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Ozet: Bu calismada Kilis, Halep ve Kil kegilerinde Beta-kazein geninin (CSN2) promotor bélgesi ile 7. eksonunun belirli
nukleotitlerindeki farkliliklarin allel spesifik polimeraz zincir reaksiyonu (AS-PCR), Real-Time PCR ve sekans analizi
yontemleriyle arastirilarak s6z konusu kegi populasyonlarinin bu agidan genetik gesitliliginin belirlenmesi amaglanmistir. Bu
amagla toplam 246 DNA 6rnegi kullanilmistir. CSN2 geninin promotor bolgesindeki g1311T>C mutasyonu AS-PCR ile, 7.
eksonun 404. pozisyonundaki C>T mutasyonunun (CSN2C alleli) varligi ise Real-Time PCR ve sekans analizi ile incelenmistir.
AS-PCR iglemi sonucunda CSN2 geni promotor bolgesi 1311. nikleotitte T allelinin sikhgl bltin populasyonlarda yiiksek
bulunmakla birlikte Kil kegilerinde C allelinin sikligi (0.0489) Halep (0.0190) ve Kilis (0.0188) kegilerinden daha yuksek
bulunmustur. Bitin populasyonlar degerlendirildiginde 7. eksonunun 404. pozisyonundaki T nikleotitinin (CSN2C alleli)
sikhginin (0.824) C niikleotitinden (0.176) daha yiiksek oldugu gézlenmistir. En yiiksek CSN2C alleli sikligi Kil kegilerinde
(0.8864) en dusuk ise Kilis kegilerinde (0.6364) gbzlenmistir. Sonug olarak Kilis, Halep ve Kil kegilerinde CSN2 geninin
promotor bdlgesindeki g1311T>C mutasyonu ile 7. eksonun 404. pozisyonundaki C>T mutasyonu agisindan cesitlilik
gosterdigi tespit edilmistir. Bu gesitliligin kegi stitlinln bilesimi ve beta kazein igerigini etkileyip etkilemediginin belirlenmesi
icin daha fazla arastirmaya ihtiya¢ bulunmaktadir.

Anahtar Kelimeler: Kegi, Siit, CSN2, Polimorfizm.

Investigation on the polymorphism of Beta-Casein gene (CSN2) in Kilis, Aleppo and Hair Goats by
using allele specific PCR, Real-Time PCR and sequence analysis

Abstract: The objective of this study was to investigate the genetic variability of Beta-casein gene (CSN2) with respect to
certain nucleotides at the promotor region and exon 7 in Kilis, Aleppo and Hair goats by using allele specific polymerase
chain reaction (AS-PCR), real-time PCR and sequencing methods. A total of 246 DNA samples were used. Presence of the
mutation at the promotor region (g1311T>C) of CSN2 gene was searched by using AS-PCR, while the polymorphism at the
404" nucleotide of the exon 7 was analysed using Real-Time PCR and sequence analysis. By using AS-PCR frequency of the T
allele at the 1311™ nucleotide of the promotor region was found to be higher than that of C allele, while the frequency of
the C allele was higher in Hair goats (0.0489) than that in Aleppo (0.0190) and Kilis goats (0.0188). When all three
populations were considered, frequency of T nucleotide (CSN2C allele) at the 404" nucleotide position of the exon 7 (0.824)
was higher than that of C nucleotide (0.176). The highest frequency of the CSN2C allele was found in Hair goats (0.8864)
while the lowest frequency of this allele was in Kilis goats (0.6364). The results indicated that polymorphism was present
with respect to g1311T>C mutation at the promotor region and at the 404™ nucleotide of the exon 7 of the CSN2 gene
among Kilis, Aleppo and Hair goats. Further studies are required for determining the effect of these polymorphism on the
composition and beta-casein content the milk in these goat populations.

Keywords: Goat, Milk, CSN2, Polymorphism.

Giris

Beta-Kazein (B-Cn) proteini kegi sutiinde en
fazla miktarda bulunan proteindir ve kegi stitlindeki
toplam kazein miktarinin  %50-58’ini olusturur
(Moatsou ve ark., 2004). Kegilerde ilk defa Roberts
ve ark. (1992) tarafindan cDNA baz dizisine
dayanilarak aminoasit dizilimi ortaya konulan B-Cn
proteini 223 aminoasitten olusur ve protein
varyantina gore 23.600- 23.870 kDa molekiil
agirhgina sahiptir (Chianese ve ark., 1993; Neveu ve
ark., 2002; Persuy ve ark., 1999; Trujillo ve ark,.
2000). Beta-kazein proteinini kodlayan ve yaklasik 9
kb blyukliglinde olan CSN2 geni en kigligu 24

(ekson 5) en bilyligu 492 (ekson 7) baz gifti
uzunlugunda olan 9 eksondan olusur (Rjinkels,
2002; Roberts ve ark., 1992). Bu gline kadar CSN2
geninde A, Al, B, C, D, E, O ve 01 seklinde
tanimlanan en az sekiz allel bildirilmistir (Marletta
ve ark., 2007). CSN2C alleli 7. eksonun 177. amino
asiti  olan alanin yerine valin ge¢mesiyle
karakterizedir. Diger taraftan Cosenza ve ark. (2007)
CSN2 geninin promotor bolgesinde kegi sttiinde B-
Cn proteininin bulunmamasiyla iliskilendirilen bir
T>C mutasyonu tespit etmislerdir. Cosenza ve ark.
(2007) bu durumun s6z konusu degisikligin gen
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ifadesini diizenleyici sliregleri etkilemesinden ya da
bu mutasyonun B-Cn sentezini engelleyen baska bir
mutasyonla baglantil olmasindan
kaynaklanabilecegini 6ne slirmistiir. Cosenza ve
ark. (2016) daha sonra bu mutasyonun CSN2
geninin 7. eksonununda bulunan ve CSN201 allelini
tanimlayan g.8915C>T (7. ekson 166. aminoasit;
373. nikleotit C>T) mutasyonuyla baglanti halinde
bulundugunu bildirmislerdir.

Kegi sttiindeki B-Cn dizeyinin peynir kalitesini
etkiledigi gosterilmistir (Chianese ve ark., 1993). Bu
proteini yiksek duzeyde iceren kegi sutlerinin
pihtilasma siiresi bu proteini disiik diizeyde igeren
kegi sttlerine gore (4-7 dakika) daha kisa, teleme
siklig ise daha yiksektir. Buna bagl olarak yiiksek B-
Cn igerigine sahip sitlerden elde edilen peynir
verimi de daha yiksek olmaktadir (Chianese ve ark.,
1993). Kegi sttinin insan beslenmesindeki énemi
ve kegi sutl proteinlerini kodlayan genlerdeki
polimorfizmin  sitliin  bilesimini ve teknolojik
ozelliklerini etklilemesi nedeniyle bu genlerdeki
polimorfizm yogun bir sekilde arastirilmigtir
(Bozkaya ve ark., 2008, 2013; Caroli ve ark., 2006;
Chessa ve ark., 2005; Cosenza ve ark., 2007, 2016).

Normal olarak tanimlanan (A, B, C, D, E gibi)
allelerin  her biri kegi sutinde 5g/L  B-Cn
bulunmasina neden olmaktadir (Cosenza ve ark.,
2007; Marletta ve ark., 2005). Buna karsin CSN20 ve
CSN201 allelleri mRNA seklinde sirasiyla normal
allellerin %5 ve %10’u dizeyinde ifade edilmektedir
(Persuy ve ark., 1999). CSN20 veya CSN201
homozigot bireylerin sttlerinde B-Cn
bulunmamakta yada ¢ok az miktarda bulunmaktadir
(Cunsolo ve ark., 2005; Persuy ve ark., 1999). Diger
taraftan CSN2 genindeki polimorfizm kegilerde siit
verimi parametrelerini de etkilemektedir. italyada
yetistirilen Sarda keg¢i irkinda CSN2A allelini
homozigot olarak tasiyan kecilerde siit protein
icerigi, CSN2C homozigot kegilerden daha ylksek
bulunmus, en dusuk protein icerigi ise CSN2C/01
genotipli kecilerde goézlenmistir (Pazzola ve ark.,
2014; Vacca ve ark., 2014).

Tirkiye'deki kegi yetistiriciliginin  toplam
hayvansal Uretim icerisindeki payi nispeten disik
olsa da son \yillarda keg¢i sayisinda artis
gdzlenmektedir (TUIK, 2019). Ozellikle Giineydogu
Anadolu Bolgesinde yogun keci yetistiriciligi
yapildigindan bu bolgede kegi yetistiriciligi
ekonomik olarak 6nemlidir. Bu nedenle bolgede
yetistirilen yerli kegi irklarinin kazein genleri
yoninden arastiriimasi yerli kegi gen
kaynaklarimizin genetik olarak tanimlanmasi ve
korunmasi acisindan bilimsel veri saglayacaktir.
Turkiye’deki vyerli kegi irklarinin  biyokimyasal
dzellikleri yaninda (Paksoy ve iriadam, 2012),
genetik olarak tanimlanmasina yonelik baz
¢alismalar bulunmaktadir (Bozkaya ve ark., 2008,

2013; Korkmaz-Agaoglu ve ark., 2012; Prinzberg ve
ark., 2005). Ancak Turkiye’'deki yerli kegi irklarinin
beta-kazein (B-Cn) proteinini kodlayan CSN2
genindeki c¢esitliligin  arastirildigi  bir c¢alisma
bulunmamaktadir.

Bu c¢alismanin amaci Kilis, Halep ve Kil
kecilerinde CSN2 promotor bdlgesi ve C allelini
tanimlayan nikleotit polimorfizmi  yoniinden
genetik cesitliligin allel spesifik PCR, Real-Time PCR
ve sekans analizi yontemleriyle arastiriimasidir.

Materyal ve Metot

Sunulan calisma kapsaminda Sanlurfa ilinde
yetistirilen Halep kegilerinden (n=81), Kilis ilinde
yetistirilen Kilis kegilerinden (n=82) ve Siirt ilinde
yetistirilen Kil kecilerinden (n=83) daha 6nce baska
bir calisma kapsaminda toplanmis olan toplam 246
kan &rnegi kullanilmistir  (Harran Universitesi
Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurul Karari 2009/07).
Ornekler 81 farkh siiriiden toplanmistir. Kan
orneklerinden DNA izolasyonu standart fenol-
kloroform extraksiyonu (Sambrook ve ark., 1989) ile
gerceklestirilmistir. Elde edilen DNA’nIn
konsantrasyonu ve safligi mikro-hacim
spektrofotometre yardimiyla (Denovix, Wilmington,
USA) 260/ 280 nm dalga boyunda 6lgtilmis ve DNA
konsantrasyonu 100 ng/ul olacak  sekilde
ayarlanmistir.

Tablo 1. Allel Spesifik PCR isleminde kullanilan primerler ve baz
dizileri (Cosenza ve ark., 2007).

Hedef Pozisyon Uriin

Blge (#Ajo11018)  Frimer Dizisi (5-3') Uzunlugu  Ontem

1292-1311 DF1-TCCATTATAGCTTAAGCAAT

Promotor DF2-TCCATTATAGCTTAAGCAAC  184bg  ASPCR
1457-1475  R: TGGGATGCACGGAAGTTTT
10323-10340 _F: TGAGATGAAGAGT i
Eeong 1032310340 F: GGGGGTGAGATGAAGAG s60p;  ntemal

10663-10682  R:AATGACTGGTTAGGAAATAG Kontrol

DF1, DF2: Allel spesifik primerler; F: Forward; R: Reverse; bg: baz gifti

CSN2 Geninin Hedef Bolgeleri ve Kullanilan
Primerler:  incelenen  bdlgelerdeki  niikleotit
pozisyonlari ve primerlerin baglanma bdlgelerinin
tanimlanmasinda Gen Bankasi #AJ011018 baz dizisi
esas alinmistir. S6z konusu baz dizisi 10786 bg
blykligiindedir ve CSN2 geninin promotor bolgesi
ile 1.-9. eksonlari ile intron bélgelerini icermektedir.

Tablo 2. Real-Time PCR isleminde kullanilan primerler ve
hibridizasyon problarinin baz dizileri (Sztankoova ve ark., 2008).

Uriin

Primerler ve Problar o
Uzunlugu

Baz Dizisi (5’-3’)

BCN F CTTTCTCCAACCGTCATGTTT
Primerler 241 bg
BCNR GAACCATTCATTATTGA GT

Anchor CSN2 CCCTTTCTCAGCCCAAAGTTCTGCCTGT-FL

Problar
Sensor CRed  CCCCAGAAAGCAGTGCCCC!

BCN F, BCN R; Primer isimleri; bg: baz ¢ifti INokta mutasyonun
oldugu nikleotit (C) buyik punto ile ve kalin yazilmistir.
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AS-PCR: CSN2 geninin promotor bdlgesinin
1311. nikleotitindeki T>C polimorfizmi Cosenza ve
ark. (2007) tarafindan bildirilen primerlerin modifiye
sekilleri kullanilarak AS-PCR islemi ile incelenmistir.
AS-PCR isleminde kullanilan primerler ile internal
kontrol olarak kullanilan primerlerin baz dizileri
Tablo 1’de gosterilmistir.

AS-PCR isleminde her bir ornek igin iki
reaksiyon karisimi olusturulmustur. Bu karisimlarin
birinde Promotor bolgesini ¢cogaltmak icin kullanilan
DF1+R digerinde ise DF2+R ve Ekson 9 F+R
primerleri kullanilmistir. internal kontrol olarak her
bir 6rnek igin ayni reaksiyon karisimina CSN2 ekson
9 bolgesini ¢ogaltmak igin kullanilan primerler de
eklenmistir (Tablo 1). Reaksiyon karisimi 100 ng
genomik DNA, her bir primerden 10 pmol (0.4 uM),
1.25 U Tag-DNA polimeraz, her bir dNTP’den 200
UM, 2 mM MgCl,, ve 2.5 pl 10 X reaksiyon tampon
sollisyonu icerecek sekilde 25 pul olarak
hazirlanmistir. PCR islemindeki isil islemler Cosenza
ve ark. (2007) tarafindan bildirildigi sekilde 95 °C 5
dakika ilk denatiirasyonun ardindan 35 déngii 95 °C
30 saniye, 58 °C 30 saniye ve 72 °C 1 dakika olacak
sekilde uygulanmistir.

AS-PCR isleminin sonucunda elde edilen
Urinler %2’lik agaroz jel elektroforez islemi ile
ayrimlanmis ve ethidium bromid ile boyanarak
ultraviyole 15181 ile gorliniir hale getirilmistir. Bu
yontemde kullanilan primer giftlerinden biri ile Griin
veren ornekler homozigot her ikisi ile Grlin veren
ornekler ise heterozigot olarak degerlendirilmistir.

Tablo 3. CSN2 geni promotor bdlgesi 1311. nikleotitde
(AJ011018) gozlenen genotip ve allel frekanslari.

Genotip Frekanslari Allel Frekanslar

Populasyon n x2-Testi
T TC cc T C
78 3 0

Halep 81 0.9810 0.0190 P>0.05
(0.9620) (0.0380) (0)
80 1 1

Kilis 82 0.9812 0.0188 P<0.001

(0.9750) (0.0125) (0.0125)

76 6 1
Kil 83 0.9511 0.0489 P<0.05

(0.9150) (0.0722) (0.0128)

234 10 2
Toplam 246 0.9716 0.0284 P>0.05

(0.9512)  (0.0408) (0.0080)

Real-Time PCR ile Ekson 7’nin incelenmesi:
CSN2 geni 7. ekson ve 7. intronun bir bolimini
icine alan 266 bg¢ uzunlugundaki bir bolge
Sztankoova ve ark. (2008) tarafindan bildirilen
primerler ve yontem ile cogaltilmistir. Bu eksonun
404. nukleotitindeki (AJ011018 kayit numaral baz
dizisinin 8946. nikleotiti) T>C polimorfizminin
varligi floresan boya ile isaretlenmis olan ozel
problar yardimiyla incelenmistir. Bu islemler igin
kullanilan primerler ve problara iliskin bilgiler Tablo
2’'de sunulmustur.

Real-Time PCR icin kullanilan Reaksiyon
karisimi 100 ng genomik DNA, her bir primerden
(BCN F ve BCN R) 20 pmol, 0.5 U Taq polimeraz, her
bir dNTP’den 200 uM, 2.5 mM MgCl2, ve 2.5 ul 10X
Reaksiyon Buffer icerecek sekilde 25 pl olarak
hazirlanmistir. PCR islemi Sztankoova ve ark. (2008)
tarafindan bildirildigi sekilde 94 °C 2 dakika ilk
denatiirasyonun ardindan 30 déngii 94 °C 45 saniye,
56 °C 60 saniye ve 73 °C 75 saniye olacak sekilde
uygulanmistir.

Elde edilen PCR iriinlerinden 10 ul baska bir
tipe aktarildiktan sonra her bir probdan (Anchor
CSN2 ve Sensor C Red) 1.6 puM olacak sekilde
karnistinlmistir. Bu karisim Real-Time PCR cihazina
(Rotorgene Q, Qiagen, USA) yiklenerek erime egrisi
analizi yapilmistir. Bu islem icin 6nce 3 dakika 95
°C'lik bir uygulamadan sonra 2 dakika 40 °C'lik bir
sicakhk uygulanmistir. Daha sonra sicaklik 95 °C'ye
¢ikincaya kadar saniyede 0.1 °C arttirilmistir. Hedef
bolgeye baglanmis olan problarin  zincirden
ayrilmasi ortaya c¢ikan 1sigin yogunlugu seklinde
gozlenmistir. Bu analizde homozigot 6rneklerde tek,
heterozigot  orneklerde ise iki 1stk  piki
beklenmektedir.

Sekans analizi: CSN2 geni 7. Eksonun ilgili bolgesi
PCR islemiyle cogaltildiktan sonra sekans analizi
yapilmistir. Sekans analizine 54 o6rnek dahil
edilmistir. Sekans analizi i¢in kullanilan PCR islemi
20 ul hacminde gergeklestirilmistir. Reaksiyon
karisimi 0.5 puM primer (CSN2 F), 10 pl sekans
master mix (BigDye Cycle Sequencing kit ver. 3.1,
Applied Biosystems, Foster City, USA) ve 3 ul PCR
Urint olacak sekilde hazirlanmistir. Sekans analizi
PCR isleminde 95 °C'de 2 dakika baslangic
denatilirasyonundan sonra 95 °C 30 saniye, 52 °C 30
saniye ve 72 °C 20 saniye 35 dongii olarak
uygulanmistir. Sekans isleminde kullanilacak uriin
spin kolon saflastirma yontemiyle diger reaksiyon
bilesenlerinden temizlenmistir. PCR Grlnlerinin baz
dizileri ABI PRISM 3130XL (Applied Biosystems)
otomatik sekans analiz cihazi  kullanilarak
belirlenmistir. Elde edilen baz dizisi gorintileri
BioEdit  (Hall, 1999) programi  yardimiyla
gorlintlilenmis ve incelenmistir.

Tablo 4. Ekson 7. 404. niikleotitde gbzlenen genotip ve allel
frekanslari.

Genotip Frekanslar Allel Frekanslari

pulasy n ~Testi
™ TC cc T C x2-Testi
15 6 0
Halep 2n 08571 01429  P>0.05
(0.7143)  (0.2857)  (0)
7 6 1
Kilis 1 06364 03636  P>0.05
(0.3636)  (0.5454)  (0.0910)
17 5 0
i 2 08864 01136  P>005
0.7727)  (02773) (0)
36 17 1
Toplam 54 0824 0176 P>0.05

(0.667)  (0.315)  (0.0185)
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Verilerin analizi: Gozlenen allel ve genotip
frekanslari dogrudan sayim ile belirlenmistir.
Gozlenen genotip frekanslarinin beklenen genotip
frekanslariyla uyumlu olup olmadigi Ki-kare tesiti ile
analiz edilmistir.

Tablo 5. Bazi kegi populasyonlarinda CSN2 genindeki allellerin
frekanslar.

Allel frekanslar

Poptilasyon  n

A* B C D E o o1
Saanen' 76 0507 - 0493 - - - 00
Camosciata® 112 0.317 - 0.638 - - - 00
Jonica® 70 0207 - 0700 - - - 0.093
Maltese® 58 0129 - 0819 - - - 0.052
Orobica® 81 0025 - 0975 - - - 00
Valessana® 83 1000 - - - - - 00
Maltese 70 0964 - - - - - 0.036
Jonica® 110 0964 - - - - - 0.036
Frisa® 70 0200 - 0721 - 0079 - 00
Orobica® 66 0008 - 0992 - 00 - 00
Verzasca® 67 0.254 - 0.746 - 0.0 - 00
Camosciata® 88 0.341 - 0659 - 0.0 - 00
WHS* 125 0316 - 0.684
BHS' 105 0430 - 0570
5\7:::55 73 0270 - 0730
Carpatina® 82 0490 - 0510
sarda® 935 0375 - 0597 - - - 0028

IChessa ve ark. (2005); “Sacchi ve ark. (2005); >Caroli ve ark. (2006); *Sztankoova ve
ark. (2008); *Kusza ve ark. (2016); ®Vacca ve ark. (2014)

*A= Arastirmaya dahil edilmemis olan diger alleller de bu grupta verilmistir,

- = Arastirmaya dahil edilmemis;

WHS: White Shorthaired Goats;

BHS: Brown Shorthaired Goats;

Bulgular

CSN2 geninin promotor bolgesindeki hedef
bolgenin, AS-PCR ile ¢ogaltiimasi ile elde edilen PCR
Urlinlerinin agaroz jel elektroforez goriintileri Sekil
1’de gosterilmistir.

AS-PCR islemi sonucunda CSN2 geni promotor
bolgesi 1311. nikleotitde tespit edilen genotip ve
allel frekanslari Tablo 3’te sunulmustur. Bitln
populasyonlarda T allelinin sikhgl oldukc¢a yiksek
bulunmakla birlikte Kil kegilerinde C allelinin sikligi
(0.0489) Halep (0.0190) ve Kilis (0.0188)

kegilerinden daha vyiiksek bulunmustur. Halep
kecilerinde CC genotipi gbzlenmemistir.

Ekson 7’nin 404. niikleotitindeki polimorfizmin
belirlenmesi amaciyla gergeklestirilen Real-Time
PCR islemi ve hibridizasyon problar ile
gerceklestirilen erime analizinin sonuglari Sekil 2'te
gosterilmistir. Kullanilan primerler ve PCR yontemi
ile yapilan analizde allellerin birbirlerinden yeterince
ayrilmadigr goridlmustir. Bu nedenle s6z konusu
bolgenin incelenmesi amaciyla sekans analizi
kullanilmistir. Sekans analizi sonucunda tespit edilen
genotip ve allel frekanslari Tablo 4’te sunulmustur.
Butlin populasyonlarda T niikleotidinin (CSN2C allel)
sikhiginin  C nikleotidinden daha yiksek oldugu
gozlenmistir. En ylksek CSN2C alleli sikhigr Kil
kecilerinde (0.8864) en dusulk ise Kilis kecilerinde
(0.6364) gozlenmistir.

Sekans analizi sonucunda ayrica 7. intronun 45.
nikleotitinde T>C polimorfizmi tespit edilmistir.
Sekans analizi ile incelenen bitiin 6rneklerde 7.
eksonun  404. nikleotit pozisyonundaki T
nikleotitinin 7. intronun 45. nikleotit
pozisyonundaki T nukleotitiyle haplotip olusturdugu
gozlenmistir. Ayni sekilde 7. eksonun 404. niikleotit
pozisyonundaki C nkleotitinin 7. intronun 45.
nikleotit pozisyonundaki T nikleotitiyle haplotip
olusturdugu tespit edilmistir. Sekans analizi ile
incelenen hi¢ bir o6rnekte 7. eksonun 373.
nikleotitinde  CSN201lallelini  tanimlayan C>T
polimorfizmi tespit edilmemistir.

Tartisma

Kegilerde  kazein  proteinlerini  kodlayan
genlerde blylk bir varyasyon bulunmaktadir. Bu
varyasyon tek aminoasit degisikligine yada stop
kodon olusmasina yol acabildigi gibi bulundugu
yerden sonraki amino asit dizilimini tamamen
degistiren (cerceve mutasyonu) tek nikleotit
delesyonu (silinme) seklinde de olabilmektedir
(Cosenza ve ark., 2007; Persuy ve ark., 1999). Bazi
alleller ise daha bilyik DNA parcalarini iceren
eklenme  veya silinme mutasyonlari ile
karakterizedir (Ramunno ve ark., 2000, 2001).
Kegilerde CSN2 genindeki mutasyonlarin
belirlenmesinde mutasyonun yeri ve durumuna
gore tek iplik yapisal polimorfizmi (Single Strand
Conformation Polymorphism, SSCP) (Caroli ve ark.,
2006; Chessa ve ark., 2005), PCR drunlerinin
restriksiyon enzimi kesim bolgesi polimorfizmi (PCR-
RFLP) (Cosenza ve ark., 2005), AS-PCR (Balteanu ve
ark., 2015; Cosenza ve ark., 2007), hibridizsyon
problari yada TagMan problarinin kullanildigi real-
time PCR yontemi (Kusza ve ark., 2016; Sztankoova
ve ark., 2008) ve sekans analizi (Singh ve ark., 2015)
yontemleri kullaniimistir.
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Sunulan ¢alismada CSN2 geninin promotor
bolgesindeki g1311T>C baz degisiminin belirlenmesi

amaciyla Cosenza ve ark. (2007) tarafindan bildirilen
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Sekil 1. CSN2 geni promotor bélgesinden elde edilen AS-PCR iiriinlerinin agaroz jel gériintiileri. A Sirasi) internal Kontrol (9. Eksonun
¢ogaltilmasi ile elde edilen PCR drtinleri). B) Yedi adet 6rnege ait AS- PCR Urunleri. 1-2, 3-4, 5-6, 11-12, 13-14 heterozigot (TC) , 7-8, 9-10,

homozigot TT 6rnekler; M: Standart (100 bg merdiven).
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Sekil 2. Ekson 7 404. nukleotitdeki polimorfizmin belirlenmesi amaciyla gergeklestirilen Real-Time PCR isleminin sonucu.

AS-PCR yontemi kullanilmistir. Ancak bu galismada
Cosenza ve ark. (2007) tarafindan bildirilen primer
¢iftinin kullanildigt 6n denemelerde, incelenen
biatin bireylerde hedef bolgenin her iki primer
setiyle de cogaltildigi goézlenmistir. Bu nedenle
kullanilan  primerlerin  spesifitesini  arttirmak
amaciyla ilgili primerlerin (DF1 ve DF2) 3’ ucundaki
nikleotitden bir 6nceki nikleotit degistirilmistir. Bu
islem farkli allellerin daha spesifik olarak
taninmasini saglamaktadir (Liu ve ark., 2012).
Sunulan c¢alismada CSN2 geninin promotor
bolgesindeki 1311. niikleotitde C allelinin sikhginin
oldukga diisik (%2.84) oldugu gozlenmistir. Bu
allelin  sikhginin  italya’da  yetistirilen  kegi
populasyonlarinda genel olarak %8.00-8.37 olarak

bildirilmistir (Cosenza ve ark., 2007, 2016). Bu deger
sunulan ¢alismada bulunan degerden oldukga
yuksektir. Bu farklilk incelenen populasyonlarin
farkl olmasindan kaynaklanabilir.

Sunulan calismada CSN2 C allelini tanimlayan
g8940C>T mutasyonunun belirlenmesi amaciyla
Sztankoova ve ark. (2008) tarafindan bildirilen Real-
Time PCR islemiyle hibridizasyon problari
kullaniimistir. Kegilerde st proteinlerini kodlayan
genlerdeki polimorfizmin tespit edilmesi amaciyla
hibridizasyon problari ya da TagMan problariyla
birlikte Real-Time PCR islemi baska arastirmacilar
tarafindan da kullanilmistir (Feligini ve ark., 2005;
Kyselova ve ark., 2012).
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Sztankoova ve ark. (2008) erime analizinde C
allellinin 55 °C’'de A allelinin ise 65 °C’'de erime
gosterdigini bildirmistir. Ancak sunulan galismada
yapilan 6n denemelerde erime analizinde yaklasik
72 °C de erime (isik piki) gézlenmistir. Ayrica, hedef
bolge PCR islemiyle gogaltilabildigi halde kullanilan
hibridizasyon problariyla yapilan erime analizinde
farkh alleller birbirinden ayrilamamistir (Sekil 3). Bu
durum sunulan ¢alismada kullanilan Real-Time PCR
cihazi ve uygulanan melting curve analizinin farkh
olmasindan kaynaklanabilir. Bu nedenle sunulan
calismada hedef bolge sekans analizi ile de
incelenmistir. Polimorfizm tespitinde glgli bir
yontem olan sekans analizi ekson 7’deki
polimorfizmin belirlenmesinde gesitli arastirmacilar
tarafindan kullanilmistir (Balteanu ve ark., 2015;
Singh ve ark., 2015).

Sunulan galismada 54 bireye ait DNA 6rnegi
sekans anlizi amaciyla kullanilmigtir. CSN2 C allelinin
(7. Eksonun 404. niikleotit pozisyonundaki T
nikleotiti) sikligr %82.4, diger allellerin (C niikleotiti)
sikligr ise %17.6 olarak bulunmustur (Tablo 4).
Sunulan c¢alismada elde edilen bulgularla uyumlu
olarak daha 6nce yapilmis olan arastirmalarda da
CSN2 C allelinin sikligi incelenen populasyonlarin
¢ogunda diger allellerden daha ytiksek bulunmustur
(Tablo 5). Sunulan c¢alismadan farkl olarak italya’da
yetistirilen Saanen irki kegilerde C nikleotitinin
sikhigl T nikleotitinden daha disiik bulunmustur
(Chessa ve ark., 2005).

Sonug¢

incelenen populasyonlarda  CSN2  geni
promotor bdlgesinin  g1311T>C mutasyonunun
diisik oranda bulundugu, CSN2 geni 7. Eksonunun
404. nukleotitindeki C allelini tanimlayan g8940C>T
plimorfizminin ise yaygin olarak bulundugu
gorilmistir. incelenen populasyonlarda CSN2 geni
promotor boélgesinin g1311T>C mutasyonunun 7.
Eksonun 373. nikleotitindeki 0 allelini tanimlayan
g.8915C>T mutasyonuyla baglantili olup olmadiginin
belirlenmesi ve 7. eksondaki heniliz bilinmeyen
baska mutasyonlarin varliginin arastirilmasi igin 7.
eksonun tamaminin sekans analizi ile incelenmesi
gerekmektedir. Ayrica tespit edilen varyantlarin
calismaya dahil edilen keci populasyonlarinda sit
verimi sitin protein ve Ozellikle B-Cn miktarini
etkileyip etkilemediginin belirlenmesi icin daha ileri
arastirmalar gerekmektedir.
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