuda
artirmaktadir [33].

Ureme ile ilgili olarak, ghrelin hormonu ve bu hormonun reseptdriiniin de
ovaryumda bulunmasi 6nemlidir. Siganlarin didstrus siklusunda ovaryumlarinda ghrelin
gen ekspresyonu en fazla miktarda bulunurken, proostrus siklusunda en az seviyede
bulunmaktadir. Ghrelin immiin reaktifi ovaryumda, Oncelikle 16tal kompartmanda
lokalize oldugu belirtilir [34]. Benzer sekilde, gii¢lii ghrelin immiin boyamasi insan
ovaryumunun olgun ve gen¢ korpora lutea’da gozlendigi belirtilirken, gelisme
sathasinda ovaryum folikiillerinde ortaya ¢ikmadigi gozlenir. Ghrelin i¢in fonksiyonel
reseptor olan GHS-R ile proteini somatik folikiiler hiicreler, luteal hiicreler ve daha
diisitk derecede interstisyel hiicreler gibi insan ovaryumunda oosite de dagilim
gostermektedir. Bu durumda, folikiil gelisimi ve GHS-R arasinda bir iligski oldugu
diisiiniilmektedir. Bir ka¢ ovaryum kompartmaninda ghrelin ve reseptoriiniin simultane
dagilimi, ovaryum fonksiyonunun otokrin ve parakrin diizenlenmesinde énemli bir role

sahip olabilecegi tahmin edilmektedir [35]

Gebelik esnasinda plazma ghrelin konsantrasyonunun, plasentanin salgiladigi
ghrelin tarafindan etkilendigi gosterilmistir. Plasentada ghrelin mRNA yogunlugu
gebeligin daha sonraki asamalarinda gebeligin diger erken donemlerine gore artig
oldugu belirtilmistir [36]. Ghrelin verilen si¢anlarin yavrularinin daha biiyiik
olmasindan dolay1 fotal biiylimede ghrelinin rolii olabilecegi diisiiniilmektedir [37].

Ghrelin ayn1 zamanda erkek {iireme sisteminde de etkili oldugu ifade
edilmektedir. Hormon, sican ve insan testisindeki olgun leydig hiicrelerinde de
bulundugu belirtilmektedir. Ghrelinin fonksiyonel reseptorii olan GHS-R tip la da
testislerdeki sertoli ve leydig hiicrelerinde tespit edilmistir. Ayrica, ghrelin doz bagiml
olarak testikiilar testosteron salmimini in vitro, leydig hiicre proliferasyonunu da in vivo

olarak inhibe ettigi belirtilmektedir [38].



2.1.5. Ghrelin Hormonunun Insiilin ve Karbonhidrat Metabolizmasina Etkileri
Ghrelinin istahin ve viicut agirhginin fizyolojik olarak diizenlenmesinin yani
sira, insiilin ve glukoz metabolizmasinda da 6nemli rol oynadig ileri siiriilmiistiir [15].
Ghrelin dolagimdaki glukoz seviyelerini, GH salimimiyla, insiilin direncini arttirarak ve
glukoneogenezisi stimiile ederek ayarlar [39]. Ghrelinin insiilin sekresyonundaki etkisi
ile ilgili baz1 geliskili sonuglar bildirilmistir. Yapilan bir calismada, ghrelinin, normal ve
diyabetik sicanlarin pankreasindan insiilin sekresyonunu uyardigi tespit edilmistir.
Diyabetik sicanlarin langerhans adaciklarindaki ghrelin immiinreaktif hiicre sayisinin da
arttig1 gozlenmistir [40]. Ghrelinin intravendz uygulanmasinin, hem normal, hem de
obez insanlarda glukoz seviyesini arttirdig1 bildirilmistir [41]. insanda GH reseptdr
antagonistiyle birlikte uygulanmasi ise insiilin direncini bariz sekilde arttirdig

ooriilmiistiir [42].

2.1.6. Ghrelin Hormonunun Beslenme Davramisi ve Biiyiime Uzerine Etkisi

Ghrelin sekresyonunun diizenlenmesindeki en Onemli faktdr beslenmedir.
Plazma ghrelin seviyeleri aglikta artar ve gida alimindan sonra diiser [43]. Ghrelinin
besinlerin kullanimi ve metabolizmaya ait hormon salgilanmasinda da etkili oldugu
bilinmektedir [44].

Ghrelin kilo alimi1 ve yaglanmay: indiikler [45]. Periferal kandaki ghrelinin
konsantrasyonu arttiginda mide ghrelin seviyesinde azalma meydana gemektedir. Bazi
caligmalarda ghrelinin beslenme davranisi iizerine olan etkileri hakkinda bilgi saglamak
icin, kemirgen hayvanlara merkezi yada periferik olarak uygulanmasi ile besin alimina
ve vicut agirligmin artisgina sebep oldugu belirtilmektedir. Sicanlara ICV olarak
uygulanmasi, gida alimimi doza baglh sekilde arttirmigtir. Ghrelinin, genetik olarak GH
eksikligi olan siganlara ICV olarak uygulanmasi gida alimin stimiile eder: Bu bilgiler
ghrelinin  oreksijenik aktivitesinin GH sinyal yolundan bagimsiz oldugunu
gostermektedir. Ghrelinin devamli ICV olarak uygulanmasi, gida alimi ve yag
kitlesindeki artis1 stimiile ederek kilo alimina neden olur [46, 47]. Ghrelinin beslenme
iizerine olan etkisinin ii¢ sekilde olabilecegi goriisii kabul edilmektedir. Bunlardan
birincisi midede iiretilen ghrelinin dolasima gegmesi ve kan beyin bariyerinide aktif
transportla gecip istah1 uyarmasidir. Ikincisi, periferal sentezlenen ghrelinin, vagal

affrent sinir uglarmi uyarmasi sonucu GHS-R ekspresyonunu arttirarak niikleus



solitaryus araciligiyla hipotalamusun uyarilmasidir. Ugiincii ve sonuncusu ise ghrelinin
lokal olarak hipotalamustan salgilanarak, direkt néropeptid Y ve agouti iliskili protein
ve diger hiicreleri uyarmasidir [48]. Ghrelin, mideden beyine kanla taginarak oreksijenik
(istah artiric1) etki gosterdigi igin mide-beyin (brain-gut) peptidi olarak da
adlandirilmaktadir.

Ghrelinin, GH ile iliskisi ilk kesfedilen etkilerindendir. Ghrelin GH salinimini
hem in vitro hem de in vivo sartlarda doz bagimli olarak arttirmaktadir. GH salinimu iki
farkli yolla gerceklesmektedir: Birincisinde, GHRH hipofiz i¢ine biiyiime hormonu
salgilatict hormon reseptorii (GHRH-R) vasitasiyla girer ve intraseliiler siklik adenozin
monofosfat seviyesini yiikselterek GH salmumni uyarir. Ikincisinde ise biiyiime
hormonu salgilatici (GHS) ya da ghrelinin hipofiz membraninda bulunan GHS-R
vasitastyla hipofiz igine girmesi ve fosfolipaz C aktivasyonu sonucu intraseliiler Ca**

iyonu derisiminin yiikseltmesiyle GH salinimi uyarilir.

2.2. Sigir Ghrelin Hormonu

Ghrelin tek mideli tiirlerde 28 aminoasitli, ruminantlarda ise 27 aminoasitli bir
peptittir [16]. Dolasimda olan ghrelinin kii¢ciik bir kisminda, {i¢iincii aminoasit olan
serin, ghrelin o-agil transferaz (GOAT) enzimi tarafindan agillenmistir. A¢illenmis ve
acillenmemis (desacil) ghrelin dolasimda beraber bulunurlar [49]. Her iki ghrelin
formuda enerji homeostazinda beraber gorev alirlar ancak sadece agillenmis formu GH
salinimini uyararan GHS-R reseptorii ile iligkiye girerek endokrinolojik faaliyet gosterir
[5]. Sigir ghrelin hormonu obamasum oksintik bezlerinde izole edilmistir [50].

Sigir preproghrelin 116 aminoasitten olusmustur, olgun sigir ghrelin hormonu
ise 27 aminoasitten olugsmaktadir (Sekil 2.3). Olgun sigir ghrelin hormonunun, fare, rat,
domuz ve insan ile aminoasit sekanslarinin karsilagtirilmasi Sekil 2.4’ te verilmistir.
Sigir aminoasit sekans ile en yiiksek benzerlik %78,6 ile domuzda bulunmustur. insan,
rat, fare ile sigir preproghrelin aminoasit sekans benzerlikleri sirasiyla, %71,4, %75,
%75tir [51].

Ruminantlarda plazmadaki agil ghrelin konsantrasyonu beslenmeden once artar,
beslenmeye bagli olarak hizli bir sekilde diiser. Yani dolasimdaki agil ghrelin

konsantrasyonu pozitif enerji dengesi tarafindan kontrol edilir [52].
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Sekil 2.3. Sigir, preproghrelin ve olgun ghrelin hormonlariin aminoasit sekanslari.
Olgun ghrelin hormonunun sekansi gerceve i¢ine alinmistir. ([51] ve [60] numarah
kaynaklardan yararlanilarak hazirlanmistir.)

Sigir(27) GSSFLSPEHQ K—LQRKEAKK PSGRLKPR
insan(28) GSSFLSPEHQ RVQQRKESKK PPAKLQPR

Domuz(28) GSSFLSPEHQ KVQQREKESKK PAAKLKPR

Rat(28) GSSFLSPEHQ KAQQRKESKK PPAKLQPR
Fare(28) GSSFLSPEHQ KAQQRKESKK PPAKLQPR

Sekil 2.4. Olgun sigir ghrelin hormonunun diger birkag tiir ile aminoasit sekanslarinin
karsilastirmasi. ([51] ve [60] numarali kaynaklardan yararlanilarak hazirlanmistir.)

2.2.1. Sigir Ghrelin Hormonu ve Biiyiime Hormonu Tliskisi

Memelilerde, kandaki GH konsantrasyonu, oncelikle yas, beslenme ve emzirme
ile degisir. Siit sigirlarinda, dogum sonras1 dénemde GH salgis1 ve GH salgisina cevap
yiiksek, ergenlikten sonra artan yas ile beraber ise diisiiktiir [53]. Ancak olgun ineklerde
dogum sonrasi donemde ve laktasyon doneminde dolasimdaki GH hormonu
konsantrasyonu tekrar artar [54]. GH hormonu dogum sonrasi somatik gelisimde ve
protein sentezinin regulasyonunda gorev almasinin yaninda, siit ineklerinde laktasyon
déneminde siit iiretimi i¢in gerekli enerjinin saglanmasinda da 6nemli rol almaktadir
[55]. Ancak GHRH uyarisiyla GH salgilanmasiin yaslanmayla ineklerde baskilandigi

kanitlanmistir [56]. Bu nedenle olgun ineklerin laktasyon donemlerinde artan GH
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miktarmin GHRH tarafindan degil de GHS-R vasitasi ile ghrelin hormonu tarafindan
saglandig disiiniilmektedir [5].

Biiyiimekte olan ve laktasyon donemindeki sigirlarda iizerinde yapilan
caligmalarda, biiyiime donemindeki sigirlarin GH konsantrasyonlarmin artmasinda
GHRH’ nin o6nemli rol {istlendigi goriiliirken, laktasyon donemindeki sigirlarda
GHRH’ye gore ghrelin hormonun goreceli 6neminin daha yiiksek oldugu bulunmustur.
Bu sonuglar biiylime donemindeki GH salgisinin merkezi yolag: ile kontrol edildigi,
laktasyon doneminde ise beslenmeye bagli olarak periferal kontrol edildigini
gostermektedir [S]. Bununla Dberaber, Holstein diivelere, damar i¢i ghrelin
enjeksiyonu yaparak dolagimdaki GH konsantrasyonlarinin anlamli seklide arttigi
gosterilmistir [57].

Myint ve arkadaslar1 (2008) siitten kesim Oncesi ve sonrasi bogalar iizerinde,
ghrelin ve GHRH’ 1n plazmadaki GH ve diger metabolik parametreler iizerine sinerjik
etkisini incelemisler. 5 haftalik (siitten kesim Oncesi) ve 10 haftalik (siitten kesim
sonrasi) buzagilara 1.V. olarak ghrelin ve GHRH kombinasyonu, sadece ghrelin ve
sadece GHRH enjekte ederek GH {izerindeki tekil ve sinerjik etkilerini incelemisler.
Siitten kesim Oncesi buzagilarda hem tekil hem de sinerjik etkilerinin bulundugu
gozlenirken, siitten kesim sonrasinda tekil etkilerinin bulundugu ancak sinerjik

etkilerinin bulunmadigim gérmdiisler [58].

2.2.2. Sigir Ghrelin Hormonunun Viicut Yag Dagilimn ile fliskisi

Ghrelin kalori kisitlamasi ve yag tiikketimi sirasinda artan bir hormondur. Ghrelin
ve leptin hormonlariin, gida alimi, enerji metabolizmasi, yaglanma ve bunlarla beraber
yemden yararlanma ve viicut agirliginin kompozisyonu iizerine etkileri cesitli
caligmalarda gosterilmistir [1, 2, 3, 4].

Sigir disindaki hayvanlardan elde edilen sonuglara gore, ghrelin ve GHS-R yag
depolanmasinda, glukoz metabolizmasinda veya enerji homeostazinda direkt olarak
karaciger ve yag dokuyu etkileyerek anahtar rol oynamaktadir. Jennings ve arkadaslari
(2011) tarafindan 72 sigir {izerinde yaptiklar1 arastirmada; 8 sigir1  viicut
kompozisyonlar ile ilgili bilgiler edinmek amaciyla kesmisler, geriye kalan sigirlart iki
gruba ayirmig, ilk grup 111 giin boyunca diisiik enerjili diyet ile 112 ila 209. giinler
arasinda ise yiiksek enerjili diyet (DE-YE) ile beslenmislerdir. ikinci grup ise 1-209.
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glinler boyunca yiiksek enerjili (YE-YE) diyet ile beslemislerdir. Her iki gruptanda 88,
111, 160 ve 209. giinlerde kesilen hayvanlarin karkas kompozisyonu ve yine her
kesimden dnce toplanan kan 6rneklerinden ghrelin ve leptin konsantrasyonlarini tespit
edilmigler. YE-YE grubundaki hayvanlarin karkas toplam yag miktarlarinin, YE-DE
grubundakilere gore daha yiiksek oldugu tespit etmisler. Ancak karkastaki protein
oranina bakildiginda YE-DE grubundaki hayvanlarin daha fazla protein kazandiklar
goriilmiisler. Plazmadaki ghrelin, insiilin ve leptin oranlar1 karsilastirildiginda YE-YE
grubu hayvanlarm, YE-DE grubuna gore daha yiiksek degere sahip oldugu gérmiisler.
Siirekli YE diyet ile beslenen sigirlarda ghrelin konsantrasyonu yiikselirken, kilo artist
(vyaglanma) gozlenmis, ancak karacigeri yag doku ve kas dokuda GHS-R miktarinda
diger kontrol grubuna gore bir artis gdzlenmemis. Sigir metabolizmasinda ghrelin
hormonunun rolii olarak, viicut agirlig1 kazancinin kompozisyonu, yemden yararlanma
ve karaciger yaglanmasi gibi 6zellikleri etkiledigi sonucuna varmislar [4].

Borner ve arkadaglar1 (2013) ghrelin hormonunun, viicut ve karaciger yagi, siit
yagl igerigi ve yem alimi ile iligkisini inceledikleri calismalarinda, postpartum
donemindeki 16 siit inegine karaciger biyopsisi yaparak inekleri karaciger yag icerigine
gore; yiiksek (Y) ve diisiik (D) olmak iizere 2 gruba ayirmuslar. Iki grubun yem
alimlarin1 (dogumdan 6 hafta 6nce ve 2 hafta sonra) karsilagtirmiglar. Dogum 6ncesi
ineklerde, beslenme oOncesi toplam ghrelin konsantrasyonunu D grubu ineklerde Y
grubu ineklere gore daha yiiksek bulmuslar. Hem dogumdan 6nce hem de dogum
sonrasi ineklerin beslenme 6ncesi aktif ghrelin konsantrasyonlarina baktiklarinda ise,
aktif ghrelin ve aktif ghrelin/toplam ghrelin oranlarmin Y grubu ineklerde D grubu
ineklere gore yiiksek oldugunu tespit etmisler. Elde edilen sonugclar ile hem yem alimi
hem de yag metabolizmasinin diizenlenmesinde ghrelin hormonunun etkisi oldugu
sonucuna varmislardir. Aktif ghrelin/toplam ghrelin oraninin, sirt yag kalinligs,
karaciger ve siit yag icerigi ve ayni zamanda tiim viicut yag oksidasyonu ile iliski
oldugunu, laktasyona gecis doneminde gerekli adaptasyonun saglanmasinda rol

oynadigini gérmiislerdir [59].

2.2.3. Sigir Ghrelin Hormonu ve Kuru Madde Tiiketimi Tliskisi
Sigirlarda dolagimdaki ghrelin konsantrasyonu kuru madde tiiketimi (KMT) i¢in
gosterge olarak kullanilabilir. Foote ve arkadaglarn (2014) dolasimdaki ghrelin
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konsantrasyonu ile KMT, karkas ve biiyiime 6zellikleri arasindaki iligskiyi incelemisler.
Plazma metabolitleri, cinsiyet ve aktif ghrelin miktar1 ile yapilan ¢ok degiskenli
regresyon analizleriyle, KMT ile aktif ghrelin miktar1 arasinda pozitif iliski oldugu
tespit etmigler. Aktif ghrelin/toplam ghrelin oran1 ile KMT arasinda pozitif iligki
oldugunu gdérmiisler. Giinliik canli agirlik artis1 (GCAA) ile ilgili yaptiklari incelemede
aktif ghrelin ve aktif ghrelinin/toplam ghrelin oraninin GCAA ile pozitif iliskiliyken,
toplam ghrelinin negatif iliskili oldugunu tespit etmisler. Irklar arasindaki toplam
ghrelin konsantrasonlarinin farkli olmadigi, ancak aktif ghrelin konsantrasyonu ve aktif
ghrelin / toplam ghreline oranlarinin irklar arasinda farkli oldugunu tespit etmisler. Bu
sonu¢ genetik etkinin dolagimdaki aktif ghrelin miktar1 iizerine etkili oldugunu
gostermektedir. Toplam ghrelin konsantrasyonun sicak karkas agirligi ile iligkili oldugu
ancak diger karkas ozellikleri ile iligkisinin olmadig1 goriilmiis. Sonug olarak ghrelin
konsantasyonlarmin  KMT ile iliskili oldugu, genetik varyasyonlarin dolagimdaki
ghrelin konsantrasyonlar1 iizerine etkili oldugu, giinliik kilo alimi ve sicak karkas

agirhig ile iliskisi oldugu goriilmiis [6].

2.2.4. Sigir Ghrelin Hormonu Ureme Ozellikleri Tliskisi

Dovolou ve arkadaglar1 (2014), ghrelin hormonunun, iz vitro olarak iiretilen sigir
zigotlariin gelisiminde etkisini tespit etmek i¢in yaptiklar1 ¢caligmada, blastosit olusum
ylizdesini, metabolizma ile ilgili genlerin (apoptozis, implantasyon, oksidasyon genleri)
ekspresyon seviyelerini incelemisler.  Birinci deneyde 3 farkli konsantrasyonda
(GHR200 - 200 pg/ml, GHR800 — 800 pg/ml, GHR2000 - 2000 pg/ml) ghrelin hormonu
varliginda ve kontrol olarak (C) yoklugunda zigotlarin gelisimi incelenmis. 7, 8 ve 9.
giinlerde blastosit olusum orani incelenmis. ikinci deneyde ise sadece GHRS800
kullanilmis. Zigot olusumundan sonra 4 gruba ayirmiglar. Birinci grupta ve ikinci grup
(kontrol ve GHRS800) degistirilmeyen kiiltiir ortamina alinirken, tiglincii ve dordiincii
grup (kontrol N, GHR800N) her giin tazelenen kiiltiir ortamina alinmis. 7 giin sonra
blastositler, metabolizma genlerinin mRNA miktarlarinin 6l¢timii i¢in dondurulmus. 3.
deneyde ise embriyolar ikinci deneydeki gibi yetistirilmis ancak kiiltiir ortamina
almmamis. Birinci deneyin sonuglarinda GHR200, GHR800 ve GHR2000 arasinda
blastosit olusum yiizdesi arasinda bir fark goriilmezken, GHR800’ iin kontrol grubuna

gdre blastosit olusumunu ¢ok az baskiladigr goriilmiis. ikinci deneyde GHRS80ON
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grubunda, GHR800’e gore cok daha fazla blastosit olusum yiizdesi goriilmiis. 7 giinliik
gruplar arasinda en yiiksek olusum yiizdesi GHR800ON (Ghrelin hormonunun her giin
tazelendigi kiiltiir ortami, 800 pg/ml konsantrasyonda) grubunda gériilmiis. Uciincii
deneyde ise ghrelin biiyiik Gl¢iide blastosit olusumunu baskilamis. Gruplar arasinda,
metabolizma genlerinin mRNA miktarlarinda 6nemli farkliliklar bulmuglar. Sonugta
ghrelin varliginda iiretilen embriyolarin kontrol gruplarina gére daha kaliteli oldugu
sonucuna varmislar. Erken embriyonik gelisimde, ghrelinin etkisini gdsteren bu

caligmanin, daha detayli caligsmalar ile desteklenmesi gerektigi sonucuna varmiglar [60].

2.2.5 Sigir Ghrelin Geni ve Tek Niikleotid Polimorfizmleri

Ciftlik hayvanlarinda ekonomik ozellikler ile ilgili aday genler uzun siiredir
degerlendirilmektedir. Marker destekli seleksiyon ¢alismalarinda kullanilmak tizere bu
aday genlerdeki polimorfizmler kullanilmaktadir [62]. GHRL  genindeki
polimorfizmlerin tespit edilerek kantitatif 6zellikler ile iliskilendirilmesi marker destekli
seleksiyon ¢aligsmalarinda kullanilmak tizere yararli olacaktir.

Sigir ghrelin geni (GHRL), 22. kromozom {iizerinde bulunmaktadir. 5 ekzon 4
intron igceren GHRL geni 5030 baz ciftinden (GenBank: AM691749.1) olusmaktadir
(Sekil 2.5). Sigir GHRL gen bolgesinde simdiye kadar yapilan ¢alismalarda 608 TNP
tespit edilmistir. Bunlarda 57 tanesi kodlanan gen bolgesinde bulunan TNP’ lerdir [61].
Sherman ve arkadaglar1 (2008), 464 Serole, Angus 1rki ve Serole X Angus melezi sigir
iizerinde yaptiklar1 ¢alismada GHRL geni C>T polimorfizminin (rs110968631), yemden
yararlanma, biliyime ve karkas oOzellikleri iizerine iliskisini incelemislerdir.
rs110968631 polimorfizmi, 22. kromozomda bulunan GHRL geninin, 4. intronu
tizerindedir (Sekil 2.6) [61]. rs110968631 polimorfizminin yemden yararlanma ile ¢ok
az iliskili oldugu, ancak karkas 6zellikleri ile bir iligkisinin olmadigini bulmuslardir. CC
genotipinin frekansi 0,12 (8 hayvan) olarak ¢ok diisiik tespit edilmis, bu sebeple
allellerin baskinligini incelemek miimkiin olamamis. TT homozigot genotipin karkas
olgtileri tlizerine pozitif etkisi goriilmiis. GHRL geninin 4. intronunda bulunan bu C>T
polimorfizminin (Sekil 2.6) aminoasit degisikligine sebep olmayacagini, ancak ghrelin
hormonunun aktivitesine etki eden baska bir TNP ile olan baglanti dengesizligi
neticesinde yemden yararlanma {izerine etkisini gosteriyor olabilecegi sonucuna

varmiglardir [62].
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Sun ve arkadaglar1 (2011) 1173 Cin si@irin dogum agirliklarmi, viicut agirlik,
viicut uzunluk, sagn yiiksekliklerini, gdgiis cevrelerini ve ortalama giinliikk kilo
alimlarim farkl periyotlarda (6, 12, 18, 24 ay) kayit altina almislardir. GHRL geni
iizerinde tek zincir konformasyon polimorfizmi (SSCP) analizi ile TNP’ lerin yerlerini
tespit etmisler ve sekans analizi ile hangi niikleotid degisikliklerinin oldugunu
bulmuslardir. Tablo 2.1°de bulunan TNP’ ler ve frekanslar1 belirtilmistir. TNP’ lerin
gen lizerindeki yerleri Sekil 2.7 da sematize edilmistir. Kayit altina alinan kantitafif
ozellikler ile tespit edilen TNP’ ler arasinda yapilan iligki analizleri neticesinde herhangi

bir iligki tespit edilememistir [63].

Tablo 2.1. Cin Sigirlarinda tespit edilen polimorfizmler ve frekanslar1 [63]

Allele Chinese Holstein «“
TNP

Max. Min | Max. Min Max. Min
50 UTR_12G>A | g.267 G A 0.567 | 0.433 0.710 0.290
50 UTR_-8G>A g.271 G A 0.551 0.450 0.380 0.620
EX1 11C>T 2.290 C T 0.370 | 0.630 0.570 0.430
IVS1+26A>G 2.326 A G 0.697 | 0.303 0.640 0.360
IVS1+27T>C g.327 T C 0.697 | 0.303 0.640 0.360
IVS1+120C>A 2.420 C A 0.079 | 0.921 0.050 0.950
IVS1+269A>G 2.569 A G 0.551 0.449 0.380 0.620
IVS2+94C>T 2.945 C T 0.829 | 0.171 0.950 0.050
IVS2+142C>T 2.993 C T 0.829 | 0.171 0.950 0.050
IVS4+375A>G 2.4491 A G 0.800 | 0.200 0.853 0.147
EX5 47G>A 2.4644 G A 0.900 | 0.100 0.927 0.073
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Sekil 2.7. Cin irki sigirlarda tespit edilen 11 TNP’ nin GHRL geni {izerindeki konumlar1
[63]

2.3. Yerli Bozirk Sigir1 ve Onemi

Yerli rk sigir yetistiriciligi kirsal kesimdeki gelir diizeyi diisiik olan halkin
gecim kaynagi olma 6zelligini devam ettirmektedir. Yerli ik sigir yetistiriciligi diger
kiiltiir hayvan 1irklarina kiyasla, sahiplerine fazla ekonomik kiilfet yiiklemeden
yetistirilmekte ve yoredeki bitkisel dogal kaynaklar1 verimli bir bigcimde
degerlendirebilme  kabiliyetindedirler.  Tiikettikleri  bitkisel kaynaklar1  insan
beslenmesinde 6nemi olan hayvansal kaynakli proteinlere doniistiiriirler. Kirsal kesimde
yasayan insanlarin hayvansal gida ihtiyaglarin1 da kargilamaktadirlar. Yerli sigir
irklarmin siit verimleri ¢ok diisiik oldugundan et {iiretimi igin yetistiricilikleri 6ne
cikmistir. Isletme ici damizlik dis1 kalan yerli ik sigirlar, genellikle kasaplik olarak
degerlendirildikleri icin sigir popiilasyonu i¢indeki oranlan gittikge azalmaktadir. Boz
sigir irkinin mensei zoolojik arastirmalara gore Bos Taurus Primigenius’un alt gurubuna
girmektedir. Ingilizce kaynaklarda Grey Steppe adi ile gegmektedir. Avrupa da yasayan
baz1 yerel gri sigirlarin akrabasi olduguna inanilir. Bozirk sigir, Ukrayna’nin bozkir
kokenli sigiridir. Avrupa’da bu irka benzer ve akraba olan irklar EAAP-AGDB
verilerine goére, Iskar Gri (Bulgaristan), Istrian (Hirvatistan), Dalmagya Grisi

(Hirvatistan), Slovenya podolian (Hirvatistan), Katerin (Yunanistan), Sykia
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(Yunanistan), Macar Grey (Macaristan), Cinisara (italya), MareManna (italya),
Podolicia (italya), Romen step (Romanya), Ukraynaca Grey (Ukrayna), Istrian
(Yugoslavya) irklaridir. Trakya ve Marmara Bolgesi illerinde 1950’11 yillarin baslarinda
yaklagik olarak 1-1.2 milyon bas Bozirk sigirin varligi bilinmektedir. Bu giin ise bu
say1, saf Bozirklarda bin bagin altinda oldugu tahmin edilmektedir. Bozirklar 6nceleri
Trakya, Giliney Marmara, Kuzey Ege ve Orta Anadolu’nun Batisinda yaygin olarak et,
stit ve ¢eki hayvani olarak yetistirilmislerdir. Giderek sayilar1 azalan Bozirk sigirlarin
bagisiklik sistemi ¢ok iyi gelismis olup, paraziter hastaliklarin bulasik oldugu meralarda
tehlikesizce otlatilip extansif yetistiriciligi yapilmaktadir. Bozirk Marmara bolgesinin
tek yerli sigir wkidir. Trakya ve Bati Anadolu’da ge¢mis yillarda yaygin olarak
yetistirilmesine ragmen gilinlimiizde saf Bozirk sayis1 kesin bilinmemekte ve de yok
olma tehdidi altindadir. Marmara Bolgesi ve Trakya’nin yiiksek rakimli, engebeli,
ormanlik dar alanlarinda ve az sayida kalmistir. Diger irklar ile melezleme calismalari
ve veriminin diisiikliigii nedeniyle Bozirk yok olma tehtidi altindadir. Bilindigi gibi
daglik bolgelerdeki sigirlar ovalik bolgelerdeki hayvanlara nazaran ciisse itibariyla
genellikle daha kiigiiktiirler. Kiiltiir irklara gore kiiciik ciisseli yerli irklar dik meyilli
meralarda otlayabilmekte, dar ve tehlikeli patikalarda yiiriiyebilmektedirler. Daglik
arazinin kisith yem durumu, hayvanin ciissesini kii¢iiltmektedir. Bozirkin yapisi,
meralarda otlatma ve yetistirme tarzina uygun gelismistir. Meray1 kaplayan bitkilerin
genel karakterleri de Bozirkin adaptasyonuna tesir etmistir. Bozirk sigirlar; niteliksiz
kaba yemlerden (sap ve saman vb.) kiiltiir irklarma gore daha iyi yararlanma
kabiliyetinde olup oldukg¢a geligmis bir sindirim sistemine sahiptirler. Her tiirlii olumsuz
doga ve iklim sartlarinin yaninda hastalik ve zararlhlara kars1 da oldukc¢a dayaniklidirlar.
Dogada higbir insan miidahalesi olmadan yasama, beslenme ve ilireme yetenegine
sahiptirler. Kis dahil yilin tamamini dogada serbest siiriiler halinde gegirirler.
Yetistiriciler bu yar1 yabani hayvanlar i¢in herhangi bir kesif yem vermezler, veteriner
ve ilag gibi saglik giderleri de yok denecek kadar azdir. Tamamen ekstansif yetistiricilik
yontemiyle buzagi ve et {iretimine yonelik olarak yetistirilirler. Erkekler genellikle iki
yasindan sonra kurbanlik veya kasaplik olarak degerlendirilirler. Tiirkiye’de organik,
bitkisel ve hayvansal iirlinler iiretimi, islenmesi ve pazarlanmasi 22145 sayili T.C.
Resmi Gazetesinde “Bitkisel ve Hayvansal Uriinlerin Organik Metodlarla Uretilmesine

[liskin Y&netmelik” ile diizenlenmisti. Bu baglamda, dzellikle tarim, hayvancilik ve su
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iiriinlerinde, yerli tiirlerin ve geleneksel iiretim bicimlerinin korunmasi ve
gelistirilmesine ve oOzellikle de gen kaynaklarimin kullanimima 6nem verilmelidir.
Biyolojik kaynaklarin verimsiz ve yanlhs kullanimi1 yoksullugun hizla artmasina neden
olmaktadir. Organik hayvancilik mevcut ekosistem igerisinde uygulanan alternatif bir
modeldir. Tiiketici talebine yonelik yiiksek kaliteli, saglikli ve giivenilir organik
hayvansal et iriinii {iretiminde Gilimiishane-Kelkit'te ekolojik siit ve et sigirciligi
isletmeleri model alinabilir. Organik hayvansal iiretim yapan yaklasik 1.500 ciftei
ailesini kapsayan bu proje, Bozirk ve yetistirildigi icin Marmara Bolgesinin engebeli

arazi ve meralarinin degerlendirilmesinde model alinabilir [64].

2.4. Ghrelin Hormonunun Sigir Verim Ozellikleri ile Tliskisi

Ghrelin  hormonun, laktasyon donemindeki sigirlarda GH salgilatarak
beslenmeye bagl siit verimini regiile ettigi [5], siit yag icerigi ve sirt yag kalinlig1 ile
iligkili oldugu [59], viicut agirlik kazancinin kompozisyonu, karaciger yaglamasi ve
yemden yararlanma [4], kuru madde alimi [6] ve erken embriyonik gelisimde [60] etkili
oldugu bilinmektedir.

Irklar arasindaki aktif ghrelin ve aktif ghrelin/toplam ghrelin oraninin farkli
olmasi, genetik etkinin dolasimdaki aktif ghrelin miktar1 tizerine etkili oldugunu
gostermektedir [6]. GHRL geni iizerindeki polimorfizmlerin tespit edilerek, aktif
ghrelin hormonu konsantrasyonu ve sigir verim Ozellikleri ile iliskilerinin tespiti
onemlidir. rs110968631 C>T polimorfizminin yemden yararlanma ve karkas olciileri
iizerine etkisi oldugu tespit edilmistir [62]. Ancak simdiye kadar GHRL geni ve
hormonu iizerine yerli sigir irklarimizda yapilmig bilinen bir c¢alismaya
rastlanilmamustir.

Bozirk sigirlarda  GHRL geni {iizerine yaptigimiz c¢alismayla ilgili genin
rs110968631 polimorfik lokusundaki allel frekanslar1 ve popiilasyondaki genotipik
frekanslar1 belirlenerek, ileride yapilacak islah ¢aligmalar i¢in arastirmamizin faydal
olacagr ve 1wrkin genotipik yapisim1 belirleme c¢alismalarina katki saglayacagi

distintilmektedir.
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BOLUM 3

MATERYAL VE METOT

3.1. Ornekler

Tez ¢alismasinda, 2010-2011 yillarinda Kesan mezbahasinda kesilen 75 Bozirk
sigirdan alinan doku oOrnekleri {izerinde ¢alisilmistir. Alinan doku 6rnekleri, ¢alisma
baslaymncaya kadar, -20 °C’ de derin dondurucuda saklanmstir. Ornekler iizerinde
yapilan ¢aligmalar, Trakya Universitesi Kesan Meslek Yiiksekokulu Biyoteknoloji ve

Genetik Laboratuvarinda yiiriitilmiistiir.

3.2. DNA Ekstraksiyon

Doku orneklerinden DNA ekstraksiyon islemi, FujiFilm yar otomatik DNA
ekstraksiyon cihazi ve yine ayni markanin dokudan DNA ekstraksiyon kitleri
kullanilarak, iiretici talimatlarina uygun olarak yapilmistir. DNA ekstraksiyonuna, 25
mg doku Ornegi ile baslanmis, kolonda toplanan DNA’lar 150 pl eliisyon sivist ile
koleksiyon tiiplerine toplanmuistir.

Ekstrakte edilen DNA miktarin1 hesaplamak i¢in, ekstraktlardan 40 pl alinarak
960 ul ultraviyole saf su ile sulandirilmig, yani 1/25 oraninda seyreltilmistir. Seyreltinin
optik dansitesi, “Thermo Spektonic Aquamate” spektrofotometre cihazi ile 260 nm’ de
iki defa olciilerek ve ortalamalar1 alinmustir. Olgiimlerde, 1 ml’ lik kiivet (Hellma
Analytics) kullanilmistir. 50 ng/ul konsantrasyondaki DNA’ nin 260 nm’ deki
absorbansi 1 olmasi bilgisine dayanarak [65], 260 nm’ de bulunan ortalama absorbans,
seyreltmeden gelen 25 ve daha sonra 50 ile carpilarak, 1 pl’ de ki DNA miktar1 ng
olarak hesaplanmistir. Bu hesaplamalar 75 6rnek i¢in yapilmistir (Tablo 3.1).

Ekstrakte edilen DNA’ lar, spektrofotometrik Ol¢limleri yapildiktan sonra

caligma yapilincaya kadar -20 °C’ de derin dondurucuda saklanmaistir.

21



Tablo 3.1. DNA ekstraksiyonu yapilan 75 6rnegin (ON) 260 nm’ de dlgiilen absorbans
degerleri (OD) ve 1 ul” deki DNA miktarlari.

ON 1.0D 2.0D ng/pl | ON 1.0D 2.0D ng/ pl
1 0,031 0,024 34,375 39 0,028 0,028 35,000
2 0,018 0,021 24,375 40 0,017 0,026 26,875
3 0,013 0,014 16,875 41 0,019 0,029 30,000
4 0,019 0,015 21,250 | 42 0,028 0,039 41,875
5 0,011 0,012 14,375 43 0,019 0,017 22,500
6 0,017 0,01 16,875 44 0,011 0,016 16,875
7 0,015 0,011 16,250 | 45 0,015 0,013 17,500
8 0,022 0,015 23,125 46 0,023 0,023 28,750
9 0,030 0,028 36,250 | 47 0,026 0,028 33,750
10 0,019 0,022 25,625 48 0,032 0,027 36,875
11 0,028 0,035 39,375 49 0,035 0,038 45,625
12 0,037 0,033 43,750 50 0,013 0,014 16,875
13 0,026 0,034 37,500 51 0,015 0,019 21,250
14 0,020 0,027 29,375 52 0,022 0,011 20,625
15 0,023 0,033 35,000 53 0,023 0,027 31,250
16 0,014 0,017 19,375 54 0,039 0,033 45,000
17 0,033 0,016 30,625 55 0,018 0,012 18,750
18 0,038 0,027 40,625 56 0,014 0,014 17,500
19 0,021 0,016 23,125 57 0,016 0,011 16,875
20 0,023 0,017 25,000 58 0,017 0,009 16,250
21 0,033 0,029 38,750 59 0,008 0,011 11,875
22 0,036 0,030 41,250 | 60 0,019 0,017 22,500
23 0,020 0,014 21,250 | 61 0,038 0,041 49,375
24 0,018 0,014 20,000 | 62 0,024 0,028 32,500
25 0,018 0,008 16,250 | 63 0,028 0,033 38,125
26 0,014 0,015 18,125 64 0,036 0,024 37,500
27 0,040 0,033 45,625 65 0,033 0,034 41,875
28 0,025 0,020 28,125 66 0,011 0,017 17,500
29 0,018 0,013 19,375 67 0,027 0,021 30,000
30 0,015 0,015 18,750 | 68 0,029 0,019 30,000
31 0,044 0,041 53,125 69 0,036 0,028 40,000
32 0,021 0,021 26,250 | 70 0,011 0,016 16,875
33 0,030 0,028 36,250 | 71 0,021 0,017 23,750
34 0,019 0,019 23,750 | 72 0,016 0,023 24,375
35 0,041 0,042 51,875 73 0,025 0,030 34,375
36 0,029 0,031 37,500 | 74 0,024 0,028 32,500
37 0,023 0,028 31,875 75 0,015 0,019 21,250
38 0,033 0,040 45,625
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3.3. ARMS-PCR Metodu

ARMS-PCR metodu ilk defa Newton ve arkadaslar1 (1989) [66] tarafindan, tek
nokta mutasyonlar ve kiiclik delesyonlar tespit etmek i¢in tasarlanmistir. Temel olarak,
iki farklit DNA kalib1 (mutant ve dogal) i¢in tasarlanmis iki farkli primer ile yapilan
amplifikasyon sonucu, iiriin olusumuna gore genotipin tespit edildigi bir metottur (Sekil
3.1). Mutasyonun bulundugu bdlgeyi sinirlayan dig primerler (outer) ve allel spesifik
primerler (inner) ile yapilan PCR sonrasi, herhangi bir isleme gerek kalmadan firtinlerin

jel elektroforezinde kosturulmasi ile genotip tespiti yapilabilmektedir.

Outer primer ’A Mismatch Inner AS primer
e e G o
Gallle > ¥ 5 =
3 8 5 3 C 5'
I AS pri ’ i
nner primer Mismatch T Outer primer
Inner AS primer Outer primer ’G Mismatch
e A —
5 A 3 5 A 3
A allele " ; "
3 T T 5
/4— — T <t
Mismatch C) Outer primer Inner AS primer
PCR | PCR |
PCR product:
Not allele-specific
B S— — (G —
G allele-specific
C e —C
A allele-specific — | — A
e T e— ——————" —
Gel electrophoresis 1 Gel electrophoresis 1
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Not allele-specific Not allele-specific
G allele-specific A allele-specific
A allele-specific — — G allele-specific — —
A. Tetra-primer set 1 B. Tetra-primer set 2

Sekil 3.1. ARMS-PCR metodunun sematize edimis anlatimi [67].

3.3.1. Primer Tasarimm

rs110968631 TNP ilk olarak Sherman ve ark. [62] tarafindan DNA dizi analizi
ile tespit edilmistir. rs110968631 TNP {izerine literatiirde baska herhangi bir calismaya
ulagilmamigtir. Caligmamiz igin rs110968631 TNP’ ni belirlemeye 6zgli primerler
tasarlanmig ve bunlar ile ARMS-PCR ve PCR-RFLP metotlar1 karsilastirilmistir.
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Primer tasarimi i¢in “Primerl” [68] programi kullanilmistir. 332. niikleotidi
polimorfik olan, 664 b¢’ lik dizi (Sekil 3.2), programa girildi (Sekil 3.3). Programa
polimorfik nokta ve primerler icin istenilen 6zellikler girildikten sonra, 10 adet primer
seti ¢ikt1 alindi. Primerl programindan ¢iktisi alian primer setlerinden, Tablo 3.2° de
belirtilen 4 primer, “OligoAnalizer 3.1” [69] ve “NCBI Blast” [70] programlar ile

degerlendirildikten sonra secildi

Tablo 3.2. ARMS-PCR metodu i¢in tasarlanan primer seti ve iiriin boyutlari.

Primer . . .
kodu Primer dizisi Uriin Boyutu (b¢)

Fi Forward inner primer (T allele) 265
GCACGGGTTTGATCCCTTGT

Ri Reverse inner primer (C allele) 198
CGTGGGGATCTTAAGTTCCCAAG

FO Forward outer primer
AGAGCTTCTGAGGGTGGGAGAAC 420

RO Reverse outer primer
AAGAGTCGTCACTCAGTACCCGTG

Tablo 3.2° de verilen primerler ile yapilan PCR sonrasi, incelenen Ornek,
homozigot TT genotipine sahip oldugunda, agaroz jel elektroforezinde FI, RO
primerlerinin olugturacagi 265 b¢’ lik tirlin ve FO, RO primerlerin olusturacagi 420 bg’
lik iiriiniin goriilmesi beklenilmektedir. Ornek, homozigot CC genotipine sahip
oldugunda ise, Ri, FO primerlerinin olusturacagi 198 b¢’ lik iriin yanindan yine FO ve
RO primerlerinin olusturacagi 420 b¢’ lik iiriin beklenilmektedir. Ornegin heterozigot
olmasi durumunda ise 198, 265 ve 420 b¢’ lik iirlinlerin olusmasi beklenilmektedir

(Tablo 3.3).

Tablo 3.3. ARMS-PCR metodu, agaroz jel elektroforezinde goriintiilenen iriinler ile
genotip teshisi

Genotip Primerler Uriin

. FI-RO 265
Homozigot TT FO-RO 420
. Ri-FO 198
Homozigot CC FO-RO 420
FI-RO 265

Heterozigot CT Ri-FO 198
FO-RO 420
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TGCGGGEECGCGTTGET TTTCATTGRAART GTGARAT TTCTGTCTITGGTGARATARACAT TTTGAACCTT
TGCATCCATCTGAGCAT TTATTCACTGCCTACTCTAGTACCCCT CAGAGCCCCACGTGGT CTCGGRAAGTG
TCCCGEGARGCCAGGTGAGAGCTTCT GAGGGTGGGAGAACGGACAGGTERTTGETCCCAGGGCCACTCALT
CGTTAGCCAGGGTTTCT GRAACGCRAAGAGGTCARGT CARAGAGCTGTGTCCGEGACTTCCCTGGCGGETCE
ACTGGTTAAGACTCCATGCTTCCACTACAGEGGCACGGETTTGATCCC TGGCTGGGGRACTTARGATCCC
CACGCTTTACAGT GTAGCCAAAARARGRAARRACCACCARRARRRCCTCRAACTGTIGTCTGCTCTCCTCCCG
TTGCCCTCCGETTTGGCTTCCCTTCCACAGGGGGLEGAGGAGAT GTGCTGT AACGGTGAGRAGGAGCGEGLE
CAGAGTTGGACTGTGCCACTTCGGCCCETCCCCTARRAGCTGGEGCCCTGRACCCAAT CCCCCACGGGTA

TTTTGTTACTCAT GGGCAGGCTCCCACTGGGACT

Sekil 3.2. Primerl programina girilen 664 bg’lik bolgenin sekansi. Polimorfik niikleotid
kirmizi ile renklendirilmistir.

PRIMER]1: primer design for tetra-primer ARMS-PCR

Source sequence [up to 1000 bases)

CACGCTTTACAGTGTAGCCARAR AR ACAN AL CCACCARARARACCTCAACTETETCTED -
TCTCCTCCCG
TTGCCCTCCGGTTTGGCTTCCCT TCCACAGGG GG CRAGCAGAT CTGETCTARCGECRAG
AGGAGCEGCD

CAGAGTTGEACT T R CACTTCGGECCTCCCCTAAAAGCT CEFCLCCTERACCCARATCC
CCCACGGCTA
CTGAGTGACGACTCTTTGGCAL R CAGCAAT TAGAACCTCTTT TCAGAGGCAGGLT GLEGA
ATGAALCCTG

TTTTCTTACTCATGECCAGGCTCCCACT CLEACT

Position of NP from start of sequence
332

Allels 1

-

Allels 2

T

Ciptivmm primer size

20

Maxmnmum primer size

28

Minnom primes size

18

Qiptinoam (inner] product sizs
150

Maminmum (mmner) product size
300

Mininom (mmner] product size
S0

Sekil 3.3. ARMS-PCR c¢alismasi primer tasariminda Primer] programina veri girisi.
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3.3.1.1. Secilen Primer Setinin Uygunlugunun Kontrolii

Dizayn edilen dig ve i¢ primerlerin mevcut tek nokta polimorfizmini tespit
etmelerinin yaninda; hetero dimer, self dimer ve sa¢ tokasi olusturmamalari, guanin-
sitozin (GC) igeriklerinin %40-60 arasinda olmasi, tasarlanan 4 primer arasindaki erime
sicaklik (Tm) farklarimin 4 °C’ den biiylik olmamasi, uzunluklarmin 18-24 niikleotid
olmasi1 gibi genel sartlar1 saglamasi gerekmektedir [71]. Bu 6zellikler “OligoAnalizer
3.1” programu ile kontrol edilmistir.

2 mM Mg"", 0,2 mM her dNTP igeren PCR karisgiminda primerlerin ézellikleri
Tablo 3.4’te verilmistir. Primerlerin, PCR sicakliklarinda hetero ve self dimer, sac
tokas1 yapisi olusturmadiklari ve Tm, uzunluk, GC igerigi bakimindan uygun olduklar

goriilmiistiir.

Tablo 3.4. Tasarlanan primerlerin erime sicakliklari, uzunluklar ve GC igerikleri

PI?O“;? Tm (°C) Uzunluk % GC
Fi 61,5 20 55,0
Ri 61,4 23 522
FO 63.8 23 56,5
RO 63,9 2 )

3.3.1.2. Secilen Primer Setinin Ozgiinliigiiniin Kontrolii

Kullanilacak primerlerin, incelenecek bolge haricinde farkli gen bolgelerine
baglanmamasi gerekmektedir. Alinan sonuclarin dogrulugu ve PCR basarisi icin
ozgiinlik ¢ok onemlidir. Secilen primerlerin 6zgilinliigii, NCBI Blast programinda
incelenmis ve Bos taurus tiirinde GHRL geninin ilgili bolgesi hari¢ genomda farkl1 bir

bolgeyle uyusmadiklari goriilmiistiir.

3.3.2. PCR Optimizasyonu

Kullanilan bilesenlerin, sicaklik ve siirenin PCR i¢in optimum miktarda olmas,
reaksiyonu inhibe edecek bilesenlerin uzaklastirilmasi, kontaminasyon riskinin en aza
indirilmesi elde edilen sonuglarin giivenilirligi ve tekrarlanabilirligi i¢in 6nemlidir.
Verimli sonug almak icin dNTP, Mg™", DNA polimeraz enzimi, primerler ve tampon

cozeltisi konsantrasyonlarinin iyi ayarlanmasinin yaninda, primerlerin baglanma
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sicakliklar1 ve dongii sayilart i¢in optimumlarin, klasik PCR ile yapilan testler

sonucunda bulunmasi ile 6rneklerin ¢aligilmasina gecilmistir [72].

3.3.2.1. PCR Karisimi

Arastirmamizda, tim PCR’ lar i¢in, Fermantas marka “PCR Mastermix (2x) —
K0171” hazir PCR karigimi ireticinin talimatlarma uygun olarak kullanildi. Boylece
karisim hazirlanmasi esnasinda meydana gelebilecek kontaminasyonlar1 ve kullanici
kaynakli pipetleme hatalarin1 en aza indirgemis olduk. Kullanilan ticari karigimin
icerigi; 0,05 U/ul Tag DNA polimeraz, reaksiyon tamponu, 4 mM MgCl,, her bir
dNTP’den 0,4 mM seklindedir.

Tam PCR karigimina dahil olan mastermix, primer, 6rnek DNA, su miktarlar
Tablo 3.5’ te belirtilmistir. Outer primerlerin allel secici 6zelligi olmamasi nedeni ile
miktarlar1 5 pmol olarak ayarlanmisken, inner primerler 10 pmol olarak reaksiyon

karigimina dahil edilmistir. 50 pmol 6rnek DNA ve 4,5 ul su karisima katilmistir.

Tablo 3.5. ARMS-PCR i¢in kullanilan PCR karisiminin icerigi.

Miktar Icerik
12,5 ul Mastermix (Fermantas)
0,5 pl Outer Forward Primer (5 pmol)
0,5 pl Outer Reverse Primer (5 pmol)
1ul Inner Forwar Primer (10 pmol)
1 pl Inner Reverse Primer (10 pmol)
Sul Ornek DNA (50 pmol)
4,5 ul Niikleaz Igermeyen Su (Fermentas)
Toplam hacim; 25 pl

Deney, ekstrakte edilen DNA’ lardan PCR karisimina 50 pmol eklenecek sekilde
tasarlanmigtir. Bu sebeple, daha dnce ekstraktlarda hesaplanan DNA miktari (Tablo3.1.)
10 pmol/pl olacak sekilde, ultraviyole saf su ile seyreltilmistir (Tablo 3.6). Ekstrakte
edilen DNA’lardan 20 pl alinmis, son konsantrasyonda 10 pmol/ul DNA icermesi i¢in

iizerine eklenmesi gereken su miktar1 “M;xV=M; xV,” formiilii ile hesaplanmistir.
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Tablo 3.6. Ekstrakte edilen DNA konsantrasyonunun 10 pmol/ul’ ye ayarlanmasi

Ornek 10 pmol/pl i¢in Eklenecek Ornek 10 pmol/pl i¢in Eklenecek
Numarasi1 | Su Miktari (20 pl iizerine) Numaras1 | Su Miktar: (20 pl iizerine)

1 24,375 39 25,000
2 14,375 40 16,875
3 6,875 41 20,000
4 11,250 42 31,875
5 4,375 43 12,500
6 6,875 44 6,875
7 6,250 45 7,500
8 13,125 46 18,750
9 26,250 47 23,750
10 15,625 48 26,875
11 29,375 49 35,625
12 33,750 50 6,875
13 27,500 51 11,250
14 19,375 52 10,625
15 25,000 53 21,250
16 9,375 54 35,000
17 20,625 55 8,750
18 30,625 56 7,500
19 13,125 57 6,875
20 15,000 58 56,875
21 28,750 59 1,875
22 31,250 60 1,750
23 11,250 61 39,375
24 10,000 62 22,500
25 6,250 63 28,125
26 8,125 64 27,500
27 35,625 65 31,875
28 18,125 66 7,500
29 9,375 67 20,000
30 8,750 68 20,000
31 43,125 69 30,000
32 16,250 70 6,875
33 26,250 71 13,750
34 13,750 72 14,375
35 41,875 73 24,375
36 27,500 74 22,500
37 21,875 75 11,250
38 11,250
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3.3.2.2. Gradient PCR ile Optimum Baglanma Sicakhiginin Bulunmasi

PCR c¢alismalan i¢in tasarlanmis bilgisayar programlari, reaksiyona girecek
bilesiklerin miktarlarim1 ve primerlerin baglanma sicakliklarini hesaplama konusunda
bize fikir verse de, calisilan laboratuvar kosullarinda optimum baglanma sicakliklarinin
bulunmasi i¢in gradient PCR calismasinin yapilmasi gerekmektedir. 96 kuyucuklu bir
PCR cihazinda, ayn1 anda 12 farkli baglanma sicakligini degerlendirmek miimkiindiir.
Biz OligoAnalyzer 3.1 programi ile yaptigimiz degerlendirmede Fi, Ri, FO, RO
primerleri i¢in baglanma sicakliklarimi sirasiyla; 61,5 °C, 61,4 °C, 63,8 °C, 63,9 °C
olarak tespit ettik. Bu sicakliklar1 ortaya alarak, 55-66 °C’ ler arasinda, Tablo 3.5’te
verilen PCR karigimi igerigini kullanarak ve Tablo 3.7’de verilen PCR protokoliinii
kullanarak gradient PCR caligmasim gerceklestirdik. Agaroz jel elektroforezinde
kosturulan PCR iiriinlerinin goriintiilenmesi sonucunda 3 farkli boyuttaki bandin elde

edilmesi i¢in en uygun baglanma sicakliginin 61 °C oldugunu tespit ettik (Sekil 3.4).

Tablo 3.7. Gradient ARMS-PCR ¢aligmasinda uygulanan PCR protokolii.

Sicakhik Siire Dongii
95°C 10 dakika 1
95 °C 30 saniye

55-66 °C 30 saniye 30
72 °C 30 saniye
72°C 10 dakika 1

3.3.2.3 Gradient PCR Uriinlerinin Agaroz Jel Elektroforezinde Goriintiilenmesi

Agaroz jel elektroforezi (AJE) cogaltilan DNA fragmentlerinin biiyiikliiklerine
gore ayrilmasini saglar. Elektrik akimi altinda DNA fragmentleri eksiden artiya dogru
hareket eder. Molekiil agirlig biiyiik fragmentlerin kiiciik fragmentlere gore daha yavas
hareket ettigi esasina dayanir.

ARMS PCR iiriinlerini %2’lik AJE’ de yiiriiterek goriintiiledik (Sekil 3.4). Jel
hazirlanmasinda “Sigma-Aldrich- A7431” marka agaroz, “Merck 1.11608.0030” marka
etidyum bromid ve “Multicell” marka 10X TBE (Tris-Borik Asit-EDTA) tamponu
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Sekil 3.4. Gradien (55-66 °C) ARMS-PCR calismasi, agaroz jel elektroforez goriintiisii.

kullandik. Elektroforez tanki olarak “Thermo OWL A2”, giic kaynagi olarak ise
“Thermo EC 300 XL” kullandik.

150 ml, %2’ lik agaroz jel hazirlandiktan sonra, 5 ul Etidyum Bromid (10
mg/ml) katilarak katilasmasi i¢in tanka dokiilmiistiir. 0,5 X, 1 litre TBE tamponun tanka
eklenmesinin ardindan, her bir PCR fiiriiniinden 20 pl kuyucuklara yiiklenmistir. ilk ve
son kuyucuklara 100 b¢’ lik DNA marker (Fermentas SM0241) 10 pl yiiklenmistir. 180
volt altinda 60 dakika kosturulan orneklerin fotograflart “DNR Minibis Pro” marka
goriintiileme sistemi ile ¢ekilmistir.

Calisma neticesinde allel spesifik bantlarin ve dis primer bandinin en verimli

(belirgin) sekilde olustugu sicakligin 61 °C oldugu goriilmiistiir.

3.3.3. Orneklerin ARMS-PCR Metodu ile Calisiimasi

75 s1g1ir 6rneginden izole edilen DNA’ larin konsantrasyonu 10 pmol/ul olacak
sekilde ayarlandi. Tablo 3.5’deki PCR karisimi ve Tablo 3.7’°deki protokol (baglanma
sicakhigi 61 °C) uygulanarak ARMS-PCR islemi gergeklestirildi. Bolim 3.3.2.3.’te
belirlenen agaroz jel elektroforezi sartlarina uygun olarak sonuglar goriintiilendi.

Calismamiz sonucunda, 6rneklerde 3 farkli genotipide goriintiiledik (Sekil 3.5).
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Sekil 3.5. ARMS-PCR metodu ile tespit edilen 3 genotipin agaroz jel elektroforezi
goriintiileri.

3.4. PCR-RFLP Metodu
TNP’ ler restriksiyon enzimleri i¢in farkli kesim bolgeleri olugturur. PCR-RFLP
metodu, restriksiyon enzimleri ile kesim islemine tabi tutulan, mutant ve dogal tipteki
DNA fragmentinden farkli biiyiikliiklerde bantlar elde edilmesi esasina dayanir [73].
Enzim ile kesilen amplifiye edilmis DNA fragmentleri, agaroz veya poliakrilamid jel

elektroforezinde kosturularak molekiil agirliklarina gore ayrilir.

3.4.1. Primer Tasarimmi

PCR-RFLP metodu igin primer tasarlanirken, kesim sonrasi olusan
fragmentlerin, jel elektroforezinde kosturulduktan sonra birbirleriyle cakigsmayacak
bantlar olusturacak biiylikliikkte olmalarna dikkat edilmelidir. Caligmamizda ARMS-
PCR i¢in primer tasarlaken, outer primerlerin ayn1 zamanda PCR-RFLP metodu i¢in de
kullanilabilir olmasina dikkat ettik. Dolayisiyla ARMS-PCR ig¢in tasarimi yapilmis olan
Tablo 3.2’ deki outer forward (OF) ve outer reverse (OR) primerler, PCR-RFLP metodu

icinde kullanilmistir.

3.4.2. Allellerin Ayrimim Saglayacak Restriksiyon Endoniikleaz Enziminin Tespiti

Restriksiyon endoniikleaz (RE) enzimleri, DNA dizilimlerini 6zglin olarak
tantyan, bu dizilimlerden veya dizilimlere yakin bdlgelerden DNA’ y1 kesen
enzimlerdir. Ancak optimum sartlar saglanmadigi zaman, RE enzimleri spesifik

olmayan, benzer bolgelerden de kesim yapabilmektedir. Bu ozellige star aktivitesi
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denilmektedir [74]. Kullanilacak enzimin, star aktiviteye sahip olup olmadigi bilinmeli
ve buna gore 6nlem alinmalidir.

PCR-RFLP metodunda kullanilacak RE enziminde aradigimiz 6zellik, bir allelin
bulundugu boélgeden kesim yaparken diger alleli kesmemesidir. Bu 6zelligi tasiyan
enzimin tespiti amaciyla, rs110968631 C>T polimorfizmini i¢eren 30 niikleotidlik gen
bolgesi, ilk once C alleli i¢in, daha sonra T alleli i¢in olmak iizere NEBcutter V2.0 [75]
programina kopyalanip, restriksiyon enzimi kesim haritalar1 elde edildi (Sekil 3.6).
Kesim haritalar1 {izerindeki inceleme neticesinde, BseY1 restriksiyon endoniikleaz
enziminin C allelini keserken, T allelini kesmedigi tespit edildi. Bulunan enzimin
kontrol edilmesi amaciyla, iki alleli igeren sekanslar sirasiyla RestrictionsMapper [76]
(Sekil 3.7) programina kopyalanarak sonuglar kontrol edilmistir.

FO ve RO primerleri ile gogaltilan gen bolgesi, BseY] enzimi ile kesildiginde; C
allelini igeren 420 b¢’ lik fragmentin, 175 ve 373. noktalardan kesildigi ve 175, 198, 47
b¢’ lik fragmentler olusturdugu goriildii. T alleli i¢in ise 373. noktada tek kesim bolgesi
oldugu, 373 ve 47 bg¢’lik 2 fragment olusturdugu goriildii. Genotip tayini i¢in fragment
biiytikliikleri Tablo 3.8 da verilmistir.

Calisma i¢in uygun oldugu tespit edilen BseY1 (R0635S-New England BioLabs)
enzimi, kullanima hazir ticari olarak temin edilmistir. Enzim konsantrasyonu 5 U/pul’dir.
Enzim ile beraber, 100 mM NaCl, 50 mM Tris-HCl, 10 mM MgCI2, 1 mM
dithiothreitol, 100 pg/ml BSA igerigine sahip 10X reaksiyon tamponu alinmistir.

Tablo 3.8. Cogaltilan fragmentin BseY1 enzimi ile kesimi sonrasi, allel ve genotiplere
gore fragment boyutlari.

ALLEL FRAGMENT (bg)
C 47,175,198
T 47,373
GENOTIP FRAGMENT (be)
cc 47,175,198
TT 47,373
CT 47,175,198, 373
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Sekil 3.6. rs110968631 polimorfizmi C ve T allellerinin NEBCutter V2.0 [75]

programindan alinan restriksiyon endoniikleaz enzimi kesim haritasi
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Sekil 3.7. FO ve RO primerleri ile ¢ogaltilan gen bolgesinin BseYI enzimi ile kesim
noktalarinin RestrictionsMapper [76] programi ile dogrulanmas.
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3.4.3. PCR-RFLP Metodu i¢in PCR Optimizasyonu

Tablo 3.2° de verilen OF ve OR primerleri kullanilarak, Tablo 3.9’ da verilen
PCR karisimi hazirlanmis ve Tablo 3.10° de verilen PCR protokoliine gore
amplifikasyon yapilmustir.  Uriinler, agaroz jel elektroforezinde kosturularak
amplifikasyon sonucu kontrol edilmis, 420 b¢’ lik rliniin elde edildigi gorilmistiir

(Sekil 3.8).

Tablo 3.9. PCR-RFLP metodu i¢in kullanilan PCR karigiminin icerigi

Miktar icerik
12,5 ul Mastermix (Fermantas)
0,5 ul Outer Forward Primer (5 pmol)
0,5 ul Outer Reverse Primer (5 pmol)
5l Ornek DNA (50 pmol)
6,5 ul Niikleaz igermeyen Su (Fermentas)
Toplam hacim; 25 pl

Tablo 3.10. RCR-RFLP metodu i¢in PCR protokolii

Sicakhik Siire Dongii
95°C 10 dakika 1
95 °C 30 saniye
63 °C 30 saniye 30
72 °C 30 saniye
72 °C 10 dakika 1

3.4.4. PCR Uriinlerinin BseYI Enzimi ile Kesilmesi
BseYI enzimi (New England Biolabs R0635S), iireticinin talimatlarma uygun

olarak kullanilmistir. Star aktivesinden korunmak i¢in, RE enziminin hacminin, toplam
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Sekil 3.8. RFPL analizi i¢in ¢ogaltilan 420 bp’lik gen bdlgesinin agaroz jel
elektroforezindeki goriintiisii

reaksiyon hacmine oraninin %10°u gegmemesine dikkat edilmistir. PCR {iriinii, enzim
ve reaksiyon tamponu Tablo 3.11°de verilen miktarlarda karigtirilarak, 37 °C* de 16 saat
inkiibe edilmistir. BseY1 enziminin tanmidig1 bolge ve 420 bg’lik cogaltilan bolgede

kesim noktalar sekil 3.9° da gosterilmistir.

Tablo 3.11. PCR iiriinlerinin BseY enzimi ile kesildigi reaksiyon karisimi

ICERIK MIKTAR
BseY1 Enzimi (5 U/ pl) 2 ul
Reaksiyon Tamponu (1X) Sul
PCR Uriinii 20 pl
Su (Molekiiler saflikta) 23 ul
Toplam Hacim 50 pl
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BseY| enzimi tanima bdlgesi
5 GBCNEE: .. 3
3...66G6TCGE...5
BseYl enzimi ile kesilmek lizere cogaltilan 420 b¢' lik gen bélgesi
Bsevl BseYl
C Allel kesim raein
balgesi balgesi
C 420
175. bg 373.bg
\ / \ \ J
Y k' Vo
175 bg 198 bg 47 bg
BseYl
T Allel o
bolges
T 420
175. bg 373, bg
T S H_/
~
373 be 47 bg

Sekil 3.9. BseY] enzimi tanima bolgesi ve kesim sonrasi olusan iiriin boyutlar

3.4.5. Restriksiyon Enzimlerinin Sindirimi Sonucu Olusan Uriinlerin Agaroz Jel
Elektroforezinde Incelenmesi

BseYI enzimi, kesim sonrasinda elektroforez islemi esnasinda DNA’ya baglh
kalabilmektedir. Elektroforezde DNA’nin hareket hizin1 degistirebileceginden iireticinin
talimatlar1 dogrultusunda DNA’y1 enzimden arindirmak i¢in son konsantrasyonda % 0,5
olacak sekilde sodyum dodesil siilfat eklenmistir.

% 2’ lik hazirlanan 150 ml agaroz jele ( 3 g agaroz, 150 ml 0,5 X TBE) , RE
enzimi tirlinleri 20 pl yiiklendikten sonra, 170 V elektrik akimi altinda, 60 dakika
ylriitiilmistiir. Daha sonra jel goriintiileme sistemi ile fotograflar1 ¢ekilmistir (Sekil
3.10).
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Sekil 3.10. BseYI enzimi kesim iiriinlerinin agaraoz jel elektroforezi goriintiisii

3.5. Orneklerin Istatistiksel Degerlendirilmesi
Belirlenen allel ve genotipler Popgene32 versiyon 1.3.1 [77] programi
kullanilarak degerlendirilmistir. Populasyondaki allel gen ve genotip frekanslart Hardy-

Weinberg dengesinde olup olmadigi p<0,05 6nem seviyesine gore tartigilmistir.
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BOLUM 4

SONUCLAR VE TARTISMA

4.1. Bozirk Sigirlarda rs110968631 C>T Tek Niikleotid Polimorfizmi Sonuclari
Ornek alman 75 bas Bozirk sigirda, ARMS-PCR ve PCR-RFLP metotlar1 ile
yapilan rs110968631 C>T polimorfizm taramasi sonucunda, drneklerden 65 tanesinin
TT, 9 tanesinin CT ve 1 tanesinin CC genotipine sahip oldugu tespit edildi. Genotipleri
belirlenen Bozirk sigirlarin  verileri, PopGene32 version 1.31 [77] programina

yiiklenerek allel ve genotip frekanslar1 hesaplanmis ve sonuclar Tablo 4.1°de verilmistir.

Tablo 4.1. Bozstep irki sigirlarda rs110968631 C>T polimorfizmi allel ve genotip
frekanslari

Ornek Allel Frekanslar: Genotip Frekanslar
sayis1 C T CC CT TT
75 0,0733 0,9267 0,0054 0,1358 0,8588

Bozirk sigirlarda C alleli frekansi 0,073 olarak tespit edildi. Sherman ve
arkaslariin (2008), yaptiklar1 ¢aligmada C allel frekansi, Angus 1rki sigirlarda 0,15,
Serole ki sigirlada 0,12, Serole X Angus melerinde ise 0,06 olarak bildirilmistir.
Arastirma sonuglarimiz, Serole X Angus melezleri ile yakinlik gostermektedir. Karkas
Olciileri iizerine olumlu etkisi oldugu bilinen T allelinin [62] frekans1 Bozirk sigirlarda
0,9267 dir. Bu durum wrkin genotipik degeri acisindan olumlu bir &zellik olarak
degerlendirilmelidir.

Bozirk 6rnek popiilasyonda rs110968631 C>T polimorfizmi i¢in CC, TT ve CT
genotipleri frekansi, sirasiyla 0,0054, 0,1358 ve 0,8588 olarak belirlenmistir. Sherman
ve arkaslarinin (2008), yemden yararlanma ve karkas Olciilerine yonelik fenotiplerle
iliskilendirme yaptig1 calismasinda “yemden yararlanma ve karkas dl¢iilerini arttirmada

olumlu etkisi oldugu”nu belirttigi TT genotipindeki sigirlar % 85,88 oran da
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gbzlenmistir. Bozirk 6rnek sigirlarda CC genotipindeki sigir orant % 0,54 gibi diisiik
gbzlenmistir. Sherman ve arkaglarinin [62] 464 bastan olusan sigir siiriisiinde yaptiklar
calismasinda CC genotipindeki (8 bas) sigir sayisinin da ¢ok diisiik belirlenmesi bizim
calismamizi destekler niteliktedir. Ornek Bozirk popiilasyonunda Hardy-Weinberg
dengesi bakimindan rs110968631 C>T lokusu i¢in genotiplerdeki dagilim orani fark
onemlidir (P<0,05).

Sonug olarak rs110968631 C>T polimorfizmi yoniinden, alinan Bozirk 6rnek
popiilasyonda tiim genotiplerin (CC, TT, CT) varliginin belirlenmesi, Bozirk sigirlarin
yemden yararlanma ve karkas oOlciilerini arttirmada olumlu etkisi olacagi tahmin
edilmektedir. Islah ¢aligmalariyla olumlu TT genotipindeki Bozirk sigirlarin, Bozirk
popiilasyonundaki oraninin arttilmasiyla, irkin 1slahina olumlu katkida bulunulabilecegi

distintilmektedir.

4.2. ARMS-PCR ve PCR-RFLP Metotlarin Karsilastirlmasma iliskin
Degerlendirme

PCR-RFLP metodu calisma basamaklari; kesilecek iirlinlin PCR’ da elde
edilmesi, PCR veriminin AJE’ de kontrol edilmesi, PCR irinin RE enzimi ile
kesilmesi, RE {irlinlerinin AJE ile goriintiilenmesi olmak {iizere 4 asamalidir. ARMS-
PCR metodunun c¢alisma basamaklar1 ise, PCR’da iiriinlerin elde edilmesi ve AJE ile
goriintiilenmesi olmak iizere 2 agamada sonuglandirilmaktadir.

ARMS-PCR yontemi ile real-time PCR’1 birlestirilerek elektroforez basamagini
da ortadan kaldiran calismalarin [80] yaninda, aym anda tek bir PCR ¢alismasi ile 6
TNP’ yi de tespit eden ARMS-PCR metotlar1 dizayn edilmistir [81]. ARMS-PCR
yontemi ile kiiciik mutasyonlar1 da tespit etmekte miimkiindiir [79]. Georgiana ve
arkadaslar1 (2009), ARMS-PCR ve PCR-RFLP metotlarin1 karsilastirdiklar1 ¢alismada,
ARMS-PCR metodunun TNP’ lerini tespit etmek icin PCR-RFLP metoduna gore {istiin
oldugunu bildirmektedirler [78].

Arastirmamizda, Bozirkin rs110968631 C>T polimorfizmi tespitinde
kullandigimiz her iki metodun sonuglart birbirleriyle ortlismekte ve ayni sonucu
vermektedir. Yaptigimiz ¢alismada ki arastirma sonuglari, Georgiana ve arkadaglarinin
(2009) bildirdigi sonucu destekler niteliktedir. Uygulamamizda, ARMS-PCR

metodunun ¢alisma siiresi, pratiklik ve maliyet bakimindan PCR-RFLP metoduna gore
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iistiin oldugunu ve en az PCR-RFLP metodu kadar da giivenilir oldugu kanitlanmistir.
Ayrica aragtirmamiza Ozgii yapmis oldugumuz 06zgiin primer tasarimlarinin hem
ARMS-PCR ve hem de PCR-RFLP metodlarina uygunlugu kanitlanmis ve sigirlarda
GHRL geni iizerindeki rs110968631 C>T polimorfizmi tespitinde kullanilabilecegini
dogrulamistir. Sonug olarak, ARMS-PCR metodu diger TNP’ lerin tespitinde de PCR-

RFLP metodu kadar giivenir oldugunu kanitlanmaktadir.
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