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Ozet: Bu calismada Tirkiye’deki Holstayn melezlerinde Sigir Lokosit Baglanma Eksikligi (BLAD) ve Faktor XI Eksikligi
(FXID) kalitsal hastaliklarina sebep olan mutant allellerin varliginin arastiriimasi amaglanmistir. Calismada toplam 48
bas sigir incelenmistir. Yapilan molekdler analizlerden sonra incelenen melez sigirlarin birinin BLAD tasiyicisi oldugu,
FXID tastyicisi bireye rastlaniimadigi goérdlmustir. Bu galisma ile bu kalitsal hastaliklarin gorildigu saf Holstayn irki
disinda da BLAD ve FXID’ne sebep olan mutant allellerin varligi arastiriimistir. Béylece saf Holstayn irkinin haricinde
de BLAD’a sebep olan mutant allelin varlidi ilk kez gosterilmistir. Calisma sonunda 6zellikle islah ve gevirme melezle-
melerinde baba hat olarak kullanilacak damizliklarin, énemli kalitsal hastaliklardan ari olduklarinin kontrol edilmesi
gerektigi sonucuna varilmistir. Eger bu konuda gerekli 6zen gosterilmez ise daha dnce irka 6zgu oldugu bilinen kalitsal
hastaliklara (BLAD, FIXID vb.) sebep olan mutant allellerin diger sigir irklarina da yayilabilecegi sonucuna variimistir.
Anahtar kelimeler: BLAD, FXID, Holstayn melezi, kalitsal hastalik, sigir

Investigation of FXID and BLAD Diseases in Holstein Crossbreed Cattles Reared in Turkey
Summary: This study aimed to investigate the presence of mutant alleles of Bovine Leukocyte Binding Deficiency
(BLAD) and Factor XI Deficiency (FXID) hereditary diseases in Holstein crossbreeds reared in Turkey. Total of 48 cat-
tle were examined in the study. After molecular analysis, it was observed that one of the crossbreed cattle examined
was a BLAD carrier and no FXID carrier was found. With this study, the presence of mutant alleles that cause BLAD
and FXID, except for the purebred Holstein in which these hereditary diseases are seen, was investigated. So, It was
determined for the first time that the presence of mutant allele was also seen in crossbreed Holstein. At the end of the
study, it was concluded that breeds to be used as sire lines in breeding and crossbreeding should be checked which
they had free from important hereditary diseases. It is concluded that mutant alleles that cause hereditary diseases
(BLAD, FIXID, etc.), which were previously known to be breed-specific, can spread to other cattle breeds if the neces-
sary care is not taken.
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Girig Sigirlarda bilinen kalitsal hastaliklara cogunlukla oto-
zomal resesif olarak kalitilan alleller neden olur. Oto-
zomal resesif allellerin karakteristik 0zelligi, sadece
her iki allel kalitildiginda fenotip olarak ifade edilmele-
ridir. Dolayisiyla otozomal resesif kahtilan alleller,
bireyin heterozigot oldugu durumlarda fenotipte tespit
edilememesinden dolayi populasyon i¢inde yayillmak-
tadirlar. Bu sebeple sigir yetistiriciliginde otozomal
resesif kalitsal hastaliklar, otozomal dominant, X'e
baglh dominant veya X'e bagh resesif olarak aktarilan
ve pedigri analizi ile kalitim tipi daha kolay anlagilan
kalitsal bozukluklara kiyasla genis populasyonlar igin
daha buyuk bir endise kaynagidir (Agerholm, 2007).

Suni tohumlama yéntemi basta st sigirn yetistiriciligi
olmak (izere, hayvancilik sektoriiniin geligsiminde
cesitli verimlerde hizli genetik ilerleme saglayan ve
isabetli seleksiyon yapilmasina izin veren énemli bir
teknolojidir (Medeiros ve ark., 2002). Ancak suni to-
humlama ydéntemi, hayvan basina verimi arttirirken
genetik yakinligi da arttirmaktadir (Thomsen ve ark.,
2006). Ozellikle siit igletmelerinde yapilan seleksiyon
calismalarinda yakin zamana kadar, damizliklar sa-
dece sit verim Ozellikleri dikkate alinarak segilirken,
dol verimi ve saglikla ilgili 6zellikleri dikkate alinma-
mistir. Sut sigir yetistiriciliginde yapilan bu tek yonli

genetik 1slah calismalari, damizliklarda hastaliklara Sigir Lokosit Baglanma Eksikligi (Bovine Leucocyte

direncin azalmasi ve 6zellikle de kalitsal hastaliklara
sebep olan mutant allellerin kisa stirede diinya ¢apin-
da sigir popllasyonlari arasinda yayilmasina neden
olmustur (Mukhopadhyaya ve ark., 2006; Cole ve
ark., 2016).
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Adhesion Deficiency, BLAD) ve Faktér XI Eksikligi
(FXID) Holstayn irkinda bilinen en énemli iki kalitsal
hastaliktir. Homozigot oldugu durumda yavrunun
Olimilyle sonuglanan otozomal resesif kalitsal bir
hastalik olan BLAD, nétrofillerin yilizey reseptori olan
ve glikoprotein tabiatli B-integrini kodlayan gende
meydana gelen bir mutasyon sonucu olusur. CD11/
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CD18 protein kompleksi ailesine ait bir glikoprotein
olan B-integrinler, noétrofillerin damar disina ¢ikarak
inflamasyon bdlgesine gogiine yardimci olurlar
(Nagahata ve ark., 1997). Hasta hayvanlarda, B-
integrin glikoproteini kodlayan genin 383. pozisyonda
bulunan Adenin nikleotidinin, Guanin nukleotidi ile
yer degismesine neden olarak, ilgili proteinin 128.
amino asidi olan aspartik asidi, glisine doénustiren
(D128G) bir nokta mutasyonu belirlenmistir. Meydana
gelen bu mutasyon ise CD11/CD18 kompleks olusu-
munu bozarak, nétrofillerin damar disina ¢ikmasinin
engellemektedir (Kehrli ve ark., 1990; Nagahata,
2004). Saf Holstayn irki sigirlarda bildiriimis olan
BLAD, homozigot buzagilarda dogumdan sonra orta-
ya c¢ikan kronik pnémoni ve kronik ishal nedeniyle
Olime neden olmaktadir (Ackermann ve ark., 1993;
Nagahata, 2004). Hasta buzagilarda sik tekrarlayan
mukozal enfeksiyonlarin yani sira, yara iyilesmesinde
gecikme, kaseksi ve blylime geriligi, kalici ve belirgin
notrofili, dis eti iltihabi ve dis kaybi, ylksek ates ve
diger yumusak doku enfeksiyonlari gibi bir dizi ciddi
semptom gorilmektedir (Kehrli ve ark., 1990; Shuster
ve ark., 1992). Homozigot BLAD'll buzagilar gogun-
lukla bir yasindan 6nce olurken, hayatta kalanlarda
ise blyime geriligi ve fertilite bozukluklar goérildigu
bildirilmistir (Agerholm, 2007). Hastaliga sebep olan
mutant allelin Turkiye'deki Holstayn poptlasyonunda-
ki varligi ilk kez 2004 yilinda bildiriimistir (Akylz ve
Ertugrul, 2006).

ilk olarak Amerikan Holstaynlarinda 1969 yilinda ta-
nimlanana faktér XI yetmezligi (Factor XI Deficiency,
FXID), sigirlarda 27. kromozomu Uzerinde bulunan
FXI geninin 12. ekzonuna adenince zengin 76 baz
Gifti uzunlugunda bir parcanin eklenmesi sonucu
olusan otozomal resesif bir kanama bozuklugudur
(Liptrap ve ark., 1995). Meydana gelen mutasyon,
gende erken bir “Dur” kodonunun olugsmasina sebep
olarak, kan pihtilasmasinda rol oynayan pro-
teinlerden biri olan ve serin proteaz olarak da
adlandirilan FXI proteininin  olusumunu engeller
(Marron ve ark., 2004; Ghanem ve ark., 2005). Asiri
kanama ve Ureme problemlerine de sebep olan
FXID’'de, hasta hayvanlar mastit, metrit, pnédmoniye
karsi yuksek duyarliliga sahiptirler (Korkmaz Adaoglu
ve ark., 2015). Hastaliga 6zgi semptomlar en-
jeksiyondan sonra uzayan kanama siresi, kanh st
ve anemi olarak bildiriimistir (Citek ve ark., 2006;
Marron ve ark., 2004). Bu semptomlara ek olarak,
buzagilar normalden daha dusuk dogum agirhgi ve
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disuk hayatta kalma orani gésterir. Hasta buzagilarin
bulagici hastaliklara yakalanma olasiigi normal
buzagilardan daha yiksektir (Marron ve ark., 2004).
Bunlara ek olarak heterozigot damizliklarda dél tutma
problemlerinin daha yuksek oldugu bildirilmistir
(Akyuz ve ark., 2012).

Planlanan bu galismada ise Turkiye'de degisik amac-
lar ile yetistirilen Holstayn melezlerinde BLAD ve
FXID kalitsal hastaliklarina sebep olan mutant allelle-
rin varliginin polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) ve
enzim kesimi ile elde edilen pargacik polimorfizmi
(RFLP) yontemleri ile arastirimasi hedeflenmisgtir.

Gereg ve Yontem

Calismanin hayvan materyalini Turkiye’de yetistirilen
farkh sigir irklarinin Holgtayn melezleri olusturmustur.
Calismada 26’s1 Holstayn x Yerli Kara melezi, 15'i
Holstayn x Dogu Anadolu Kirmizisi melezi, biri Hols-
tayn x Guney Anadolu Kirmizisi melezi, biri Holgtayn
x Simental melezi, besi Holstayn x Montofon melezi
olmak (izere toplam 48 bas si§ir incelenmistir. incele-
nen oOrneklerin hangi irk melezi olduklari, geldikleri
yerler ve fenotipik goriinimlerine gore karar verilmis-
tir. Bu calismada kullanilan DNA'lar, ERU-HAYDEK
09.04.2014 tarih ve 14/77 karar nolu Etik Kurul izni ile
daha 6nce toplanmis olan kanlardan elde edilmigtir.
Calismanin DNA materyali total kandan fenol-
kloroform-izoamil alkol (25:24:1) yontemi ile izole
edilmistir. incelenen 6rneklerde mutant BLAD allelinin
varligi Shuster ve ark. (1992) tarafindan &nerilen
PCR-RFLP yoéntemi ile; mutant FXID allelinin varlig
ise Marron ve ark. (2004) tarafindan Onerilen PCR
yontemi ile belirlenmistir. Yapilan PCR iglemlerinde
kullanilan primerlere ait baz dizileri Tablo 1’de veril-
migtir. PCR islemi 6rnek basina 6.7 pl ddH20, 5 pl
MgCly, 2.5 pl 10 X (NH4),SO4 tampon sollisyonu, 0.4
Ml ANTP (200 pM) karigsimi, 0.4 pl 10 pmol ileri, 0.4 pl
10 pmol ve geri primer, 1U Taq polimeraz (Thermo
Scientific, USA) toplam karisim miktari 20 pl olacak
sekilde olacak sekilde 50ng/ul DNA ilave edilerek
hazirlanmigtir. PCR iglemi; 95 °C’de 5 dak 6n denatu-
rasyonu takiben, 95 °C’'de 30 sn, baglanma sicaklig
BLAD igin 55 °C'de, FXID igin 60 °C’de 30 sn, 72
°C'de 30 sn ve 72 °C'de 10 dakika olacak sekilde
uygulanmistir. BLAD igin kesim reaksiyonu Taql enzi-
mi ile 65 °C’de 2 saat inkiibasyon, 80 °C’de 20 dakika
inaktivasyon seklinde uygulanmistir. Kesim drlnleri
%3.5'lik nusieve agaroz jel ile 80V, 300mA’'de 1 saat
yuritulerek goérintilenmistir. FXID genotiplemesi igin

Tablo 1. BLAD ve FXID genotiplemesi igin kullanilan primer dizileri

Hastalik Primerler (5’-3’) Tm beg Gen Bankasi RE
Erigsim No
BLAD F: TCCGGAGGGCCAAGGGCTA 55 58 NC_037328.1 Taql
R:GAGTAGGAGAGGTCCATCAGGTAGTACAGG
FXID F: CCCACTGGCTAGGAATCGT 60 244  NC_037354.1

R: CAAGGCAATGTCATATCCA C

Tm: Primer baglanma sicakligi; bg: Baz ¢ifti; RE: Kesim enzimi
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elde edilen PCR urinleri de %2’lik agaroz jel elektro-
forezi ile 100V, 300mA’de 40 dakika sure ile yurttle-
rek géruntilenmigtir.

Bulgular

Calismada taranan 48 bas Holstayn melezinden biri-
nin (Holstayn x Dogu Anadolu Kirmizi melezi) BLAD
tastyicisi oldugu belilenmistir (Sekil 1)

<

X
L

Sekil 1. M: 50 b¢’lik DNA merdiveni; 1, 2, 3, 4, 5, 7, 8:
BLAD mutant alleli tasimayan normal genotipli (32, 26 bg)
bireylerin enzim kesim gorintusu; 6: BLAD mutant allelini
taslyan taslyici genotipli (58, 32, 26 bg) bireyin enzim kesim
gorintisu

incelenen melez sigirlarda FXID tasiyicisina rastlanil-
mamistir (Sekil 2).

Sekil 2. M: 100 bg’lik DNA merdiveni; 1, 2, 3, 4, 6, 7: FXID
mutant allelini tagimayan normal genotipli bireyleri (244
b¢'lik tek bant); 5: FXID tasiyici kontrolin PCR goruntisi

Tartisma ve Sonug

Holstayn irki sigirlarda uzun sire uygulanan islah
calismalar sit veriminde gérilen artisa ragmen Ure-
me performansinda disuse, servis periyodunda uza-
maya, saglik sorunlarinda ve ayiklama oranlarinda
artisa ve damizlikta kalma sirelerinin kisalmasina
sebep olmustur (Turner, 2006; Bldttner ve ark.,
2011). Belirlenen bu olumsuzluklarin giderilmesi
amacliyla melezlemeye ilgi artmistir. (Yaylak ve ark.,
2015). Ulkemizde olumsuz bakim ve besleme kosul-
larina ve hastaliklara direngli fakat verim yéninden
distk yerli irklarin bogalari ¢evirme melezlemesi
olarak Holstayn irki ineklerle giftlestiriimektedir.

Ozellikle Holstayn irki ineklerde gériilen kalitsal has-
taliklarin melezleme uygulanmasi halinde eder gene-
tik kontrol saglanmaz ise (otozomal resesif kalitsal
hastaliklarda klinik semptom gdstermedikleri igin)
tasiyicilarin mutant allelin bir sonraki kusaga iletiime-
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sindeki rolt buyuktir. Sayet tagiyicilar, suni tohumla-
ma ile yetistirme programlarinda yaygin olarak kulla-
nilan bogalar ise durum daha da vahimlesmektedir
(Ackerman, 1993). Bu nedenle kalitsal hastaliklar
yoéninden ari populasyonlar, ancak heterozigot birey-
lerin belirlenerek surtden g¢ikarilmasiyla; heterozigot
bireylerin ciftlestiriimesinin 6nlenmesiyle bdylece has-
ta yavrunun dogumunun engellenmesi ile saglanabilir
(Ackerman, 1993). Bu amacla da molekiler tani test-
leri, tagiyicilarin tanimlanmasi, mutant alellerin sikli-
ginin ve kalitsal hastaliklarin populasyondaki insidan-
sinin azaltiimasi igin dnemli bir adimdir.

Sut sigirt yetistiriciliginde genetik degeri yiksek olan
bogalarin yetistiricilikte yaygin kullaniimalari, resesif
kalitsal hastaliklarin kisa surede tim dinyaya yayil-
masina yol acmistir. Bu hastaliklardan en dénemlisi
Holstaynlarda gérilen BLAD hastahdidir. Arastirma-
cilar, 2000 yilinda BLAD hastaligi sikhdi icin mutant
allelin %24 oldugunu belirlenmiglerdir (Schitz ve ark.,
2008). BLAD'a neden olan allel, ¢.383A>G’nin frekan-
sinin Litvanya sut sigirlarinda; %0.0025 (Morkaniené
ve ark., 2019), Cek sidirlarinda; %0.82 (Citek ve ark.,
2006), Cin Holstaynlarinda; %0.69 (Sun ve ark.,
2011), %1.37 (Zhang ve ark., 2012), Hint Holstayn
Fresian irki sigirlarinda; %3.23 (Patel ve ark., 2007),
%1.69 (Roy ve ark., 2012), iran Holgtaynlarinda; %
3.3 (Norouzy ve ark., 2005), %6.6 (Hemati ve ark.,
2015), Amerikan Holstaynlarinda; %14.1 (Shuster ve
ark., 1992), Polonya Holstayn Fresian irki sigirlarda;
%7.9 (Czarnik ve ark., 2007), Japoya'da; %13.4
(Nagahata ve ark., 1997) oldugu bildirilmistir. Tarki-
ye'de ise yerli irklarda BLAD alleline rastlanmazken,
Holstayn irki ineklerde %0.0084 (Akyuz ve Ertugrul,
2006), %2.8 (Sahin ve ark., 2013), %2 (Korkmaz
AgJaogdlu ve ark., 2015), %1.33 (Hacihasanoglu Cak-
mak ve Yardibi, 2019) oldugu bildirilmigtir.

FXID kalitsal hastaliina ait allel frekansi verilerine
gbre ise; ABD'de bildirilen frekansin %1.19 (Marron
ve ark., 2004), Japonya'da %2.5 (Ghanem ve ark.,
2005), Cek Cumhuriyeti'nde %0.36 (Citek ve ark.,
2008) oldugu bildirilmistir. Tlrkiye'de gesitli bolgeler-
de FXID tasiyici frekans ¢alismalari yapilmistir. Bur-
sa bélgesinde (Oner ve ark., 2010) %1.17 oraninda
tasiyici sikligi, Burdur boélgesinde %1.8 (Korkmaz
Agaogdlu ve ark., 2015) ve Trakya bdlgesinde bu ¢a-
lismada oldugu gibi FXID tasiyicisi bulunmadigi
(Avanus ve Altinel, 2016) bildirilmistir.

Bu calisma sonunda Tirkiye'de yetistirilen Holstayn x
Yerli sigir melezlerinde BLAD’a sebep olan mutant
allelin varligi ortaya konulmustur. Bu ¢alisma ile daha
once yalnizca Holstayn irkinda gorilen bu kalitsal
hastaliga sebep olan mutant allelin, kontrolliniin sag-
lanmamasi durumunda Ozellikle c¢evirme ve islah
melezlemeleri ile yeni irklara da tasinabilecegi sonu-
cuna varilmistir. Bu nedenle ¢evirme ve islah melez-
lemelerinde kullanilan bogalarin, BLAD ve FXID gibi
bilinen hastaliklarin olusumunda rol oynayan ve
onemli ekonomik kayiplara neden olan mutant allelle-
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ri tastyip tasimadiklarinin kontrol edilmesi ve tasiyici
bogalarin damizlikta kullaniimamasi gerekmektedir.
Ayrica melez hayvanlarinda yetistiricilikte kullanildigi
isletmelerde, tohumlamada kullanilan spermalarin da
bu kalitsal hastaliklar yoninden taranmasinin gerekli-
ligi bu galisma ile ortaya konulmustur.
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