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Kayseri Bolgesinde Yetistirilen Holstayn Sigirlarinda Kompleks Vertebral
Malformasyon Hastaligi Geninin Allel Frekansinin Belirlenmesi*
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Ozet: Kompleks vertebral malformasyon (CVM), Holstayn sigir irkinda gériilen otozomal ve gekinik kalitim sekli goste-
ren, 6ldurtich kaltsal bir hastaliktir. Bu kalitsal hastalik ilk olarak 1999 yilinda Danimarka’da yetistirilen Holstayn’larda
belirlenmistir. Hastallk, homozigot hasta buzagilarda kompleks anomaliler, bacak eklemlerinde ve sirt omurlarinda
kemik deformasyonlari ile karakterizedir. Ayrica, homozigot yavrularda embriyonal élimler, abort ve 6li dogumlara da
sebep olmaktadir. Bu ¢calismanin amaci, Kayseri ve civarinda yetistirilen ve sutci irklar icerisinde Turkiye'de en yiksek
popllasyona sahip olan Holstayn sigir irkina ait ineklerde, CVM hastaligina neden olan mutant allelinin bulunup bulun-
madiginin arastiriimasidir. Bu calismada kullanilan molekuler genetik testin, Turkiye'deki Holstayn irkina ait damizlikla-
rin CVM ydniunden taranmalarinda kullanmak, veteriner hekimler ve yetistiricilerin bu kaltsal hastaliktan haberdar ol-
malarini saglamaktir. Calismanin materyalini, Kayseri ve civarinda halk elinde yetistirilen 150 bas Holstayn irki disi
sigir olusturmustur. incelenen hayvanlardan alinan kan érneklerinden DNA izolasyonu fenol-kloroform ekstraksiyon
yéntemi ile yapilmistir. Yapilan bu g¢alismada CVM allelinin varhgi veya yoklugu, polimeraz zincir reaksiyonu-
restiriksiyon pargacik biyUkli polimorfizmi (PZR-RFLP) yontemi kullanilarak arastiriimaya calisiimistir. Elde edilen
PZR urunleri EcoT22 endoniikleaz enzim ile kesilmis ve %2'lik agaroz jelde gdriintulenmistir. Bu ¢alismada incelenen
150 bas Holstayn irki sigirda CVM taslyici bireylere rastlanmamistir.

Anahtar Kelimeler: CVM, Holstayn, PZR, RFLP

Determination of the Frequency of the Allele in the Gene Causing the Complex Vertebral
Malformation in the Holstein Cows in the Kayseri Region

Summary: The complex vertebral malformation (CVM) is a hereditary lethal disease with an autosomal and recessive
heredity in the Holstein cows. This hereditary disease was first determined in the Holstein cows in 1999 in Denmark.
This disease is characterized with complex anomalies, bone deformations in the joints of extremities and vertebrae in
calves with homozygous. Moreover, fetal deaths, abortions and stillbirths are seen in calves with homozygous. The
purpose of this study was to determine the mutant allele causing the complex vertebral malformation (CVM) in
Holstein, which is the largest population among the milked breed in the Kayseri region. In addition, this test can be
adapted to screen the Holstein cows for CVM disorder for breeding purpose, and veterinarians and breeders can be
informed of this hereditary disease. Client-owned animals used in this study consist of 150 female Holstein cows in the
Kayseri region. Isolation of DNA with phenolcloroform extraction method was performed from blood samples taken
from animals. In this study, the method of polymerase chain reaction-restriction fragment length polymorphism (PCR-
RFLP) was applied to determine the mutant allele causing the CVM. The products of PCR have been divided into small
pieces by EcoT22 endonuclease enzyme. Small pieces of PCR products were visualization in the 2% agarose gel. In
the study none of the cows were determined with the CVM disorder.
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Girig artmasina neden olmustur (26). Irk icinde artan
genetik benzerlik, bireylerin yasama gucuni ve dol
verimini diisuren kahtsal hastaliklarin hizla popu-
lasyon icinde yayillmasina da sebep olmustur (7,
20). Bu kalitsal hastaliklar ¢cok kisa surede Ulkeler
hatta kitalar asarak tim diinyaya yayilmistir (17).
Sut sigin yetigtiriciliginde birkag elit boganin yay-
gin kullanimi mutant ve resesif iki allelin yavrularin
genotiplerinde bir araya gelme sansini artirmakta-
dir (20). Bundan dolayi, kalitsal hastaliklara sebep
olan mutant allellerin poptlasyondan temizlenebil-

Tum dinyada st endustrisinde kullanilan ineklerin
yaklasik %70'i suni tohumlama yéntemi ile tohum-
lanmaktadir (11). Suni tohumlama uygulamasi, sit
endustrisinde yaygin olarak kullanilan Holstayn
irkinin sit verimini birka¢ on yil igcerisinde 15-20
litre artirmistir (11). Suni tohumlama yontemi hay-
van basina verimi artirirken, ayni zamanda yetisti-
riciligi yapilan irklarda irk i¢i genetik benzerligin de
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mesi ancak tasiyici bireylerin belirlenerek striden
uzaklastinimasiyla saglanabilir. Ekonomik agidan
bir strtindn tim bireylerinin kalitsal hastaliklar y6-
ninden taranmasi zordur. Ancak, Ozellikle suni
tohumlama ve embriyo nakli amaciyla kullanilan
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damizlik adaylarinin irka 6zgl kalitsal hastaliklari
tasiyip tasimadiklarinin kesin olarak belirlenmesi,
kalitsal hastaliklarin kontrol altina alinmasina yar-
dimci olabilir (1).

Kalitsal hastaliklar, canlilardaki kalitim materyalin-
de meydana gelen, ebeveynlerden yavruya aktari-
lan bozukluklar sonucu canlinin saghigini ve veri-
mini olumsuz etkileyerek ya da embriyonik 6lime
neden olarak fertiliteyi disiren hastaliklar olarak
tanimlanabilir (11). Kalitsal hastaliklar, ya protein
sentezinin bozulmasina ya da protein sentezinin
tamamen durmasina neden olarak fenotipte ortaya
cikarlar (8). Veteriner hekimlikte, kalitsal bir hasta-
lga neden olan genin molekiler dizeyde belirlen-
mesi, kalitsal hastalik yoniinden ari surilere sahip
olmak ve hastaligin sirtiden eradikasyonunu sag-
lamak icin biyik 6nem tasimaktadir (11).

Sigirlarda gorulen kaltsal hastaliklarin  ¢cogu
otozomal resesif kalitim sekli gostermektedir. Bu
nedenle otozomal resesif kalitim sekli gosteren
genlerin belirlenemeden populasyona yayillma
sansi yuksektir (6). Tastyicilarin fenotipik olarak
belirlenmesindeki zorluktan dolayi, bireyde varligi
kolayca belirlenebilen dominat kaltim yolu izleyen
veya X kromozomuna bagh kalitim yolu izleyen
genlerle karsilastirildiginda, otozomal resif kalitim
sekli gbsteren kalitsal hastaliklar sigir yetistiricili-
ginde daha 6nemlidir (19). Son elli yilda yaygin
yetistiriciligi yapilan sigir irklarinda 300 civarinda
kalitsal bozukluk bildirilmistir (2).

Kompleks vertabral malformasyon (CVM),
Holstayn sigirlarinda goérilen otozomal cekinik
kalitim sekli gosteren, oldurict kalitsal bir hasta-
liktir (3, 22). Bu kalitsal hastalik, sigir karyotipinin
dginci  kromozomunda bulunan, UDP-N-
asetilglukozamin tranporter proteinini kodlayan,
SLC35A3 genin 559. nikleotid pozisyonunda bir
guanin-timin yer degisimine neden olan nokta mu-
tasyonu sonucu olusmaktadir (15, 18, 24). Meyda-
na gelen bu mutasyon, SLC35A3 proteininin 180.
pozisyonunda bulunan valin amino asitinin
fenilalanin’e (V180F) dénismesine sebep olmakta-
dir (23, 25).

Kompleks vertabral malformasyon, homozigot bu-
za@ilarda embriyo olumleri, abort, kongenital biy(-
me geriligi, metakarpofalangeal ve metatarsofa-
langeal eklemlerde ankiloz, kafatasindan kuyruk
sokumuna kadar uzanan omurga dizisinin boyun
ve sirt omurlarinda birden fazla omurun anatomik
olarak eksikligi ve omurlarda yapisma ile karakteri-
zedir (10, 26). Bu klinik belirtilerden en 6nemlisi ve
embriyo icin 6lumcil olani omurga kisaligidir (2).
Homozigot yapidaki fotuslarin %50’ sinde kalp
anomalisi de gérilmektedir (25).
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Ghanem ve ark. (14) hastalik ilk olarak 1999 yilin-
da Agerholm ve arkadaslan tarafindan Danimar-
ka'da yetistirilen Holstaynlarda belirlenmistir. Da-
ha sonra ingiltere, Cek Cumbhuriyeti, Polonya ve
Hollanda gibi Avrupa Ulkelerinde CVM'li Holstayn
buzagilarin goruldagd bildirilmistir (14, 26). Avrupa
disinda ABD, Cin ve Japonya’daki Holstayn popu-
lasyonlarinda da CVM’'ye neden olan mutant allelin
varligi bildirilmistir (10). Bu kalitsal hastalik ilk ola-
rak Danimarka’'da belirlenmesine ragmen su anda
Holstayn yetistiriciligi yapilan bir¢ok tlkede bildiril-
migtir (9).

Hasta yavrularin pedigrileri incelendiginde hepsi-
nin 1974 yiinda ABD'de dodan ve Ustlin verim
Ozellikleri nedeniyle tim diinyada suni tohumlama
istasyonlarinda yaygin olarak kullanilan Carlin-M
Ivanhoe Bell isimli boga ile akraba olduklari belir-
lenmistir (4, 16, 21). Bu boganin ayni zamanda
CVM disinda yine Holstanylarda énemli verim ka-
yiplarina neden olan kalitsal bir hastalik olan sigir
I6kosit baglanma yetmezligi (BLAD) hastaliginin
tasiyicisi oldugu da belirlenmistir (5, 14, 25).

Bu calismada, Kayseri ve civarinda yetistirilen disi
Holstayn’larda CVM hastalifina neden olan
mutant allelinin bulunup bulunmadiginin polimeraz
zincir reaksiyonu-restiriksiyon parcacik buyikluk
polimorfizmi (PZR-RFLP) yontemi kullanilarak
arastirilmasi amagclanmistir.

Gereg ve Yontem

Calismanin materyalini Kayseri'nin Blnyan ve
Develi ilgelerinde yetistirilen 150 bas damizlk disi
Holstaynlar olusturmustur. Calismada kullanilan
DNA'lar fenol-kloroform ekstraksiyon yéntemi izole
edilmigtir.

incelenen hayvanlarda mutant CVM allelini belirle-
mek icin yapilan PZR uygulamasinda Kepenek
(17) tarafindan Onerilen ve baz dizinleri F: 5'-
CACAATTTGTAGGTCTCACTGCA-3; R: 5'-
CGATGAAAAAGGAACCAAAAGGG-3', olan bir
primer seti kullanilmistir. Polimeraz zincir reaksiyo-
nu 14,3 pl dH,O, 7,4 pl MgCl,, 2 pl 10 x PCR
buffer, 0,4 pl dNTP, her primerden 0,4 ul (20
nmol), 3 pl genomik DNA, 0,1 pl Tag polimeraz
enzimi (5 U/ pl) olacak sekilde hazirlanan karigim-
la yapiimigtir.

Hazirlanan karisimin termal cycler cihazinda 6nce
95 °C’'de 10 dakika tutulduktan sonra her bir don-
giisi; 95 °C’de 30 saniye, 56 °C’de 1 dakika ve 72
°C’'de 30 saniye olacak sekilde 30 déngu yapilimis-
tir. Son doéngiiden sonra 6rnekler, 72 °C’'de 10
dakika tutularak PZR islemi tamamlanmistir.
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Bu islem sonunda PZR' nin basarili oldugu 6rnek-
lerden 233 be'lik tek bant elde edilmistir. Bu tek
bandin goéruldigut PZR drdnleri  EcoT22
restiriksiyon endoniikleaz enzim ile kesmek igin
+37 °C'de bir gece bekletildikten sonra enzimi
inaktive etmek amaciyla karigim +65 °C'de 20 da-
kika tutulmustur.

islem sonunda, homozigot normal bireylerde 233
b¢'lik tekbir bant, tasiyicilarda ise 233, 212 ve 21
b¢'lik t¢ bandin gérilmesi beklenmistir.

Bulgular

Elde edilen 223 bc¢'lik PZR drinlerinin EcoT22
restriksiyon endonukleaz ile kesilmesi islemi so-
nunda incelenen bireylere ait PZR drlnlerinin hig
birinin bu enzim ile kesilmedigi gdzlenmistir. Dola-
yisiyla, incelenen bireylerin hi¢ birisinde CVM tasi-
yici bireylerde gorilmesi beklenen 233, 212 ve 21
be'lik Gic bant géruntilenememistir. incelenen tiim
bireylerde 233 b¢'lik tek bant gorulmuistir (Resim
1) ve tim o&rneklerin homozigot normal oldugu
belirlenmistir.

G.N. KULAKLI, B. AKYUZ

once taranmasi 6nemlidir. Ozellikle, kalitsal hasta-
liklar yoninden damizlik adaylarinin genetik du-
rumlari, bu bireyler henuz yavru iken hatta
embriyonal asamada belirlenmesi damizlik segi-
minde zaman kaybinin énline gecilmesine yardim-
ci olabilir. Kaltsal hastaliklar, Turkiye’de verim
kayiplarina neden olan hastaliklar arasinda yetisti-
riciler ve veteriner hekimler tarafindan en az bili-
nenlerdir. Hayvancilikta gelismis Ulkelerde, 6zellik-
le erkek damizlik adaylari kendi irklarinda en yay-
gin gorulen kalitsal hastaliklar yoniinden tarana-
rak, damizlik kataloglarina bu kalitsal bozukluklar
yonunden genetik yapilari kaydedilir. Tirkiye'de
ise kalitsal bozukluklar hakkinda sadece konu ile
ilgili calisma yapan arastiricilar bilgi sahibidir. Tir-
kiye'de enfeksiyonlar ve beslenme bozukluklari ile
karsilastirilinca kalitsal bozukluklarin sebep olduk-
lari verim kayiplari goz ardi edilmektedir. Bir gen-
de meydana gelen mutasyon, yavrunun olimine
veya dol tutma problemlerine neden olarak, birim
hayvandan elde edilmesi hedeflenen verimi disu-
rebilir (13).

Sekil 1. 100 bg’lik DNA merdiveni, 2-10: 233 b¢’lik homozigot normal bireylere ait EcoT22 enzim kesim drlnleri.

Tartisma ve Sonug

Bir st sigircihgi isletmesinde karlilik, isletmede
bulunan damizlik hayvanlarin 305 gin sagiimasi
ve her bir hayvandan yilda bir yavru alinmasi ile
saglanabilir. Bu nedenle, isletmede damizlik olarak
secilecek hayvanlarin verimlerini distirecek enfek-
siyonlar ve kalitsal hastaliklar yéniinden secimden

Modern sut sigir yetistiriciliginde, yuksek genetik
degere sahip az sayidaki seckin bogadan elde
edilen spermalarin uluslar arasi ticareti lzerine
kurulmus 1slah programlari tim diinyada artis gos-
termektedir. Suni tohumlama ve embriyo transfer-
leri gibi gelismis Greme teknolojilerinin yaygin kul-
laniimasi sonucu tek bir boga, tim diinyada dogan
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binlerce buzaginin babasi olabilmektedir. Yapilan
genetik iyilestirme ve seleksiyon calismalarinin
avantajlari yaninda, damizlik bir bireyde ortaya
cikarak verimi distren mutant allellerin frekansi-
nin populasyon iginde hizla artmasina da neden
olabilmektedir.

Ciftlik hayvanlar yetistiriciliginde, yetistiriciligi yapi-
lan tirlerde ve irklarda gérilen genetik bozuklukla-
rin yayginhgr onemli ekonomik kayiplara neden
olabilmektedir. Sigir yetistiriciliinde, kalitsal has-
taliklar yetistiriciligin karlihgini distren énemli ko-
nulardan biridir. Yetistirmede kullanilan hayvanlar-
da gorilecek anormal anatomik yapilar veya du-
suk verime neden olacak kalitsal hastaliklarin ne-
gatif etkileri nedeniyle, yetistiriciler ve yetistirici
birlikleri bir Glkedeki mevcut damizlik popilasyo-
nunda bu tir verim kayiplarina neden olan genle-
rin etkilerinin kontrol altinda tutmalari gerekir. Or-
nek olarak, bir kaltsal hastalik oldugu 1980’li yilla-
rin sonunda belirlenen BLAD’In ABD ekonomisine
yillik kaybinin bes milyon dolar oldugu bildirilmistir
(1). Bu nedenle, kaltsal hastaliklarin sebep olduk-
lari verim ve ekonomik kayiplarin en aza indirilme-
si icin tastyicilarin kesin ve dogru olarak kisa stire-
de belirlemeye imkan veren ydntemlerin gelistiril-
mesi gereklidir. Molekuler genetik analizler alanin-
da yapilan ilerlemeler, dogumda veya yasamin
ilerleyen dénemlerinde ortaya ¢ikabilecek anomali-
lere neden olan mutasyonlarin belirlenmesine yar-
dim etmektedir.

Bircok kalitsal hastaligin kalitim seklinin resesif
kalittm yolu izledigi artik bilinmektedir (13).
Holstaylarda, resesif kalittm sekli gosteren CVM
hastaliginin yayillmasinda heterozigot damizliklarin
roli ¢cok Onemlidir. Heterozigot bireyler herhangi
bir klinik belirti géstermeden yasamlarini populas-
yon icinde normal olarak surdirirler. Heterozigot
bireyin mutant alleli bir sonraki jenerasyona gegir-
me olasiliklari % 50'dir. Bu nedenle, tasiyici birey-
lerin belirlenerek damizlik sdrilerden uzaklastiril-
masli veya olasli taslyici-tasiyici ciftlestirmelerinin
engellenmesi CVM'ye neden olan mutant allelin
populasyondan eradikasyonu igin gereklidir.

Uygun primerlerle elde edilen PZR drinlerinin
restriksiyon enzimleri ile kesilmesi olarak tanimla-
nan PZR-RFLP ydntemi mutasyonlarin saptanma-
sI icin glvenilir bir yéntemdir (14). Holstaynlarda
CVM tasiyicilarinin belirlenmesi amaciyla degisik
yontemler gelistirilmistir. Kalitsal bozukluk olarak
CVM'nin ilk olarak belirlenmesinden 2001 yilina
kadar farkli RFLP metotlari mutant alleli tasiyan
bireylerin belirlenmesinde kullanilimistir (25).

Japonya’da Ghanema ve ark. (22) CVM tanisi igin
gelistirdikleri bir allel spesifik-PCR (AS-PCR) testi
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ile yabani tip ve CVM allelleri ayirt etmeyi basar-
mislar ve inceledikleri 200 hayvandan 26'sinin (%
13,0) CVM tasiyicisi olduklarini belirlemislerdir.
Ruoea ve ark. (24) ozellikle biyik hayvan popu-
lasyonlarinda CVM'nin tanisinin daha kolay yapila-
bilmesi amaciyla bilinen nokta mutasyonlarinin
tanisinda kullanilabilecek bir single-stranded
conformation polymorphism (SSCP) yontemi gelis-
tirmislerdir. Rezaee ve ark. (23) iran'da yetistirilen
Holstayn irki 144 bas damizlik boganin CVM du-
rumlarinin PCR-SSCP yontemini ile arastirmislar
ve incelenen hayvanlar arasinda tasiyicilara rast-
lamamiglardir. Chu ve ark. (10) Cin’ de PCR-
SSCP yoéntemini kullanarak CVM hastaliginin tani-
sI amaclyla bir calisma yapmiglar ve 68 risk grubu
bogada 10 (%14,7), 602 risk grubu inekte 282 (%
46,84) CVM taslyicl hayvan tespit etmislerdir.

Turkiye'de yetistirilen Holstaynlarda CVM allelinin
belirlenmesine yonelik ilk ¢alisma, 2007 yilinda
Kepenek (17) tarafindan 21 bas damizlik Holstayn
boga kullanilarak yapilmistir. Bu ¢alismada incele-
nen hayvanlarda tasiyicilara rastlaniimamigtir.
Kepenek (17) tarafindan yapilan bu calismada,
incelenen o6rnek sayisinin azhdr nedeniyle, elde
edilen verilerin Turkiye Holstayn populasyonunun
CVM durumu hakkinda bir bilgi vermek icin yeterli
olmadigi dusundlmustir. Meydan ve ark. (19),
2007-2009 yillari arasinda Ankara ve Sanliurfa’da-
ki mezbahalardan topladiklari 350 bas Holstayn
ornekten 12’sinin CVM tasliyicisi oldugunu ve ince-
lenen Ornekler icerisinde tastyicilarin oraninin %
3,4 oldugunu bildirmislerdir. Bu oranin daha 6nce
CVM tasiyicilarinin bulundugu bildirilen Danimarka
(% 31,0) (3), Polonya (% 24,8) (24), Japonya (%
32,5) (22), isve¢ (% 23,0) (9), ve Almanya (%
13,2) (19) gibi Ulkelerdeki ile karsilastirildiginda
¢ok dustik oldugu gorulmustr.

Bu calismada ise, Kayseri ilinde yetistirilen disi
150 bas Holstayn incelenmis ve taslyici bireylere
rastlaniimamigtir. Fakat, Turkiye Holstayn popu-
lasyonunun olusmasinda gerek damizlik hayvan
gerekse sperma ithal edilen Ulkelerde bu kaltsal
bozukluga neden olan mutant allele yiiksek oranda
rastlanilmistir (14, 17, 25). Bu nedenle, Turkiye
Holstayn populasyonunun CVM durumunun kesin
olarak belirlenebilmesi icin daha c¢ok ve farkl se-
hirlerdeki Holstaynlardan &rneklerin incelenmesi
gereklidir. Cunkd, CVM tastyicilarinin belirlendigi
Ulkelerde, cok sayida birey veya CVM Kklinik goru-
nim gosteren yavrulara sahip hayvanlar incelen-
mistir (19, 25). Bu sayede Holstayn populasyonla-
rinda CVM’'ye neden olan mutant alellin frekansi
hakkinda bilgi sahibi olunmustur.

Meydan ve ark. (19) tarafindan yapilan ¢alismada,
arastirma materyalini mezbahalara getirilen hay-
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vanlarin olusturmasi nedeniyle, drneklemin daha
genis bir alani kapsadigi gortlmustur. Ancak, belir-
lenen CVM taglyicilarinin oraninin  Avrupa ve
ABD’dekinden dustk oldugu gorilmuastir.

Bu nedenle, Turkiye'deki Holstayn populasyonun-
da CVM allel frekansinin belirlenmesinde daha ¢ok
ornegin bulundugu ve Turkiye’'nin farkli bdlgelerin-
de yetistirilen Holstayn irkina ait erkek ve disin
damizhk adaylarinin taranmasina yonelik ¢alisma-
lar planlanmahdir.

Bu arastirma, Turkiye Holstayn popllasyonunda
CVM'ye sebep olan mutant allelin varliginin arasti-
riimasi ve ileride Turkiye'deki damizliklarin CVM
yéninden taranabilmesi igin rutin kullanimda uygu-
lanabilir bir ydontemin belirlenmesi amaciyla yapil-
mistir. Calisma sonunda incelenen bireyler arasin-
da tasiyici bireylere rastlanilmamasina karsin,
calismada kullanilan PZR-RFLP yonteminin ileride
damizhiklarin CVM alleli yéninden incelenmesinde
kullanilabilecegi dustunulmustur.
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