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OZET

Doktora Tezi

SIGIRLARDA VERIM OZELLIKLERINi ETKILEYEN BAZI MOLEKULER
MARKIR POLIMORFIiZMLERININ BELIRLENMESI VE VERIMLE
ILISKILENDIRILMESI

Zeynep SONMEZ

Atatiirk Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Zootekni Anabilim Dali
Biyometri ve Genetik Bilim Dali

Danisman: Dog. Dr. Memis OZDEMIR

Sigirlarda verim 6zelliklerini etkileyen ELF5 (E74-Like Faktor 5; Epitel-Spesifik ETS Faktor 5),
BMP2 (Bone Morphogenetic Protein2; Kemik mineral yogunluk proteini 2) ve FGF21 (Fibroblast
Growth Factor 21; Fibroblast Biiyiime Faktor 21) genlerin molekiiler markir polimorfizmlerini
belirlemek amactyla yapmis oldugumuz calismada Esmer sigirlara ait DNA 6rnekleri kullanilmustir.
Farkli bolgelere ayrilmis her bir gen i¢in PCR analizleri uygulanmis, sonrasinda Yiiksek
Coziintirliiklii Erime Analizi (HRM) yontemi ile ornekler kiimelere ayrilmistir. Her kiimeden
ornekler rastgele secilerek sekans analizleri uygulanmis ve polimorfik bélgeler tespit edilmistir.

ELF5, FGF21 ve BMP2 gen bolgeleri DNA dizi analizleri sonucu; ELF5 geni 2. intron bdlgesi i¢in
0.65825359 C/T, g.65825499 G/A transisyonlar1 ve g.65825371 A delesyonu tespit edilmis, ELF5
geni 5. ekzon bolgesi i¢in g.65825909 T/C, 9.65826062 G/A, 9.65826123 A/C, 9.65826134 C/T ve
g. 65826138 T/C olmak lizere 5 farkli polimorfik bolge tanimlanmis, FGF21 geni 1. ekzon bolgesi
icin g.55834828 C/G polimorfik bélgesi ve FGF21 3. ekzon bolgesi i¢in g.55836088 G/T ve
2.55836007. C/A polimorfizmleri belirlenmis, BMP2 geni 2. ekzon bdlgesinde g.49551963 T/C
polimorfizmi ve BMP2 geni 3. ekzon bdlgesi i¢in g.49551337 G/A, 9.49551405 G/T, 9.49551428
G/C, g.49551433 A/C ve g.49551449 T/G polimorfik bélgeleri tanimlanmustir.

ELFS5 geninin 2. intron bélgesi i¢in tanimlanmis polimorfik bolgeleriden g.65825371 -/A polimorfik
bolgesi ile gercek siit verimi (laktasyon siit verimi) ve pik siit verimi arasinda, g.65825359 C/T
polimorfizmi ile pik giin verim degerleri arasinda istatistiksel olarak anlamli iligkiler oldugu tespit
edilmistir (P<0.05).

ELF5 5. ekzon bolgesi, BMP2 ve FGF21 gen bolgeleri i¢in belirlenmis polimorfik bdlgeler ile
Esmer 1rki sigirina ait laktasyon siit verimleri, 305 giinliik siit verimleri, giinliik siit verimleri,
laktasyon siireleri, pik siit verimleri, pik giin verimleri ve ortalama pik siit verimleri arasinda anlamli
iligki bulunamamistir (P>0.05). Ancak, hayvan islah1 alaninda yapilacak farkli ¢aligmalarda,
belirlenen polimorfik bdlgelerin markir olabilme 6zelliklerinin arastirilmasi 6nerilmektedir.

2017, 155 sayfa
Anahtar Kelimeler: ELF5, BMP2 ve FGF21, HRMA, polimorfizm, siit verimi



ABSTRACT

Ph. D. Thesis

DETERMINATION AND RELATIONSHIP OF SOME MOLECULAR MARKER
POLYMORPHISMS AFFECTING PRODUCTION TRAITS IN CATTLE BREED

Zeynep SONMEZ

Atatiirk University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Animal Science
Biometry and Genetics Department

Supervisor:: Assoc. Prof. Dr. Memis OZDEMIR

In this study we aimed to determined molecular marker polymorphism in the ELF5 (E74-
Like Factorr 5), BMP2 (Bone Morphogenetic Protein2) and FGF21 (Fibroblast Growth
Factor 21) which effected the performance traits of cattle. We are used as material the Brown
Swiss breed DNA samples. PCR analysis were made for the three different genes and then
DNA samples were clustered by High Resolution Melting Analysis (HRM) method and
sequence analysis were applied to some of the samples in each different cluster and were
defined its polymorphic regions.

In the result of DNA sequence analysis for ELF5, FGF21 ve BMP2 gene regions: for the 2.
intron of ELF5 gene; 9.65825371A deletion, g.65825359 C/T and ¢.65825499 G/A
transistions, for the 5. exon region of ELF5 gene; G.65825909 T/C, ¢.65826062 G/A,
0.65826123 A/C, 9.65826134 C/T; and g. 65826138 T/C polymorphic region, for the 1. exon
region of the FGF21 gene; G.55834828 C/G polymorphic region, for the 3. exon region of
FGF21 gene; g.55836088 G/T and g.55836007 C/A polymorphisms, for the 2. exon region
of BMP2 gene; 9.9551963. T/C polymorphism and for the 3. exon region of BMP2 gene;
9.49551337 G/A, 9.49551405 G/T, g.49551428 G/C, g.49551433 A/C and g.49551449. T/G
polymorphic regions were defined.

There was non-significant as statistically the relationship between the polymorphic regions
determined for the ELF5, BMP2 and FGF21 gene and lactation milk yields, 305-days milk
yields, daily milk yields, lactation times, peak milk yields, peak day yields and average peak
milk yields of Brown Swiss breed (P>0.05). However, it is suggested to investigate the
marker ability of polymorphic regions determined for future studies in the animal breeding.

2017, 155 pages

Keywords: ELF5, BMP2 and FGF21, HRMA, polymorphism, milk yield
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1. GIRIS

Cesitli verim 6zellikleri ile yasamin her aninda gereksinim duyulan ciftlik hayvanlar
yetistiriciliginde degisen ekonomik kosullar ve giderek artan kiiresellesme hizi ile tlim
diinyada, verim ozellikleri yoniinden ¢ok yonlii ve daha verimli irklar elde etme yOniine
dogru gidilmektedir. Ciftlik hayvanlarinda tiretimi artirma, verim Kalitesini yiikseltme ve
artan diinya niifusuna kars1 hayvansal potansiyeli artirmak amaciyla bilim insanlar1 yeni
genetik markirlar, biyo belirtegler ve molekiiler analiz yontemlerini gelistirmek i¢in
caligmalar yapmaktadirlar. Bu amagla tek genle kalitilan monojenik karakterleri
belirlemek amaciyla Linkaj (Baglant1) haritalari, ¢gevre ve genlerin etkisiyle kalitilan
coklu fenotipleri belirlemek amaciyla QTL (Quantatif trait locus; Kantitatif 6zellik
lokusu) haritalar1 olusturulmaktadir (Wang 2012).

Molekiiler yontem ve markirlara gore yapilan birey se¢cimine, Gen markir-QTL iliskili
seleksiyon denir. MAS (Marker-Assisted Selection; Markir destekli seleksiyon) yontemi
ekonomik agidan biiyiik Onem tasiyan hayvansal ve bitkisel verimlerin tespiti,
hayvanlarin  damizlik degerlerinin tahmini, tahmini progeny farkliliklarinin
belirlenmesinde kullanilmaktadir. MAS teknigi ile ilgili hayvana ait verim kayitlart
kullanilarak belli 6zelliklerin 1slah1 yoniinde 6zellikle cinsiyete bagh ve diisiik kalitim
dereceli verimlerin se¢imini kolaylastirdigi i¢in, iistiin 6zelliklere veya istenilen 6zellige
sahip elit bireylerin secimine yonelik hayvan 1slahi tekniginde biiyiik kolaylik
saglamaktadir (Karsi et al. 2000; Drogemuller et al. 2001). Geleneksel 1slah metotlariyla
kullanilan MAS yontemi jenerasyon araligimi kisaltarak, genetik ilerlemeyi
hizlandirmakta ve dogru yonde ilerleme saglayarak karmasik 6zelliklerin tespitinde etkili

olmaktadr.

Linkaj haritalar1 bir bireyde gozlenen genleri veya parcalara ayrilmig genetik lokuslar
incelemede yaygin olarak uygulanmaktadir. Temelde pedigri bilgilerine dayanarak,
belirlenen genetik markirlar ile aile iiyeleri tarafindan kalitilan genetik bolgeleri daraltma
uygulamalarinin yani sira linkaj bagintilar1 ile tanimlanan genler yardimiyla major

genetik hastaliklarin tanimlanmasi (parametrik linkaj) ve kompleks hastaliklarin (serbest



model yada non-parametrik linkaj) tanimlanmasinda yaygin olarak Kullanilmaktadir
(Khatkar et al. 2008; Wang 2012). Hem molekiiler hem de istatistik analiz siireglerini
kapsayan bu teknikte dncelikle istenilen kantitatif 6zelligi tagiyan gen bolgeleri segilerek
markir lokuslarinin kromozom boyunca birbirlerine gore mesafeleri ve yonleri cM olarak
bulunup isaretlenerek genoma ait genetik linkaj (baglanti) gruplart belirlenmekte ve
genom dizi haritalar1 veya Genetik Baglanti Haritalar1 (Linkage Mapping)
¢ikartilmaktadir (Dawn and Barrett 2005).

lliskilendirme ¢alismalari popiilasyon bazinda (durum/kontrol veya kantitatif dzellikler
belirlenerek) veya pedigri analizlerine bagli olarak dengesiz gegis testleri ile aday
genlerin belirlenmesi esasina dayanmaktadir. Linkaj haritalariyla karsilastirildiginda
popiilasyon genelinde mayotik rekombinasyon sonucu olusan kromozomlarin kiigiik
bolgelerinde lokalize olmus genetik sinyallerden elde edilen bilgi pedigri analizlerinde

elde edilecek bilgiden daha fazla yarar saglamaktadir.

Polimorfizm temel anlamiyla kisiler ve popiilasyonlar arast DNA dizisindeki farkliliklar
olarak tanimlanmaktadir. Bir lokusta birden fazla allelin bulunmasi seklindeki DNA
niikleotid degisimlerine polimorfizm denilmektedir. Allellerin genel popiilasyondaki
kromozomlarin %]1'inden fazlasinda bulunmasi "genetik polimorfizm", Allelik siklig1
%l’den kiigiik olmasi1 durumunda ¢’genetik mutasyonlar" seklinde tanimlanmaktadir.
Polimorfizmi mutasyondan ayiran goriilme sikligindaki farkliliklardir. Mutasyonlar
polimorfizmlere gore ¢ok daha nadir goriiliirler ve farkli popiilasyonlarda polimorfizm
siklig1 degisken olabilmektedir. Polimorfizmler genlerin regiilatuar (diizenleyici)
bolgelerinde bulunmalar: halinde genlerin transkripsiyonel regiilasyonunu etkileyerek

fenotipik degisikliklere neden olabilmektedir (Ozden ve Emir 2006; Bozkaya 2009).

Genom c¢apinda iligkilendirme galismalari (Genome-wide association studies; GWAS)
ortak genetik varyantlara sahip ¢ok sayidaki bireylerle bu bireylerin kantitatif 6zellikleri
arasindaki iliskiyi incelemektedir (Hoglund et al. 2014). Organizmalarin genomlarinin
sekanslanmasi, kapsamli SNP (Single nucletide polymorphism; Tek niikleotid

polimorfizmi) verilerinin gelistirilmesi ve genotip tanimlama teknolojilerindeki



ilerlemeler sayesinde tiim genomda genetik iliskilendirme haritalar1 ¢ikarilabilmektedir
(Schlétterer et al. 2014). Ilk GWAS calismas1 2005 yilinda Klein ve arkadaslarinin
insanlarda korliige neden olan yasla baglantili olarak makular dejenerasyona neden olan
AMD (Age-related macular degeneration) geni, yaklasik 100.000 SNP ile
iliskilendirilerek tam olarak tespit edilmesiyle gergeklestirilmistir.

Sigirlar tizerinde 574 farkli 6zelligi gosteren 799 farkli yayindan alinmig toplam 29
kromozom ve X kromozomu iizerinde olmak iizere toplam 99,652 QTL tanimlanmistir
(Hu et al. 2016). Bunlardan siit protein orani ile ilgili 16,390, siitteki yag orani ile iliskili
13,391, siitteki yag yiizdesi igin 3,243ve siit verimi ile iligkili 3,764, siitiin olusmasinda
etkili 296 olmak tizere siitle iliskili toplam 34,927 QTL tanimlanirken, kan parametreleri,
hastaliga direnglilik, genel saglik parametreleri, mastisit, organ hastaliklari, parazit
direncliligi gibi saglik verileri ile iliskili 3,217, et ve karkas 6zellikleri ile ilgili; anatomi,
karkas kalitesi, kimyas: ve yag orani, yag asidi igerigi, et/yag orani, etin tadi, sululuk
orani gibi duyusal karakterleri i¢ceren, duyusal 6zellikler dahil 4,171, sigirlarda {iretimi
etkileyen 12,679, iireme 6zellikleri i¢in 35,565 ve deri rengi, davranis 6zellikler, gibi dis
faktorlerin etkili oldugu 6zellikler bakimindan 9,093 QTL belirlenmistir (Hu et al. 2016).
Model organizma olarak kullanilan fareler tizerinde yapilan gen knock-out, knock-down
gen susturma ve transgen g¢alismalari sonucu meme bezlerinde laktasyonu, meme bezi
epitel hiicrelerini ve mastitisi etkileyen 166 genotip tanimlanmistir (Ron et al. 2007).
Tanimlanan yeni genler ve yapilan yeni aragtirmalar sonucu meme bezini etkileyen genler
markir olarak segilerek ¢iftlik hayvanlarinda seleksiyon amagli kullanilmalari miimkiin
olmus ve ozellikle sigirlarda yeni gen haritalarinin QTL bdlgelerinin tanimlanmasinda

kolaylik saglamistir.

DNA iizerinde bulunan polimorfik bolgelerin tespiti amaciyla bir¢gok molekiiler yontem
gelistirilmistir ve bu yontemlerden bazilari; DAF DNA (Amplification Fingerprinting:
Cogaltilmis DNA Parmak izi), RAPD (Randomly Amplified Polymorphism: Rastgele
cogaltilmig polimorfik DNA), AFLP (Amplified Fragment Length Polymorphism:
Cogaltilmis Parca Uzunluk Polimorfizmi), S-SAP (Sequence Specific Amplification
Polymorphism), SSR (Microsatellites or Simple Sequence Repeat: Basit Dizi Tekrari),



ISSR (Inter-Simple Sequence Repeat: Basit Dizi Tekrarlar1 Arast Bolgeler), VNTR
(Variable Number of Tandem Repeats: Degisken Sayili Bitisik Tekrarlar), STS
(Sequence Tagged Sites: Etiketlenmis Dizi Bolgesi), SCAR (Sequence Characterized
Amplification Region: Baz Dizilimi Belirlenerek Cogaltilan DNA Boélgeleri), SAMPL
(Sequence Amplification Of Microsatellite Polymorphic Loci), EST (Expressed
Sequence Tag), SRAP (Sequence Related Amplified Polymorphism), TRAP (Target
Recognition Amplification Polymorphism), IRAP (Inter-Retrotransposon Amplified
Polymorphism), REMAP (RETransposon-Microsatellite Amplified Polymorphism),
MITES (Miniature Inverted Repeat Transposable Elements), Mikroarray, DarT
(Diversity Array Technology), SSCP (Single-Strand Conformational Polymorphism),
DGGE (Denaturating Gradient Gel Electrophoresis) yontemleridir (Buckler and
Thornsberry 2002). Gelistirilen bu molekiiler tekniklerle, populasyonlarda genetik
yapmin tespiti, marker destekli seleksiyon calismalari, genetik haritalar, filogenetik
analizler, ebeveyn ve cinsiyet tayini, hastaliklarin tanilari, mutasyon taramalari

yapilabilmektedir.

Anavatam Isvigre'nin kuzey dogusundaki Schwyz bdlgesi olan Esmer Isvigre sigir
irklarmin kdkeni Bos Taurus Brachicerostur (Briggs 1980). Esmer sigir irk Avrupa'nin
Kuzey ucuna, ekvatoral bdlgelerin tropik ve subtropik kusaklarindan, italya'nin deniz
kiyillarindan Meksika ve Peru'nun 4500 m yiikseklige varan farkli cografya ve iklim
bolgelerinde yetistirilmektedirler (Briggs 1980; Ozhan 2012).

Son istatistiklere gore Tiirkiye'de yetistirilen sigir sayisi 14 milyon 80 bin bas olup
bunlarin igersinde kiiltiir hayvani sayisi yaklasik 6.6 milyondur. Isvigre Esmeri sigir
wrkina ait her yasta olmak iizere melez ve saf irklarin sayis1 2.7 milyondur. (Anonim
2016b, Anonim 2016c¢).



Esmer sigir irka disisi Esmer sigir irk1 erkegi

Sekil 1.1. Esmer sigir irk1 (Anonim 2016a)

Esmer 1rki sigirlarin renk tonlar1 giimiisi griden siyaha yakin koyu esmer tonuna kadar
degisir. Sirtta agik renkte bir ester ¢izgisi bulunur. Kulak i¢indeki tiiyler cogunlukla beyaz
ve uzun; dil ve burun ucu, kuyruk ucu, boynuz uglari siyahtir. Viicut bolgeleri arasindaki
uyum ¢ok diizgiin ve viicut yapisi saglam, kuvvetli, adaleli ve iridir (Anonim 2016b).
Normal kosullarda ineklerde viicut agirhigi 600-700 kg, bogalarda 1000-1200 kg’dir.
Memenin karmn duvarma baglantis1 ve meme yapist uygun ve kuvvetlidir (Ozhan vd.

2012; Anonim 2016a).

Esmer 1rki hayvanlarin siit verimleri Tirkiye'de 3000 kg, siitteki yag orani ise %3.7
civarindadir. Esmerler yerli itk ile melezleme yapildiginda siit verimi birinci melez
kusakta yerli wrklara gore %60 artmasindan dolay: halk tarafindan tercih edilmektedir
(Anonim 2016c¢).

Esmer 1rk sigirlarin degisik iklim bakim ve besleme sartlarina uymasi nedeniyle diinyada
genis bir alana yayilmalar1 ve buralarda basari ile yetistirilmeleri esmer 1rklarin uyum
kabiliyetlerinin yiiksek oldugunu gostermektedir. Yapilan arastirmalar neticesinde esmer

irklarmin diger kiiltiir irklaria gore giic sartlara daha dayanikli oldugu tespit edilmistir.



Nitekim Tiirkiye'de Kars yoresinden Ege bolgesine kadar farkli ¢evre kosullarinda
basariyla yetistirilmektedir (Anonim 2016b).

Bu ¢alismada, sigirlarda verim 6zelliklerini etkileyen ELF5 (E74-Like Faktor 5; Epitel-
Spesifik ETS Faktor 5), BMP2 (Bone Morphogenetic Protein 2; Kemik mineral yogunluk
proteini 2) ve FGF21 (Fibroblast Growth Factor 21; Fibroblast Biiyiime Faktor 21)
genleri tizerinde bazi molekiiler markir polimorfizmlerini belirlemek amaglanmistir.
Materyal olarak verim kayitlart mevcut ve birbirleriyle akrabalik iliskisi bulunmayan 96
adet Esmer 1rk1 s181r kan 6rneklerinden izole edilmis DNA 6rnekleri kullanilmistir. Herbir
gen bolgesine ait tanimlanmis farkli bolgelerin PCR analizleri sonrasinda Yiiksek
Coziiniirlikli Erime Analizi (HRM) yontemi ile ornekler kiimelere ayrilarak her
kiimeden 6rnekler se¢ilmis, 6rneklerin bazilarina sekans analizleri uygulanmistir. Sekans
analizleri sonucunda belirlenen genler ve gen bdlgelerinde yeni polimorfizmler
tanimlanmis ve tanimlanan bu polimorfizmler ile mevcut verim kayitlar1 arasinda

iligkilendirilme analizleri ¢alismas1 yapilmistir.

1.1. Yiiksek Coziiniirliiklii Erime Analizi (High Resolution Melting Analysis)

Yiiksek ¢ozinirliklii erime analizi, (HRMA; High Resolution Melting Analysis) real
time PCR (Polymerase Chain Reaction; Polimeraz zincir reaksiyonu) teknolojilerinin
gelismesine bagli olarak Ririe et al. (1997) tarafindan mikro hacimlerde flurometre
entegreli termal PCR cihaz1 kullanarak ¢ift zincirli DNA’ya baglanma ozelligindeki
SYBR Green I boyasiin polimeraz zincir reaksiyonu boyunca floresans isima 6zelligi
Olclilmesi ile DNA erime egrilerini tespit ettikleri ¢alismayla ortaya konmustur. Sicaklik
degisimine bagl olarak degisen DNA erime egrilerinin sekillerinin ve pozisyonlarinin 2
C° derecenin altindaki sicakliklarda DNA igerigindeki GC/AT oranindaki farkliliga, lirin
baz uzunluguna ve baz dizisine bagli olarak degistiginin gozlenmesi ile Yiiksek
Cozintirlikli Erime Analizi (HRMA) tanimlanmistir. Gelistirilmis olan bu yeni
yontemle ozellikle istenilen DNA {iriinlerinin, jel elektroforezine olan ihtiyaci ortadan
kaldirarak istenmeyen iiriinlerden ayirt edilebilirligi saglanmis, erime egrilerinin analizi

ile amplifikasyonun ¢ift sarmalli DNA'ya 6zgii boyalarla izlendigi, triinlerin komple



amplifikasyonu ve analizinin 15 dakikadan daha kisa bir siirede gerceklestirilebildigi
tespit edilmistir (Ririe et al. 1997; Hecker et al.1999).

HRM analizi, niikleik asit sekanslarindaki genetik varyasyonu belirlemek i¢in kullanilan
bir PCR sonrasi analiz yontemidir. Bu basit ve hizli yontem, PCR erime (Tm) egrisi
tekniklerini temel almaktadir ve ileri nesil gergek zamanli PCR cihazlari ve yazilim
programlar1 ile birlikte gelistirilmis ¢ift zincirli DNA (dsDNA) baglayict boyalarin
bulunmasi sayesinde etkinlestirilmistir. HRM analizi ile numuneler sahip olduklart DNA
dizilerinin bilesimine, uzunluguna, GC igerigine gore ayirt edebilmektedir (Herman et al.
2006; Kent et al. 2007).

HRM analizi standart erime egrisi analizinden farklidir;

1. Kimyasal olarak HRM analizinde, yiiksek konsantrasyonlarda PCR'yi engellemeyen
daha parlak dsDNA baglayici boyalar kullanilir.

2. HRM analizi i¢in daha hassas, sicaklik ¢oziiniirliiglinde daha fazla floresan veri noktasi
toplayan cihazlar gerektirir.

3. HRM analizinde standart erime egrisinden farkli olarak belirli veri analizi

algoritmalarini ve ¢izelgelerini kullanan daha 6zel yazilim programlar: kullanilir.

Cift zincirli DNA erime egrileri genellikle floresanla isaretlenmis primerler ve
interkalasyon boyalar1 kullanilarak izlenir. Sadece ¢ift zincirli DNA’ya baglanma
ozelliginde olan interkalasyon boyalari PCR ile uyumlu bir konsantrasyonda dsDNA’nin
sicaklik artisina bagli olarak denatiirasyona ugradigi noktalarda salinir ve floresan
yogunlugu azalir. Gelistirilmis ger¢ek zamanli PCR cihazlarinin salinan boyalarin
floresan yogunlugunu 6lgmesi ile niikleik asit zincirlerindeki varyasyonlar, mutasyonlar
ve metilasyonlar belirlenmis olur (Wojdacz and Dobrovic 2007; Malentacchi et al. 2009;
Vossen et al. 2009).

HRM analizinin ilk uygulamalarinda SYBR® Green boyalari kullanilirken, Herrmann et

al. (2007) tarafindan yapilan DNA amplikonlarinin erime analizinde mutasyon taramalar1



ve genotiplendirme amaciyla ¢apraz DNA saturasyon boyalarinin ve HRM analiz
cihazlarinin karsilastirildig bir ¢alismada, SYBR® Green boyasinin PCR amlikasyonu
sirasinda reaksiyon konsantrasyonu yeterli doygunluga ulasinca PCR amlikasyonlarini
inhibe ettigi, 'boya sigramasina' neden olup heterodubleks algilama hassasiyetini
diistirdiigii 6ne stiriilmiistir. Alternatif olarak kullanilmig LC Green Plus boyasinin ayni
kosullarda PCR reaksiyonunu inhibe etmedigi ve tiim varyantlarin erime egrilerinin

Olctilebildigi gozlenmistir.

dsDNA'ya baglanabilen doymams boyalar dsDNA'ya baglanabilen doymus boyalar
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Sekil 1.2. Boya saturasyon modeli

Cift zincirli DNA’ya baglanma 6zelligindeki doymamis boyalar, denatiirasyona ugramis
DNA zincirinden ayrilirken boya molekiilleri denatiire olmamis DNA bolgelerine
atlayarak yeniden cift zincirli DNA’ya baglanir. Boylece floresan sinyalde degisiklik
gozlenmez. LC-Green; LCGreenl, SYTQO9, EvaGreen ve Light Cyclers 480 ResoLight
gibi DNA baglanma 6zelligindeki satiire edici boyalar ¢ift zincirli DNA molekiillerinin

tiimiine baglanir ve erime asamasinda floresan siddeti azalir.



Bu gelismeler dogrultusunda amplikonlarin HRM analizleri igin ilki LC-Green olmak
tizere; LCGreenl(Idaho Technology Inc.), SYTO9 (Invitrogen, Carlsbad, CA),
EvaGreens (Biotum) ve Light Cyclers 480 ResoLight (Roche, Indianapolis, IN) DNA
baglanma 6zelligindeki satiire edici boyalar kullanilmaktadir (Wittwer et al. 2003; Zhou
et al. 2004; Herrmann et al. 2006).

DNA zincirlerinin denatiire edilmeye basladigi noktada birbirine yakin etkilesimde
bulunan bazlar UV 1siklar1 altinda 1s1ma yapmayip dalga boylarinda degisim gozlenmez.
Tek zincirli DNA’nin UV absorbans degeri ¢ift zincirli DNA absorbans degerinden daha
yiiksektir. Tek zincirli DNA’nin UV absorbans etkisine DNA’nin hiperkromik etkisi (UV
absorbsiyon >260nm) denilmekte iken ¢ift zincirli DNA molekiiliiniin baz giftleri
arasindaki hidrojen baglart dsDNA'nin UV absorbansinda azalma ile sonuglanan bazlarin
aromatik halkasinin rezonans davranigini sinirlar. Birbirine yakin etkilesimdeki bazlarin
UV absorbans degerleri <260nm dalga boyundan kii¢iik olur bu olaya DNA’nin
hipokromik etkisi denilmektedir. Bu iki etki sayesinde DNA zincirinin UV absobans
degerleri belirlenmektedir (Hernandez et al.2005; Buchvarov et al. 2007; Abramo et al.
2013).

Tek zincirli DNA
Melting DNA . 2
o
i
:%  * Denaturasyon 3
¢ % 7 Egrisi
Cift zincirli DNA
Absorbans 22 ;
(260nm) a Melting sicakhg
- am
i p
Sicakhk

Sekil 1.3. Tm sicaklig1 ve denatiirasyon fazi

DNA'min erime sicakligi, bir numunedeki DNA'nin %50'sinin ¢ift sarmalli DNA'dan
(dsDNA) tek sarmallt DNA'ya (ssDNA) denatiire oldugu sicaklik olarak tanimlanir ve

genellikle sigmoid bir egri seklindedir ve x ekseninde “sicaklik dereceleri, y ekseninde
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ise “floresan” degerleri ¢izilen egrilerdir. Ergime sicakligi, erime egrisinin ilk tiirevinin
tepe noktasi (dF / dT) belirlenerek hesaplanabilir. DNA ¢ift zincirine baglanan floresan
1s1ma yapabilen boyalarin ¢ift zincirli DNA’nin denaturasyona ugrayarak tek sarmalli
yapiya doniistiigii evrede, DNA interkalasyon boyalarinin DNA dizisinden salindigi evre
DNA erime egrisi olarak tanimlanmaktadir. Floresanstaki degisim oraninin en fazla
oldugu eriyik fazinin orta noktasi, analiz altindaki belirli DNA pargasinin erime

sicakligini (Tm) tanimlar (Su et al. 2012).
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Sekil 1.4. DNA Melt Profini Gosteren Ger¢ek Zamanli PCR Verileri

A: Tim iiriinler standart erime egrisi. B: Egim iizerindeki girig noktasini erime piki olarak gosteren erime
egrisi tiirevi grafigi (Reed et al. 2007).

Tiim {rilinler ¢ift sarmalli yapiya doniisiip maksimum miktarda boya baglandiginda
yiiksek baslangic floresansini gosteren standart bir erime egrisi grafiginde sicaklik
artttkca PCR iiriinleri denatiire olur, boya serbest birakilir ve floresan sinyali diiser.
Grafikte goriilen dikey ¢izgiler, numunedeki PCR iiriinlerinin %50'sinin denatiire edildigi

erime egrisi noktasini gostermektedir (Reed et al. 2004).
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HRM Analizi; DNA metilasyon analizi, DNA haritalama, tiir tanimlama, mutasyon
tarama, aday yatkinlik genlerinin tanimlanmasi, iliskilendirme g¢alismalar1 (genotipi-
fenotip karsilastirmasi), bir popiilasyonda veya alt grupta allel dagilimlarinin saptanmasi,
heterozigotluk kaybi taramasi, DNA parmak izi, haplotip bloklarinin karakterizasyonu,
cevresel faktorlerle olusmus somatik mutasyon oranlarinin  belirlenmesi, HLA

tiplendirilmesi gibi uygulamalarda kullanilmaktadir (White and Potts 2006).

1.1.1. HRM analizi sinirlamalari

HRM analizi, ¢ok biiyiik ekzonlarda, biiyiik insersiyon delesyon bulunan genlerde ve
ekzonlarin  silinmesi durumunda, tiim bir ekzonu kapsayan mutasyonlari

algilayamamaktadir (Er and Chang 2012).

HRM analizi i¢in genellikle 100-300 bp'lik amplikon uzunluklar1 6nerilir. Duyarlilik ve
ozgiilliik 400 bp'den diisikk amplikonlar i¢in %100 iken, 400-1000 bp biiytikligiindeki
PCR iirtinlerinde HRM analiz hassasiyeti %96'ya diismektedir (Chou et al. 2005; Daniels
etal. 2012).

HRM analizinin dogru bir sekilde gergceklesmesi i¢in giiclii ve hassas HRM yapabilen
cihazlar kullanilmalidir, secilecek sature edici boyalarin konsantrasyonu uygun

doygunluga ulagsmadiginda erime egrileri gozlenmemektedir.

HRM analizinin en biiylik avantaji tekrarlanabilir olmasidir. Bununla birlikte, PCR
sonrasinda baslangigtaki niikleik asit kaliplarinda veya amplimer konsantrasyonlarinda

farkliliklar varsa tekrarlanabilirlik oran1 diisiik olabilmektedir.

1.1.2. HRMA analizi ile yapilan ¢cahismalar

Yiiksek c¢Oziniirliiklii Erime Analizi ile Tek-Niikleotid Polimorfizm taramasinin

duyarlilig1 ve 6zgiilliigiiniin arastirilmas1 amaciyla DNA havuzundan se¢ilmis 800-1000
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bp uzunlugunda ve %40, %50, %60 oraninda GC igeren M13, A ve pBR322 plazmidleri
kullanilarak heterodupleks DNA analizi ve SSCP analizleri yapilmistir. Yapilmis
analizler sonucu heterodupleks analizinin duyarliliginin PCR {irlinii uzunlugu veya SNP
pozisyonunun belirgin bir etkisi olmadan %92 oldugu, SSCP analizinin sensitivitesi %94
iken, heterodubleks analizi daha giivenilir ve saglam olarak kabul edilmistir. Buna
karsilik, yiiksek ¢Oziintirliiklii erime analizinin hassasiyeti, 1000 bp'ye kadar PCR
tirtinleri igeren bir veri seti icinde SNP belirleme duyarliligi %98 oraninda belirlenmistir
(Reed and Wittwer 2007).

Son zamanlarda mutasyon taramalarinda yaygin olarak kullanilan yiiksek ¢oziiniirliikli
erime analizinin (HRMA) farkli rutin klinik ortamlarda DNA dizilemesine kiyasla insan
mutasyonlar1 taramalarinda HRMA'nin tanisal dogrulugu arastirilmistir. Bu amagla HRM
calismalar1 yapilmis 195 yaym arasindan HRMA'nin dogrulugunu degerlendiren otuz
dort ¢alisma meta-analize dahil edilmis ve HRMA'nin insanlardaki hastalikla iligkili
mutasyonlar1 saptamada olduke¢a hassas bir test oldugu (%97.5) belirtilmistir (Li et al.
2011).

Genomik c¢aligmalar siklikla epigenetik markirlarin  analizi, 6zellikle CpG
diniikleotitlerinde gen ekspresyonu, genetik baskilama ve kanser ile ilgili metilasyon
islemlerini igerir. Bu prosediirlerin ¢ogu genomik DNA daki bisiilfit baglarinin
metilasyona ugramamais sitozin bazini urasil bazina doniistiirmesi olusturur. HRM analizi
ile metilasyona ugramamis CpG bolgelerinin kontrol grubu olarak kullanilarak
metilasyon boélgelerinin belirlenmesi (Worm et al. 2001), erime problar1 kullanilarak
Urasil bazina doniligmiis Sitozin bazlarinin miktar: belirlenerek metilasyon oranlari tespit

edilmistir (Maat et al. 2007).

Kanser hastalarinda, DNA metilasyonunun hizli ve dogru bir sekilde olgiilmesi i¢in
diferansiyel-yiiksek ¢oziiniirliiklii erime analizine (D-HRMA) dayanan optimize edilmis
metilizasyonsuz ve metilizasyonlu primerlerin kullanildigi ¢alismada HRM analizi

sonras1 erime egrilerine gore differansiyel floresan miktarmin 6l¢iilmiistiir. Analizler
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sonucu 85 hastada hTERT ve BCL2 genlerinin DNA metilasyonuna ugradigi
belirlenmistir (Wojdacz and Dobrovic 2007).

Prostat kanserli hastalarda HRM analizi ile DNA metilasyonunun 6l¢iildiigii farkli bir
calismada MGMT geninin promotor bolgesinde %0.1 oraninda DNA’nin metilasyona
ugradigr boylece HRMA analizinin kanser teshislerinde ucuz, pratik ve hizli tani

konulmasinda uygulanabilirligi ortaya konmustur (Malentacchi et al. 2009).

Ribozomal genler ve diger belirleyici genler kullanilarak mikroorganizmalarin
tanimlanmasin da HRM analizi kullanilmistir. HRM teknigi kullanilarak yapilmis
mikroorganizmalarin tiir tanimlanmasi ¢aligmas:t ile Mycobacterium chelonae-M.
Abscessus tiirleri tanimlanmig (Odell et al. 2005), farkli bir ¢alismada ribozomal
RNA’nin 100 bp’lik alt birimi kullanilarak HRM analiz yontemiyle Cryptococcus
neoformans var. grubii, Cryptococcus neoformans var. neoformans, ve Cryptococcus

gattii mantar tiirleri tanimlanmistir (Gago et al. 2011).

HRM analizi, tek bir lokusta bulunan allellerin ¢6ziimlenmesinde kullanilabilmektedir.
Bu amacla kanatlilarda tasiyici olan kanatli adenovirus (FAdV) serotipleri HRM analizi
ile 897 bp’lik genis bir HRM egrisi elde edilerek viriis genotiplendirilmistir (Steer et al.
2009).

Multilokuslu-HRM temelli mikrobiyal genotiplendirme yontemlerinin gelistirilmesi ile
allellik durumlar arasindaki baglantiyr tamamlayamamis rekombinojenik tiirlerin
¢coziilmesini ve tanimlanmasinda kullanilir. Bakteriyel tiplendirmede kullanilan
multilokuslu dizi tiplendirmesi (MLST) fragmentlerin i¢ kisimlarinin HRM analizine
dayanir (Tong and Giffard 2012). Bu yontemle belirlenmis 6 ¢coklu bolge arasindan 268
melting tipi arasindan S. aureus STs susu, farkli bir calismada 231 melting tipinden
Enterococcus faecium bakterisi tamimlanmistir (Lilliebridge et al. 2011; Tong et al.
2011).
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HRM yontemi ile biiyiik baz dizilimine sahip ¢oklu ekzonlar igeren genler iginde nadir
bulunan SNP’lerin belirlenmesinde kullanilmaktadir. Bu amagla 13 ekzon igeren X
kromozomuna ile baglantili kronik graniilomatéz hastaligina neden olan CYBB
(Cytochrome B-245 Beta Chain) geninin varyantlar1 tanimlanmstir (Erali and Wittwer
2010). Amplikon erime analizi ile etiketlenmemis prob kullanilarak APOE
(apolipoprotein E) geninde 10 farkl: allel tanimlanmistir (Vossen et al. 2009).

Tindall et al. (2009) incelemis olduklar1 8 gende; SERPINAL1, CXCR7, MBL, VDR,
NKX3A, NPY, TP53, ve HRAS genlerinde LC Green PLUS ve LightCycler 480 DNA
saturasyon boyalar1 kullanilarak HRM analizi ile 10 farkli varyant tanimlanmis 5/8 (%63)
oraninda tekli heterozigot ve 2/2 (%100) ¢ift heterozigot varyantlarin yabanil tip

genotiplerden ayrildig: bildirilmistir.

Van Der Stoep et al. (2009), BRCA1 geninde tanimli SNP’leri kolay ve hizli bir yontemle
belirlemek amaciyla; erime egrisi problarini gelistirme, bir dizi varyant ekranini
tasarlama, HRMA'nin laboratuvarlar arasi ayrintili bir degerlendirme ve yeni genler igin
bir tarama teknigi olarak uygulanmasi i¢in bir ¢aligma yapmislar ve 28 hasta lizerinde
%98 ozgiilliikte %100 algilama hassasiyeti ile belirlenmis BRCAL geninde yeni HRMA

protokolii hazirlamislardir.

HRMA analizi ile iki saat i¢erisinde, heteroplazmik yapida oldugu i¢in karmasik olan ve
varyant allel ytizdeleri farkli olan 16.6 kb’lik insan mitokondriyal DNA’s1 taranmistir
(Dobrowolski et al. 2009).

Liew et al. (2004) tarafindan, Faktor V (Leiden) 1691G>A, protrombin 20210G>A,
metilenetetrahidrofolat rediiktaz (MTHFR) 1298 A>C, hemokromatozis (HFE) i¢in kii¢iik
amplikonlar kullanilarak SNP tanimlamada HRM analizinin kullanilabilirligi aragtirilmis
ve 38-50 baz uzunlugundaki amplikonlarin genotipleri ayirmada etkili oldugu
belirlenmistir. Kisa amplikonlarin yani sira uzun baz uzunluguna sahip amplikonlar SNP

genotiplendirme de kullanilmaktadir. Uzun PCR firiinleri kullanilarak 1-5 ve 15. insan
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trombosit antijenleri (amplikon uzunluklari 160-280 bp) tanimlanmistir (Liew et al.
2006).

Homozigot yabanil tip ve mutant insan trombosit antijeni 6rnekleri 0.3 ile 1°C arasinda
degisen tek pikler iiretirken, heterozigot varyantlar HRM erime egrilerinin seklinden
kolaylikla tanimlanmis boylece yiiksek ¢oziiniirliiklii erime analiziyle insan trombosit
antijen genotiplendirmesinin, geleneksel hibridizasyon problar1 kullanilarak genotipleme
yontemi ile karsilastirildiginda uygulamasinin daha kolay oldugu sonucuna varilmistir

(Liew et al. 2007).

1.2. DNA Sekanslama

DNA sekanslama gen ve genomu olusturan niikleotid-baz dizilerinin belirlenmesi
islemine gen veya DNA sekanslama, kullanilan kimyasal ve biyolojik siireglerle sekans
isleminin gergeklestirmesi i¢in uygulanan tekniklere ise DNA sekanslama teknikleri

denilmektedir.

DNA sekanslama igslemi Sanger ve Coulson tarafindan “DNA sekanslamanin arti ve
eksisi” olarak adlandirdiklar1 yontemde Escherichia coli DNA polimeraz | ve T4
bakteriyofajinda DNA polimeraz enzimlerinin farkli sekilde nukleosit trifosfatlart
sinirlandirabildiginin kesfedilmesi ile baglamistir (Sanger and Coulson, 1975). Iki yil
sonra Sanger et al. (Sanger et al. 1977), enzimatik polimerizasyonla oligoniikleotid
sekanslamay1 gerceklestirerek glinlimiizde birgok DNA sekanslama yontemine 151k tutan
zincir sonlandirma metodu veya dideoksiniikleotid yontemi olarak adlandirilan teknigin

bulunmasi ile sekanslama yontemlerinde yeni bir ¢igir agmiglardir.

Sanger zincir sonlama metodunda PCR ile ¢ogaltilmig kalip zincir DNA fragmentinin
enzimatik reaksiyonlarla polimerize olacak sekilde sekansi bilinmeyen tamamlayici kalip
DNA ya komplementer olacak bir DNA zincirinin M 13 gibi bir vektdre klonlanmasi ile
uygulanmaktadir. Rekombinant M13 vektoriine P%2, S* veya P radyoaktif izotoplarla

etiketlenmis kisa bir oligoniikleotid primerinin ve 3’pozisyonunda OH grubu tasimayan
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terminatér ya da dideoksinukleosit trifosfat olarak adlandirilmis (ddNTP) modifiye
dideosiniikleositlerin klenov, Tag DNA polimeraz, ters transkriptaz ya da sekuenaz
enzimlerinden herhangi biri kullanilarak ddNTP niikleositlerin zincir uzamasina dahil
olmas ile sekans analizi gergeklesir. Dizi analizi kalip DNA zinciri, deosiniikleotid
bazlari, polimeraz enzimi, modifiye dideoksinukleositlerden biri ve radyoaktif floresan
etiketleyici tasiyan bir deoksiniikleotid bazi igeren dort ayri reaksiyon karigimi
hazirlanarak  gergeklestirilir. Hazirlanmis olan reaksiyon tiiplerinde modifiye
ddNTP’lerden biri ile rastgele sonlanmis yeni DNA fragmentleri olusur (Klug et al.
2000). Reaksiyon islemleri tamamlandiktan sonra farkli biiyliklikteki fragmentler
denatiire poliakrilamid jel elektroforezinde dort paralel bant halinde yiiriitiiliir. DNA
dizisi 6nce en hizli hareket eden bant saptanarak zincirin sonlandigi en kiiciik DNA
pargasi belirlenir, okuma islemi otoradyografide tiim bantlar okunmayacak sekilde iist
iiste gelinceye kadar devam ettirilir (Sanger et al. 1977). Giliniimiizde yapilan DNA

dizileme iglemleri cogunlukla Sanger zincir sonlandirma metoduna dayanmaktadir.

DNA sekanslamada kullanilan diger alternatif sekanslama yontemi Maxam ve Gilbert
tarafindan 1977°de tanimlanan ¢ift zincirli DNA’nin kimyasal yikilim prosediiriine
dayamir. Maxam ve Gilbert tekniginde c¢ift zincirli DNA molekiiliiniin 5’ucu P%, S*
radyoaktif izotoplarla, merkaptopropil veya aminopropil baglayicilar, radyoaktif olmayan
biyotin molekiilleri ile etiketlenir, daha sonra reaksiyon ortamina dimetilsiilfoksit
(DMSO) eklenerek DNA kalibinin 90°°C’ye kadar 1sitilarak ¢ift zincirli DNA
fragmentinin birbirinden ayrilmasi saglanir (Maxam and Gilbert 1977). Birbirinden
ayrilmis zincirler icerdikleri piirin ve primidin iceriklerine gére molekiil agirligi biiyiik
olan fragmnetin jel elektroforezinde daha yavas hareket etmesi prensibine dayanarak
iplikler saflastirilir. Poliakrilamid jelden gecirilen fragmentler X-ray film kasetlerde
muhafaza edilmektedir (Church and Gilbert 1984).

Maxam ve Gilbert tekniginde birbirinden ayrilmig DNA iplikleri, restriiksiyon enzimleri
ile dort pargaya ayrildiktan sonra her bir parca adenin, sitozin, guanin ve timin
pozisyonuna gore kimyasal ajanlar kullanilarak; bazlarin modifikasyonu, modifiye

bazlarin seker kopriilerinin kirilmasi ve DNA zincirinin kullanilan kimyasallarla glikozid
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baglarin1 kopararak deoksiribozlarin serbest kalmasi asamalarindan olusur. Piirinler
arasindaki glikozid baglar1 dimetil siilfat reaktanti, primidinler arasindaki riboz sekeri ve
niikleotidler arasindaki bag hidrazin reaktifleri tarafindan yikilir. Piperidin kimyasali
bazlar arasinda fosfodiester baglarini katalizleyerek bazlarin fosfat kopriileri ile birbirine
tekrar baglanmasini saglar. Boylece kimyasal modifikasyon ve kesim islemleri her iplik
basina sadece tek bir kimyasal kirilma ile sonuglanan reaksiyonlar ve bu reaksiyonlarin
otoradyografide okunmasi ile zincir baz sekansi gergeklestirilmis olur (Gaastra 1985;

Franca et al. 2002).

1.2.1. Shoutgun sekanslama

Tiim genom sekanslama projelerinde kullanilan BAC, YAC, HAC klonlama vektdrlerinin
600-700 bp uzunlugunda niikleotidleri okumasi zordur. Bu zorluklar1 gidermek icin
Shoutgun Sekanslama adi verilen teknikle biiyiik zincirli DNA fragmentlerinin
sekanslamasi; her seferinde 600-700 baz uzunlugunda kiigiik fragmentlerin vektorlerde
klonlanip kesim enzimleri ile 1-2 kb uzunlugunda daha kiigiik parcalara ayrilarak plazmid
vektorlerde gen bolgelerinin ¢ogalmas: saglanir. Daha sonra tiim sekans bilgileri
bilgisayar ortaminda kaydedilip iist iiste gelen pargalar dijital ortamda kaydedilmis sekans
bolgeleri taranarak orijinal parcalarin birbirini tantyip u¢ uca yapismast saglanir boylece
tiim genom sekansi bir araya getirilerek genom dizisi olusturulmus olur (Green 2001,
IHGSC 2001). Ik uygulamalari tiitiin mozaik viriisinde denenmis ydntem (CMV,
cauliflower mosaic virus) daha sonralart insan genom haritalar1 olusturulmas: ve

organizmalarin fiziksel haritalarinun olusturulmasinda kullanilmistir (Adams 2008) .



18

2. KAYNAK OZETLERI

2.1. Fibroblast Biiyiime Faktor 21; FGF21 Geni

Fibroblast biiyiime faktorii (FGF) insanlarda 150-300 amino asit uzunlugunda agirlikli
olarak gelisim ve metabolizma islevlerini yiiriiten biyolojik reaksiyonlarda, embriyonun
gelismesinde, hiicre biiyiimesi, morfojenezis olaylarinda, mitoziste, anjiyogenezis
olusumunda, dokularin iyilesmesi, tiimdrlerin biiylimesi ve yayilmasinda dnemli rol
oynayan sinyal protein genidir (Cohn 1995; McKeehan 1998; Thissen 1999; Ornitz and
Itoh 2001; Itoh and Ornitz 2008). Biyolojik fonksiyonlarina gore fibroblast biiyiime faktor
proteini (FGF 1-23) 22 alt birime ayrilir. FGF19 (farede FGF15) FGF21 ve FGF23 dahil
olmak tizere, FGF ailesinin ii¢ iiyesi, metabolik diizenlemelerde rol oynayan endokrin
faktorii olarak ortaya ¢ikmustir (Ornitz and Itoh 2008). FGF23 proteini kemiklerde
sentezlenir, bobreklerde fosfat geri emilimini inhibe etme ve D vitamini biyosentezinde
gorev alir. FGF19 proteini bagirsak epitel hiicrelerinde salinir, hepatik safra asiti
sentezini ve yaglanmay1 regiile eder (Tomlinson 2002; Kharitonenkov 2005; Muha and
Miiller 2013).

FGF21 geni Bos taurus tiirlerinde 18. kromozom iizerinde kodlanir ve ii¢ ekzon igerir
(Anonymous 2017a). FGF21 protein geni insan genomunda 19. kromozomun uzun kolu
(19913.33) iizerinde 193 amino asit uzunlugunda ve 21.3 kDa agirlhiginda sentezlenir
(Anonymous 20117a). Farelerde 7-B2 kromozomu iizerinde sentezlenir ve bes ekzon
bolgesinden olusur. Fibroblast biiyiime faktorti 21 (FGF21) endokrin hormonu FGF21
geni tarafindan kodlanan pleotropik ve periferal glikoz toleransini, enerji dengesini, lipit
metabolizmasini diizenleyen hepatik hormondur. FGF21 geni karaciger, pankreas, beyaz
yag dokusu ve kas hiicrelerinde daha ¢ok aktive olmaktadir (Kharitonenkov 2005; Ogawa
2007; Zhang 2008; Hondares 2011).

Glikoz ve lipit metabolizmasinin 6nemli bir diizenleyicisi olan FGF21 geninin, fareler ve

insanlar iizerinde etkisinin arastirildigi ¢alismalarda obez ve diyabetik farelerde FGF21



19

ekspresyonunun beyaz yag hiicreleri ve karaciger hiicrelerinde durmasi sonucu glikoz
aliniminin azalmasina, instiline duyarlilig1 artirip serbest yag asitleri ve plazma trigliserit
oranmin diismesine neden oldugu bildirilmistir (Zhang 2008; Fisher 2010; Kliewer ve
Mangelsdorf 2010).

Ratlarda FGF21’in uyarilmasinin durdurulmasi sonucu glukagon sekresyonunu
baskilandigi, farelerde plazma glukagon konsatrasyonunu durdurdugu (Kharitonenkov et
al. 2008), FGF21 plazma seviyesinin glikoz, insiilin ve trigliserit salinim1 ve emilimi
tizerinde etkili oldugu ve FGF21 hormonunun fruktoz metabolizmasi {lizerinde 6nemli

etkisi oldugu ortaya konmustur (Dushay et al. 2014).

Diisiik proteinli beslenen fare ve ratlarda azaltilmis protein aliminin aclik ve ketojenik
diyete yanit olarak FGF21’in dolagimda miktarinin arttigi ve FGF21 geninin proteini
smirlama, davranigsal ve metabolik tepkileri igin gerekli oldugu (Laeger 2014), obez
farelerde FGF21 ile tedavi sonucu enerji harcanmasinin yag kullaniminin ve yag
salinmasin arttirdigy, karaciger yaglanmasini azalttig1 ve glisemiay1 iyilestirdigi yapilan

caligmalarla ortaya konmustur (Coskun 2008; Holland et al. 2013).

Schoenberg et al. (2011) gebeligin son déoneminden erken laktasyon donemine girmis
yiiksek siit verimli Holstayn irkinda plazma FGF21 seviyesinin 6l¢iilmesi ve FGF21 gen
aktivasyonunun laktasyon doneminde lipit metabolizmas1 {izerinde etkisininin
arastirilmis oldugu ¢aligmada; karaciger, meme bezi ve kuyruk kisminda beyaz adipoz
dokudan biyopsi yolu ile numuneler toplanmistir. doku oOrneklerinden alinmis
numunelerin real time PCR ile ekspresyon analizleri yapilmis ve sonug olarak beyaz yag
dokusu ve karaciger hiicrelerinde FGF21 gen aktivitesinin yiiksek oldugu, erken
laktasyon doneminde az miktarda meme bezi hiicrelerinde FGF21 geninin aktivite
gosterdigi, karaciger hiicrelerinden saliman FGF21 geninin aktivasyonu ile laktasyon

donemi boyunca yag birikiminin saglandigi ortaya konmustur.

Sun et al. (2013) 18 aylik 1255 bas Cin sigir irklarinda FGF21 geni SNP polimorfizmi

ile ekonomik verim 06zelliklerinin iliskilendirdikleri ¢aligmalarinda 4 polimorfik SNP
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tespit etmislerdir. Belirlemis olduklar1 g.297C>G ve g.940C>T SNP’lerinin 18 aylik
ineklerde biiylime ve viicut agirligi tizerinde 6nemli derecede etkili oldugu bildirilirken
yapilan haplotip analizi sonucu 7 farkli haplotip gézlendigi bunlardan TCCC haplotipinin
dominant oldugu goriilmistiir. Sonug olarak FGF21 geninin yetistirme alaninda 1slah

amacl markir destekli seleksiyon programlarinda kullanilabilecegi dnerilmistir.

2.2. E74-Like Faktor 5; ELF5

Epitel-Spesifik ETS Faktor 2; ESE-2a olarakta bilinen ELF5 protein faktor geni
metazoalarda simirlt E26 transformasyon-spesifik (ETS) gen ailesinin 30 alt iiyesinden
(ETS, ERG, ELG, ELF, ESE, ERF, TEL, PEA3, SPI, TCF ve PDEF) birisidir. ETS faktor
proteini sahip olduklar1 trans-akting fosfoproteinleri ile epitelyal, hematopoetik, ndronal,
endotelyal ve endokrin sistemlerinde hiicrelerin migrasyon, proliferasyon, differensiyon
ve onkogenik transformasyonlarinda, tumorjenesiste, embriyonik gelismede, neoplazya,
anjiyogenez ve inflamatasyon olaylarinda 6nemli rol oynamaktadir (Moreau-Gachelin et
al. 1996; Sharrocks et al. 1997; Seth and Watson 2005; Tummala and Sinha 2006;
Hartmann et al. 2014; Oliver et al. 2012).

ETS faktor ailesi proteinlerinin klonlama ve karakterizasyon ¢aligmalar1 sonucu ELF/E74
alt iinitesine benzerlik gosteren ELFS alt tinitesi yetiskin fare karaciger hiicrelerinden
izole edilen murine cDNA sekanslama analizi sonucu maksimum 1437 bp uzunlugunda
759 bp ag¢ik okuma bolgesine (ORF) sahip, 253 amino asit kodlayan 31 kDa agirliginda
protein sentezledigi ve farelerde 11.kromozomun 13p-15p kolu tizerinde bulundugu tespit
edilmis, insan ve fare ELF5 cDNA’sinin %95 oraninda benzerlik gdsterdigi bildirilmistir
(Zhou et al.1998; Silverman et al. 2002). ELF5 geni sigirlarda 15. kromozom iizerinde
bulunur, 9 ekzon ve 7 intron bolgesi igeren yaklagik 33196 bp uzunlugundadir ve 255
amino asid kodlayan 30,09 kDa agirliginda protein sentezler (Anonymous 2017d).

Oettgen et al. (1999), hiicre kiiltiirleri tizerinde yaptiklar1 ¢alismalarinda, hiicrelerde
tanmimladiklar1 ETS proteinlerinin cDNA analizleri, sekanslama ve northem blot analizleri

sonucu iki farkli amino ucuna sahip 265 amino asit uzunlugunda 31.3 kDa agirliginda
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ESE-2b ve 255 amino asit uzunlugunda 30.1 kDa agirliginda ESE-2a olmak {iizere iki
farkli ESE2 izoformunu tanimlamistir. ESE-2Db proteinleri Drosophila E74 ETS baglanma
bolgesine bir oligonukleotid baglama 6zelligine sahipiken ESE-2b izoformunda
oligoniikleotid baglanma bolgesi bulunmamustir. ESE-2b izoformu epitelyal hiicrelerce
zengin dokularda, prostat, salya bezleri, deri keratinosit hiicrelerinde, meme bezleri, fetal
bobrek hiicrelerinde, trakeal hiicrelerde ve mide epitel hiicrelerinde daha ¢ok aktif oldugu
elektroforetik mobilite kayma yontemi ekspresyon analizi (EMSA) sonucu gosterilmistir
(Choi and Sinha 2006).

ELFS5 proteinin meme bezlerinin gelisimi ve siit salinimi tizerinde etkisininin arastirildigi
ilk ¢alisma Zhou et al. (2005) tarafindan yapilmis ve ¢alisma sonucu ELF5 proteinin
farelerde embriyonun erken evrelerinde embriyonun gelisimi i¢in gerektigi, laktasyon ve
hamilelik dénemi boyunca meme alveolar epitel hiicrelerinin proliferasyon ve
differansiyonel gelisimde etkili oldugu, ELF5 ekspresyonunun Prolaktin reseptor (PRLR)
geninin heterozigot oldugu meme bezinde PRLR’nin saliniminin azaldigir ve ELF5+/-

heterozigot meme bezinde PRLR ile ayni saliniminin yapildig: belirtilmistir.

Farelerde ETS transkripsiyon faktorii ELF5 proteinin 6zel alveolar meme yag hiicreleri
tizerine etkilerinin 6l¢tildiigii calismada alveolar hiicrelerden yag saliniminda genomik
diizenleyicisi olarak aktive oldugu, alveolar hiicrelerin differansiyonu ve 6zellesmesinde,
stit salgilama dahil salgilama islevinin yerine getirmesinde rol aldig: bildirilmistir (Oakes

et al. 2007).

Lee et al.(2011) tarafindan meme kok hiicreleri ve progenitor hiicrelerde siit tiretimi i¢in
meme luminal progenitor hiicrelerin alveol kanallarinin agilmasinda ELF5 geni
transkripsiyon faktdr alt biriminin roli oldugu, hamilelik boyunca ELF5 geninin
promotor metilasyonunun azalmasiyla genin ekspresyonu artarak meme bezlerinin

gelisimini sagladig ortaya konmustur.

Hou et al.(2014) 657 bas Xinong Saanen (SN; 385) ve Guanzhong (GZ; 272) kaprin cinsi

kegi irklarinda E74-like faktor5 gen polimorfizmi ve siit verimi ile iliskilendirme amagh
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yapmis olduklari caligmalarinda ELF5 cDNA sekanslama analizi sonucu 768 bp
uzunlugundaki cDNA’nin BLAST isleminden sonra B. taurus %99, O. aries %99, S.
scrofa %94 ve H. sapiens tiirlerinde %94 oraninda benzerlik gosterdigi belirlenmis, 1.
intron bolgesinde g.27147 C>G mutasyonu, 3. intron bolgesinde g.10342G>A mutasyon
bolgeleri tanimlanmistir. RFLP analizi sonucu 1.intron bolgesinde RFLP polimorfizmini
belirlemek amaciyla BstXl enzimi ile kesim yapilmis CCCG ve GG olmak iizere ii¢ farkl
genotip bolgesi tespit edilmistir. Allel frekanslari 1. intron bodlgesi i¢in SN ve GZ
wrklarinda C alleli 0.80 ve 0.87G alleli 0.20 ve 0.13 olarak bulunurken, g.10342G>A
lokusu i¢in Ssil restriiksiyon enzimi ile yapilan kesim sonucu ayni irklar icin AAAG ve
GG genotipleri tanimlanarak, allel frekanslart A; 0.89 ve 0.90G; 0.11 ve 0.10 olarak
bulunmustur. Siit verimi ile iliskilendirme analizi sonunda SN ve GZ irklarinin her
ikisinde de CG genotipli bireylerde siit veriminin yiiksek oldugu, dordiincii laktasyonda
ise CC genotipli bireylerin siit veriminin yiiksek oldugu 3. intron bdlgesinde g.10342G>A
SNP gen polimorfizminin siit verimi ilizerinde 6nemli etkisinin bulunmadig1 tespit

edilmistir.

2.3. BMP2; Bone Morphogenetic Protein2 (Kemik Mineral Yogunluk Proteini2)

Kemik mineral yogunluk proteini BMP'ler transforme edici biliyiime faktorii (TGF-P)
cesitli biyolojik stireglere aracilik eden sinyal molekiilleri siiper ailesinin tiyeleridir. 30
kadar BMP ligandlar tespit edilmis ve bu ligandtlar amino asit dizisi benzerligine gore
BMP2, BMP4, BMP5, BMP6, BMP7, BMP8A, BMP8B, BMP10, BMP15 gruplari,
reseptorler (BMPR1a, BMPR1b, and BMPR2), alt siniflar1 ve BMP gremlin, noggin, ve
follistatin antagonistler halinde kategorize edilmislerdir (Fitzgerald et al. 2012). BMP'ler
baslangigta yumusak dokularda ektopik kemik indiikleme ve dis BMP parmak
amputasyonu goriilen 6lii farelerde kemik rejenerasyonunu tesvik ettigi (Reddi 1998; Yu
et al. 2012), embriyonik gelisim ve kemiklerin gelisimi {izerinde etkili oldugu, kartilaj
gelisimini ve tendonlarin differansiyonu sagladigi (Chen et al. 2006; Park et al.2010;
Papathanasiou et al. 2012), kemik kikirdak ve tendon yaralanmalarinda onarici rol
oynadigi, intraseliiler Smad proteinlerin niiklear translokasyonu ve fosforilasyonunu

uyardig1 (Smad-1-5--8, Smad-4) belirtilmistir.
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BMP2 geni kemik iligi mezensimal kok hiicreleri lizerinde osteoendiiktif etkilerinin
gbzlenmesi tendon gibi doku ve epitel hiicrelerin rejenerasyonu, damar biitlinliiglinii
koruma, endotelyal hiicrelerin proliferasyon ve migrasyonu, néron ve dentrit olusumunu
uyarma, noropeptid seviyesini degistirme, immino sistemde bagisikligi modiile etme,
deride yaralarin iyilesmesi siirecine katilma gibi (Kingsley 1994; Attisano et al. 2002;
Cruise et al. 2004; Lavery et al. 2008; Moura et al. 2013) pek ¢ok biyolojik siiregte etkili

olmaktadir.

BMP2 (Drosophila homolog aaDPP) eklem kikirdaginin neonatal biiyiime sirasinda
kondrositlerlerde, osteoartisit hastalarin eklem kikirdaklarinin kemik iligi dokusu
vaskiiler invazyonun yapildigi fibroblastik mezensimal hiicrelerde, fibrokondrositler,
kondrositler ve osteoblastlarda, bobrek ve epidermis hiicrelerinde bulunur (Botchkarev
and Sharov 2004; Owens et al.2008; Bian Chin et al. 2017). Insan genomunda BMP2
geni 20p-12. kromozom kolu {izerinde, 396 amino asit uzunlugunda, 44.7 kDa agirhiginda
protein sifreler. Sigirlarda BMP2 geni 395 amino asit uzunlugunda 44,55 kDa agirliginda
protein sifreler. 13. kromozum iizerinde tasinir, 3 ekzon ve 3 intron bdlgesinden olusan

yaklasik 11255 bp uzunlugunda DNA zincirinden olusmaktadir (Anonymous 2017d).

BMP2 hiicrelerin proliferasyonu, bakimini, olgunlagmamis hiicre popiilasyonlarimin
yeniden diizenlenmesi, adipojenik, kondrojenik differansiyonlarda, kemiklerin gelismesi,
kemik mineral yogunlugu iizerinde etkisi oldugu, eritropoietin yoklugunda, BMP2
eritropoieze dogru hematopoetik hiicrelerin baglanmasini ve farklilasmasini uyarmakta

rol alir (Zhang et al. 2003; Khurana et al. 2013).

Belcika-Hollanda ve Fransa kokenli otosclerosis (isitme kaybi hastaligi) hastalari
tizerinde bu hastaliga neden olabilecek 13 aday gen lizerinde SNP polimorfizminin
belirlenmesi ¢alismasinda, BMP2 geninin 3’UTR bolgesinde tespit edilmis rs3178250
SNP’nin C alleli otosklerozis hastaligina karsit koruyucu etki gosterdigi bildirilmistir
(Schrauwen et al. 2008).
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BMP2 proteinin kikirdak onariminda ve kondrojenezisi uyarilmasinda bir ara¢ olarak
kullanildigi (Whitcomb and Block 1994), adipoz kaynakli kok hiicrelerin ve kafatasinin
iist kisminda bakuloviriis-aracili BMP2 protein geni ve insan miRNA’s1 (miR-148b) ile
birlikte osteojenik farklilasma defektinin onariminda rol aldigi (Liao et al. 2014)

gosterilmistir.

BMP2 proteinin invitro ortamda biiyiitiilen insan gogiis kanseri MDA-MB-231 kok
hiicrelerinde tiimor biiyiimesi yoniinden hig¢ bir uyaric etkiye sahip olmadigi, kanserli
karaciger hiicrelerinde hiicrelerin biiyiimesini, ¢ogalmasint ve gogiinii durdurdugu
dolayistyla rekombinant BMP-2 proteinin gelecekte omurga tiimorii olan hastalarin
tedavisinde kullanimini desteklemek i¢in markir olarak tedavi ¢aligmalarinda yardimci
olabilecegi (Yeet al. 2013; Fotinos et al.2014), parietal endoderm igerisinde embriyonal
karsinoma F9 hiicrelerinin differansiyonunu ve civcivlerde bacak tomurcuklarinin
olusumunu saglayan cAMP analoglar1 ile kombine Retinoik asidin sentezlenmesini

BMP2 geninin regiilasyonu ile saglandigi ortaya konmustur (Heller et al. 1999).

Osteoblastlarda BMP2’nin periost ve kemik iliginde anjiyogenezisi kontrol ettigi BMP2
geninde goriilen delesyonun periosteum ve trabekular kemiklerin mikrovaskular
yataklarindaki gelisiminin azalmasini etkileyerek osteoblastlarda mezensimal kok
hiicrelerin kusurlu olmasina neden oldugu (Yang et al.2013), BMP2 geni mezensimal
hiicrelerinde post transkripsiyonal evrede lusiferaz sentezini inhibe ettigi, BMP2 geninde
A-C tek niikleotid polimorfizmi (rs15705+A1123C) C/C genotipi daha diisiik bazal deri
alt1 yag hacimleri ile iligkili oldugu (P<0.003) ve genc erkeklerde egzersizle birlikte
iskeletal kas hacminde artig1 indiikledigi (Devaney et al. 2009) insan ve farelerde yapilan

calismalarda ortaya konmustur.

Kemiklerin biiyimesinde etkili BMP2 protein geninin Cinde yetistirilen Guizhou semi
ince killi koyunlarda 2.ekzon bolgesinde PCR-SSCP ve DNA sekanslama teknigi ile
belirlenen G>A (g. 273 G>A) mutasyonunda LL-LW ve WW genotipleri tanimlanmis

BMP2 geni ikinci ekzonda gen polimorfizminin incelenen koyun irkinda govde
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yiiksekligi, viicut uzunlugu ve gogiis ¢evresi genisligi iizerinde dnemli derecede etkili

oldugu ortaya konmustur (Li et al. 2012).

17 glinlik sigir embriyo hiicrelerinden ve sigir tirofoblast (embriyonun beslenmesini
saglayan blastosist hiicrelerinin dis tabakasi (CT1) BMP2 ve 4, dogustan gelen noggin
inhhibitér geni (NOG), BMP2/4 reseptor (BMPRII, ACVR1, BMPR1A, BMPR1B),
genlerinin trofoblast hiicrelerinin proliferasyonu, differansyonunu sagladigi (Pennington
and Ealy, 2012), Illumina’s Porcine SNP60 BeadChip kullanilarak ticari amagli iiretilen
disi domuzlarda sirt yaglanmasi, bel kas alani, kol ve bacaklarin konformasyonunun
yanisira viicut konformasyon (FL), yapisal saglamlik 6zellikleri ile iliskili 51,385 SNP
belirlendigi ¢aligmada, BMP2 geninin bel kas alani, viicut biiyiikliigii, kol ve bacaklarin

gelisimi lizerinde etkili oldugu gosterilmistir (Fan et al.2011).

Tavsanlarda implant yerlestirme ile birlikte tavsan maksiller siniis biiyiitme operasyonu
sonrasinda BMP2 geninin transdiiksiyonu ile 2-4 hafta i¢inde kemik iligi kok hiicrelerinin
(BMSC) kemik implant1 yapildig1 alanda yeni kemik hiicrelerini olusturdugu ve kemik
iyilesmesini kolaylastirdig1 ortaya konmustur (Jhin et al. 2013).

PCR-SSCP ve DNA sekanslama yontemi ile 299 bas keg¢ide (Boer, Cin Xuhuai beyaz
kegileri ve Cin Haimen kegisi) kaprine BMP2 genetik varyasyonunun arastirildig: farkl
bir ¢alismada, BMP2 geninin 3’UTR bolgesinde AA, AB, BB olmak iizere ii¢ farkli
genotipe ayrilan tek bir A-G mutasyonunun (AY714781.1:g.A172G) gozlendigi,
incelenen ti¢ rkta da A allel gen frekansinin dominant oldugu, A allel frekanslari her {i¢
irkta sirasiyla 0.82;0.72 ve 0.90 olarak 6l¢iildiigli ve Boer 1rki kegilerde BB genotipli
bireylerde boyun uzunlugunun AA genotipli bireylere gore daha yiliksek oldugu
belirtilmistir (Fang et al.2010).
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3. MATERYAL ve YONTEM

3.1. Materyal

Erzurum ili Ilica bolgesinde Esmer 1rki siit yetistiriciligi yapilan 6zel firmada dogan ve
isletme tarafindan kayit altina alinmis, akrabalik dereceleri diisiik 96 adet proje hayvanlari
kullanilmistir. DNA izolasyonlart bu kan orneklerinden yapilmigtir. Calisma Atatiirk
Universitesi Ziraat Fakiiltesi Zootekni Boliimii Molekiiler Biyoloji ve Genetik

Laboratuvari’nda gerceklestirilmistir.

3.1.1. Siirii idaresi ve beslenmesi

3.1.1.a. Barindirma

Erzurum ili Ilica bolgesinde 2014 yilinda kurulmus siit sigir isletmeciligi yapilan ticari
firmada Esmer sigir iwrki hayvanlar entansif olarak serbest ahir sisteminde

yetistirilmektedir.

3.1.1.b. Yemleme

Ticari firma isletmesinde hayvanlarin siit verimlerine gore yemleme programi
uygulanmaktadir. Sagmal ineklere sagim sirasinda 4-5 kg siit yemi verilmektedir. Yilin
diger donemlerinde, sagmal ineklere 4-5 kg siit yemi ile 8-10 kg kuru ¢ay1r otu veya kuru
yonca otu ile 10-12 kg yas pancar posasi verilmektedir. Diive ve tosunlara da kuru ¢ayir
otu ve 2 kg kesif yem yedirilmektedir. Yillar itibar1 ile muhtelif yillarda verilen yas pancar

posasi ve kesif yem miktarlarinda degisiklik olabilmektedir.
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3.1.1.c. Siit verim kontrolleri

Arastirma veri setini 2014-2017 yillar1 arasinda Esmer si1girlardan elde edilen siit verim
kayitlar1 olusturmustur. Siit kayitlar1 giinliik entegre siit sagim iinitelerinden elde edilen
ferdi kayitlar alinarak yapilmis, verim kontrolleri sabah ve aksam yapilarak giinliik siit
verimleri tespit edilmistir. Aylik kontroller her ayin ilk haftasi i¢inde yapilarak kontrol
sagimlarinda giinde iki sagim esasinda esit olmayan araliklarla yapilan, aylik verim

kontrolleri metoduna gore ve sagimda siit miktar1 0,1 kg hassasiyetle 6l¢iilmektedir.

3.2. Yontem

3.2.1. Hayvanlardan kan alimi

Arastirmada kullanilan kan 6rnekleri, 10 mI’lik K3 EDTA (Etilen DiaminTetra-Asetik
Asit)’l1 vakumlu tliplere konarak kan drneklerinin EDTA ile karigmast i¢in tiipler alt {ist
edilip ve ¢aligma ortamina getirilene kadar +4°C buz kaliplarinda korunmustur. Kan alma
isleminde sterilizasyona dikkat edilmis ve tiiplerin birbiri ile karismamast i¢in hayvanin

numarasi, 1rki ve ait oldugu bolge tiip tizerindeki etiketlere kaydedilmistir.

3.2.2. Yararlanilan alet ve cihazlar

Rotor-Gene Q Splex HRM Platform cihazi

Otomatik Termocycle Sistem (Bioner)

Jel Goriintiileme Sistemi (Bio-Rad)

NanoDrop (Thermo scientific),

Buzdolabi (Argelik)

Elektroforez Sistemi (BiogenApelexFranceSN 280800)
Hassas Terazi (Shimadzu)

Mikrodalga Firin (Blueline)

Saf Su Cihaz1 (Ateks)

Santrifiij (Kubota)
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Vorteks (Yellow Line) ve muhtelif cam malzemeler kullanilmigtir.

3.2.3. Kullanilan ¢ozeltiler

1.5xRetik Salin Cozeltisi
2.Liziz Cozeltisi

3.RBC Cozeltisi
4.Proteinaz K

5.Fenol
6.Fenol/Kloroform

7.TE Cozeltisi

8. Nuclease free water

9. Amonyum asetat
10.izopropanol

11. Etanol

12. HRM Master mix : HotStarTaq Plus DNA Polymerase

HRM PCR Buffer
EvaGreen
Q-Solusyonu
dNTP mix

RNase-free water

3.2.4. Genomik DNA izolasyonu

Tam kandan DNA izolasyonu Atatiirk Universitesi Ziraat Fakiiltesi Zootekni Boliimii
Molekiiler Genetik Laboratuvari’nda Purgene DNA kiti (Gentra Systems Minnesota
USA) kullanilarak prosediiriine uygun sekilde asagida belirtilen sira takip edilerek
yapilmistir;

1- Her 6rnek igin 2 set tiip hazirlanmus tiiplerin tizerine etiketle numara verilmistir,
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2- Tiiplerin iizerine 900 ul RBC soliisyonu eklenmis ve iizerlerine 300 pl kan eklenerek
tiipler alt- iist edilmistir,

3- 13.000g de 2 dak. santrifiij edilerek slipernatant bir pipet vasitasiyla tiip dibinde 5-10pul
kalacak sekilde uzaklastirilmig, tam homojenizasyonun saglanmasi ig¢in siipernatant
vortekslenmistir,

4- Homojenat iizerine 300 ul Cell lysis ve 100 pl Protein Precipitation eklenip
vortekslendikten sonra 13.000 rpm de 2 dak. santrifiijlenmistrir,

5- 2.tiip hazirlanip tizerlerine 300 ul izopropanol eklenmis ve 1.tiipteki siipernatant 2.tlipe
eklenerek tiipler alt iist edilmistir,

6- DNA’I1 tiip 13 000 rpm’de 2 dak. santrifiijlenmis ve slipernatant atilmistur,

7- Dipte kalan DNA’nin iizerine 300 pl 1.2 M NaCl c¢ozeltisi eklenip c¢ozelti
karistirtlmustir,

8- Vorteksin ardindan 750 pl %96’lik Etanol eklenmis, 13.000 rpm’de 2 dak. santrifiij
yapilmustir,

9- Santrifiij sonrasi siipernatant atilmis ve tizerine 1000 ul %70°lik etanol eklenmistir,
10- Ornekler 13 000 rpm’de 2 dak. santrifiijlenmis ve siipernatant atilmistir,

13- Alkolden arindirilan DNA’T1 tliplin i¢ine 300-500 ul ddH2O veya TE eklenmis ve
DNA’nin ¢dziinmesi saglanmistir,

14- Ornekler spektrofotometrik dl¢iim anina kadar -20°C’de muhafaza edilmistir,

3.2.5. DNA’mn kalitatif tayini

Elde edilen DNA’lar 9%0,8’lik agaroz jelde yiiriitiilerek DNA bantlarinin goriintiilenmesi
saglanmistir. Bunun i¢in sirasiyla 0,24 g agaroz 30 ml 1XTBE tamponu igerisine
konularak mikrodalga firmn igerisinde 500 Watt’da 2 dakika tutularak agarozun eritilmesi
saglanmig daha sonra uygun sicakliga kadar sogutulan eriyik icerisine 6 pl EtBr ilave
edilmistir. Sogutulan karigim daha sonra hazirlanan tarakli jel kabinine hava kabarcigi
olmayacak sekilde dikkatlice dokiilerek polimerizasyon i¢in oda sicakliginda 10-15
dakika bekletilmeye alimmistir. Taragi alinan jel 1XTBE tamponuyla dolu olan
elektroforez tankina yerlestirilip kuyucuklarma 2 pl jel yikleme buffer ile 5 ul DNA
karisimi otomatik pipetler araciligi ile dikkatlice yiiklenerek 110 volt’ta 15 dakika siireyle
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yiiriitme iglemi gergeklestirilmistir. Daha sonra dikkatlice ¢ikartilan jeldeki bantlarin

varlig1 ultraviyole (UV) 15181 ile gdzlemleme asamalari izlenerek tayin yapilmistir.

3.2.6. DNA’min kantitatif tayini

Ekstrakte edilecek DNA’larin konsantrasyonlar1 ve safliklar1 Nano Drop ND-1000
(NanoDrop TechnologiesInc.) spektrofotometre de okuma yapilarak belirlenmistir. DNA
konsantrasyonu diisiikk bulunan Orneklerde istenilen deger yakalanana kadar kan

orneklerinden DNA clde etme islemleri tekrarlanmastir.

3.2.7. PCR islemi

PCR laboratuvar sartlarinda hedef DNA ya da RNA dizilerinin otomatik termocycle

sistemi ile gogaltilmasi islemidir.

PCR reaksiyonunun ger¢eklesebilmesi icin gerekli madde ve igerikler ve PCR sartlari

asagida belirtilen maddelere gore gerceklestirilmistir (Sahin vd 2000).

Gerekli maddeler

1. Kalip DNA: Saflastirilan DNA amplifiye edilecek DNA pargalarina kalip goérevi
yapacaktir.

2. Primerler: Kullanilacak primerler yalnizca amplifiye edilecek bolgeye spesifik
olmalidir.

3. dNTP: Stok deoksiriboniikletitler (AINTP=dATP, dGTP, dCTP ve dTTP) nétral degilse
pH 7°de nétralize edilmelidir ve -20°C’de saklanmalidir.

4. Taqg DNA Polimeraz: Thermus aquaticus bakterisinden elde edilen 1s1iya dayanikli bir
enzimdir. Degisik tiirleri vardir. Enzim 5'->3'ekzoniikleaz aktivitesine sahiptir. Yani
sentezin yonii 5 ucundan 3 ucuna olup primerlerin serbest 3> OH ucuna ortamdaki

dNTP’lerin niikleofilik etki yapmalariyla fosfodiester baglarinin katalizi ve boylece DNA
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ipliginin polimerizasyonu saglanarak PCR sentezinin gerceklesmesini saglayacaktir
(Sahin vd 2000).

5. Mg*? Derisimi: Mg*?derisimi primer yapismasini hem kalip hem de PCR iiriiniiniin
ayrisma sicakliklarini, primer-dimer kalintilarinin olusumunu ve enzimin aktivitesini
etkiler.

6. PCR tamponu: PCR i¢in uygun tampon 10-50 mM arasinda degisen Tris-HCI dir.

3.2.8. Primer dizaym

Primerler literatiirler dogrultusunda ilgili genin polimorfik bulunan kismini kapsayacak
sekilde ve ilgili gen bolgelerinin NCBI-GenBank’da mevcut DNA dizilimlerine
dayanarak dizayn edilmistir. Calismamizda kullanmis oldugumuz FGF21 geni igin tig ¢ift
primer, BMP2 ve ELF5 genleri i¢in 4 ¢ift primer dizayn edilmistir.

3.2.8.a. FGF21 geni primerleri

FGF21 geni Bos taurus tiirlerinde 18.kromozom iizerinde kodlanir ve 3 ekzon igeren
(NCBI Reference Sequence: AC_000175) FGF21 geninin 2611 bp’lik DNA dizisinin

tiimii segilerek primer dizayni yapilmistir (Cizelge 3.1).

Cizelge 3.1. FGF21 geni primerleri

Primerler Baglama | Bitis Uriin
(5'->3) noktast | noktas1 | baz
pair
1. Ekzon F | TCCCAAGAGATCTGGGTGTC 870 888
R | GGCATCATCCGTGTAGAGGT 1207 1226 338
2. Ekzon F | GATGTTGGTCAGGCTTGGTT 1596 1616
R | GAGGCAGGTCCCTCCTTAAC 2011 2031 410
3. Ekzon F | TCTACCAGTCGGAGACCCTG 2265 2204
2
R | GACCCAGTACTACACAGCGG 2501 2521 %0
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3.2.8.h. ELF5 Geni Primerleri

E74 benzeri ETS transkripsiyon faktorS geni Sigirlarda 15. kromozom iizerinde 9 ekzon
(NCBI Reference Sequence: AC _000172.1 Chr.15) i¢eren (33196 bp) ELF5 geninin 5. 6.
7. ekzon bolgeleri ve 4. intron bdlgesinin dahil oldugu gen dizisi baz alinarak primer

dizileri belirlenmistir (Cizelge 3.2).

Cizelge 3.2. ELF5 geni primer dizileri

Primerler Baglama | Bitis Uriin
(5'->3) noktas1 | noktasi | baz
pair
2. Intron F | ACCCAGTGAGCCTTGTATGG 1707 | 1727
R | AAGCATCACTGCACAGAACG 2198 2219 492
5. Ekzon F | CGTTCTGTGCAGTGATGCTT 1445 1465
R | CCCAGTCTCCCCAAAGTGTA 1903 1925 500
6. Ekzon F | CTGGTTGCCGTAAATTTGGT 30744 | 30764
47
R | GCCCAGTTTTCTATGGCTGA 31200 | 31221 >
7. Ekzon F | GGGTTGACCGAAGATTAGTG 31824 | 31844
R | CCACAGTTACCGATGTGAAA 32279 | 32299 475

3.2.8.c. BMP2 Geni primerleri

Kemik Morfogenetik Protein2 geni Sigirlarda 13. kromozom iizerinde bulunur. 3 ekzon
(NCBI Reference Sequence: Chr.13AC _000170.1) igeren BMP2 geninin 11255 bp’lik
DNA dizisi baz alinarak primer dizileri belirlenmistir (Cizelge 3.3).
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Cizelge 3.3. BMP2 geni primer dizileri

Primerler Baslama | Bitis Uriin
(5'->3) noktasi | noktas1 | baz
pair

1Ekzon |F | TGCGTGCTAGGAGGGACT 94| 112
R | CCACCCTCTAGAAGGGACTT 533| 553 | 459

2 Ekzon | F | GTCTTCTAGCGTTGCTGCTT 1445 | 1465
R | CCAGGTTCGGAAAGGTTCTTAC | 1003| 1925| 0V

1.Bolge |F | CAGTAGGTGG GAGAGCTTCG 9541 | 9561
(3. Ekzon) "R CTGAGCTCTGTTGGGACACA 10019 | 10039 | 498

2. Bolge |F | GGGTTGTGGGTGTCGTTAG 10120 | 10139
(3. Ekz0n) 'R [ GCCAGAGTAACCTTCCATGTAG | 10556 | 10578 67

3.2.9. PCR amplifikasyonu

PCR amplifikasyonlar1 ayni sartlar altinda farkli zamanlarda uygulanmistir. Cizelge

3.4’te PCR bilesenleri ve kullanilan miktarlar1 gosterilmistir.

Cizelge 3.4. PCR bilesenleri ve reaksiyonda kullanilan miktarlari

PCR Bileseni Konsantrasyon/Hacim

PCR Tamponu (pH:8.5) 5.0 ul (10X)

Primer F 10 pmol/pl

Primer R 10 pmol/pl

MgCl2 1.5 mM1.2 ul

Taq 0.5-1.0U

dNTP 0.25 mM2.5 pl

Steril distile su Toplam hacim 20 pl’ye tamamlanir
Genomik DNA 50-100 ng

3.2.10. HRM analizi protokolii

1. 2X HRM PCR Master Mixprimer ¢ozeltileri RNase-free water kalip DNA'lar ve
kontrol DNA'lar (istege bagli) ¢6ziinmiis halde tutulmustur.
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2. Reaksiyon mixleri Cizelge 3.5’teki 6lgiilere uygun olarak hazirlanmustir.

3. Reaksiyon karigiminit uygun hacimlerdeki PCR tiiplerine konmustur.

4. Tek tek PCR tiiplerine veya platelere esit miktarda kalip DNA’lar (1-50 ng genomik
DNA veya 1-50 pg mikrobik DNAher numune i¢in ayni miktar) ilave edilmis ve iyice
karigtirilmistir.

5. HRM analizi i¢in uygun Real time PCR programi ayarlanmistir.

6. PCR cihazinin son kontrolleri yapildiktan sonra cihaz calistirilmis ve sonuglar elde

edilmistir.

Cizelge 3.5. HRM-PCR reaksiyon bilesimleri ve reaksiyonda kullanilan miktarlar

Bilesenler Reaksiyon hacmi 25 pl Final concentration
Reaksiyon mix 12.5 ul 1X

2Xx HRM PCR

Master Mix 1.75 ul 0.7 uM forward primer 0.7

10 uM primer mix uM reverse primer

RNase-free water Her Reaksiyon igin esit
hacimlerde alinmalidir

Template DNA Her Reaksiyon igin esit Eukaryotik: 1-50 ng
hacimlerde alinmalidir DNA/reaksiyon

3.2.11. HRM analiz verilerinin degerlendirilmesi

Rotor-Gene Q Real time PCR cihazi ile analiz edilen veriler Rotor-Gene ScreenClust
HRM Software programi kullanilarak kontrol grubu bilinmeyen UNSUPERVISED

modda kiimelendirilmistir.

3.2.12. PCRiiriinlerinin gozlenmesi

PCR isleminden sonra amplifikasyon olusumunu kontrol etmek i¢in %2.5’lik agaroz jelde

PCR {irtinleri yiiriitilmistiir. %2.5’ lik agaroz jel 50 mI’lik 1XTBE tamponu igerisinde 1



35

g agaroz mikrodalga firinda 500 Watt'da 2 dakika eritilip i¢erisine 6 ul EtBr ilave edilerek
hazirlanmis, eriyik sogutulduktan sonra hazirlanan lel tarakli jel kabinine hava kabarcigi
kalmayacak sekilde dikkatlice dokiilerek oda sicakliginda 8-10 dakika polimerize olmaya
birakilmigtir. PCR iiriinii ve jel ylikleme tamponu otomatik pipetler araciligi ile
yiiklenerek jelde yiiriitme islemi gerceklestirilmistir. Daha sonra dikkatlice ¢ikartilan
jeldeki bantlarin varligi UV 15181 ile gozlenmis ve amplifikasyonu gergeklesen tiriinlerin
bir sonraki isleme kadar -20°C’de korunmus amplifikasyonu gerg¢eklesmeyen ornekler

icin PCR islemi gergeklesinceye kadar tekrar edilmistir.

3.2.13. istatistiksel analizler

Elde edilen polimorfik sistemlere ait verilerin kiimelendirilmesinde Rotor-Gene
ScreenClust HRM Software programi, verimle iliskilendirme analizlerinde SPSS

Windows istatistik paket programindan yararlanilmistir.

Istatistiksel olarak yapilan iliskilendirme analizinde, Erzurum ili Ilica bolgesinde 6zel bir
isletmede yetistirilen Esmer 1rki1 sigirina ait verim kayitlari kullanilmigtir. Calismada
performans 6zellikleri olarak, gercek siit verimi, 305 giin siit verimi, laktasyon stiresi ve
giinliik siit verimi gibi siit verim 6zellikleri incelenmistir. Elde edilen verilerin analizinde
Genel Linear Model (Harvey 1990) esas alinarak SPSS paket program kullanilmistir.
Analizlerde ilgili verim 6zelligi iizerine etkili oldugu diisiiniilen; genotip, laktasyon siras,

inegin yas1 ve buzagilama mevsimleri gibi ¢evre faktorleri lizerinde durulmustur.

Arastirmadaki verim 6zelliklerine gore asagidaki istatistik model kullanilmigtir.

Yijk :p-taithj+cirdiHfmt +eijm

Yijk : Her hangi bir Esmer inegin ele alinan siit verimi (gercek siit verimi, 305 giinliik siit
verimi, laktasyon siiresi ve giinliik siit verimi) 6zelliklerinin her hangi biri bakimindan
degeri,

p:populasyon ortalamast,
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ai: I. Genotip etkisi ,

bj : j. Laktasyon sirasinin etkisi (j:3; 1. Laktasyon:1, 2. Laktasyon:2, 3. Laktasyon: 3),

Ck : k. Cinsiyetin etkisi (1 disi, 2 erkek),

di : 1. Buzagilama mevsiminin etkisi (k:2; 1:kis-ilkbahar, 2:yaz-sonbahar),

fm: Asima acgik giin sayisinin etkisi (1: 20-60giin, 2: 61-120 giin, 3: 121-145 giin, 4:146-
200 giin, 5: 201 giin ve lizeri),

€ijkim : Hata pay1.

Kullanilan modelde hata haricinde kalan biitiin faktorler sabit, hata ise sansa bagli olarak

kabul edilmistir.

Laktasyon siit verimi, Siit verim kontrollerinde “Siit Hayvanlarinda Ekonomikligi
Belirleme Uluslararas1 Komitesi (Internationeles Komitee zur Ermitlung der
Wirtschaflichest von Milchtieren = IKEWM)’ tarafindan bildirilen esaslara gore kontrol
araliklarinda hesaplanan siit verimlerinin toplami olarak tanimlanmistir. Laktasyon siit
verimi laktasyon bagladig1 giinden ilk kontrol yapilacak giine kadar gecen siire birinci
laktasyon aralig1 olarak hesaplanmis ve ilk kontrol aralig1 ile hesaplanan deger ¢arpilarak

bu araliga ait siit verimi bulunmustur.

Devam edecek laktasyon verileri araliklarda birbirini izleyen iki kontroldeki giinliik siit
verimlerinin ortalamasi, ilgili kontrol aralig: ile ¢arpilarak belirlenmistir. Son kontrolden
sonra laktasyonun devam ettigi kabul edilen siire son kontrol giinliik siit verimi ile

carpilarak son araliga ait siit verimi bulunmustur.

Bu anlatilan metoda gore, laktasyon siiresi ve laktasyon siit verimi asagida verilen

formiille hesaplanmustir (Ozhan vd 2011).

LS=3 (ni) + nk
SV=S1.nl+} [ni. (Si+Si-1)/2] +Sk. nk

Formiile gore;
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LS = Laktasyon siiresi (giin)

SV= Laktasyon siit verimi (kg)

ni = 1. kontrol aralig1

nl = Dogum- ilk kontrol arasi siire (giin)

nk = Son kontrolden sonra laktasyonun devam ettigi farzedilen siire
Si=i. kontroldeki giinliik siit verimi (kg)

S1= Ilk kontroldeki giinliik siit verimi (kg)

SK= Son kontroldeki giinliik siit verimi

3.2.14. DNA sekanslama

Toplam 96 adet PCR 6rnegi, HRM metoduyla kiimelere ayrilmis ve sekans analizleri igin
her kiimeden 4 numune belirlenmistir. Gen bdlgelerinin kiime sayilarina gore sayilari 30-
35 arasinda degisen numunelere ait DNA ornekleri, ticari DNA sekanslama yapan
firmaya gonderilerek herbir 6rnegin DNA baz dizisi elde edilmistir. Daha sonra Mega 7.0
(Kumar et al. 2016) ve BioEdit 7.2.6 (Hall 2005) yazilim programlari yardimiyla, DNA

sekans sonuglarina gére numunelere ait genotip farkliliklari ortaya konmustur.
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4. ARASTIRMA BULGULARI

4.1. DNA’nin Kantitatif Tayini

Ekstrakte edilmis DNA’larin konsantrasyonlari ve safliklart NanoDrop ND-1000

(NanoDrop Technologiesinc.) spektrofotometrede okuma yapilarak belirlenmistir.

4.2. Gen Bolgelerinin PCR Optimizasyon Kosullar1 ve Jel Goriintiileri

flgili genlere ait primer ¢iftlerinin PCR optimizasyonlar1 her bir bdlge icin sirasiyla
uygulanmak iizere gradient PCR isleminden gegirilerek baglanma sicakliklari belirlenmis

ve PCR optimizasyonlar1 saglanmuistir.

PCR isleminden sonra amplifikasyonun gerceklesip gergeklesmedigini belirlemek i¢in
PCR iiriinlerinin bant biiyiikliiklerine gore %2,5 ve %1’lik agaroz jeller hazirlanarak PCR
tiriinleri yiiriitiilmiistiir. Ilgili genlere ait PCR iiriinleri UV 15181 altinda gdzlemlenerek

goriintiileme islemi yapilmigstir.

Cizelge 4.1. FGF21 Geni PCR optimizasyon kosullari

Asamala | FGF21 1.ekzon FGF21 FGF21 3. Dongii
r (338 bp) 2.ekzon (416 ekzon (256 sayisi
bp) bp)
1 95°C’de 5 dak. 95°C’de 5 95°C’de 5 dak. | 1 dongii
dak.
95°C’de 45 sn. 95°C’de 50 95°C’de 45 sn.
2 56°C’de 45 sn. sn. 58°C’de 45 sn. | 32
72°C’de 45 sn. 61°C’de 50 72°C’de 45 sn. | dongii
sn.
72°C’de 50
sn.
3 72°C’de 5 dak. 72°C’de 5 72°C’de 5 1 dongii
dak. dak.
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’

338 bp

=
i S= == LS
Z]

Sekil 4.1. FGF21 gen bolgelerine ait PCR sonuglar1
(Standart Genesta 100 bp DNA markir goriintiileri ile sirasiyla 1.primer ¢ifti 256, 2.primer ¢ifti 338, 3.

Primer ¢ifti 416 bp)

Cizelge 4.2. ELF5 Geni PCR optimizasyon kosullari

Al ELF5 2.intron | ELF5 5.ekzon | ELF5 6.ekzon | ELF5 7.ekzon | Dongii
(492bp) (500bp) (475 bp) (475 bp) sayisl
1 96°C’de 5 dak. | 96°C’de 5 dak. | 96°C’de 5 dak. | 96°C’de 5 dak. |1
dongii
96°C’de 45 sn. | 96°C’de 45 sn. | 96°C’de 45 sn. | 96°C’de 45 sn.
2 60°C’de 45 sn. | 60°C’de 45 sn. | 58°C’de 45 sn. | 58°C’de 45 sn. | 32
72°C’de 45 sn. | 72°C’de 45 sn. | 72°C’de 45 sn. | 72°C’de 45 sn. | dongii
3 72 °C’de 5 dak. | 72°C’de 5 dak. | 72°C’de 5 dak. | 72°C’de 5 dak. | 1
dongii

492 bp ks R R

500 bp [ AR

Sekil 4.2. ELF5 gen bolgelerine ait PCR sonuglari
(Standart Genesta 100 bp DNA markir goriintiileri ile sirasiyla 1. primer ¢ifti 492, 2. primer ¢ifti 500, 3. ve

4. primer ¢ifti 475 bp)

Cizelge 4.3. BMP2 Geni PCR optimizasyon kosullari

72°C’de 45 sn.

72°C’de 45 sn.

72°C’de 45 sn.

72°C’de 45 sn.

Asama | BMP2 1.ekzon | BMP2 2.ekzon | BMP2 3.ekzon | BMP2 3.ekzon | Dongii

(459bp) (480bp) (498 bp) (467 bp) sayisl

1 96°C’de 5 dak. | 96°C’de 5 dak. | 96°C’de 5 dak. | 96°C’de 5 dak. |l dongii
96°C’de 45 sn. | 96°C’de 45 sn. | 96°C’de 45 sn. | 96°C’de 45 sn. 32

2 60°C’de 45 sn. | 57°C’de 45sn. | 60°C’de 45 sn. | 60°C’de 45 sn. dongii
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3 | 72°C’de5dak. | 72°C’de 5 dak. | 72°C’de 5 dak | 72°C’de 5 dak. |l dongi |

'V
| 18

= 2
3
j—

- — -
Ean—=rand

[CE=nt)

—
-
—

Sekil 4.3. BMP2 gen boélgelerine ait PCR sonuglari
(standart Genesta 100 bp DNA markir goriintiileri ile sirasiyla 1. primer ¢ifti 459, 2. primer ¢ifti 480, 3.
primer ¢ifti 498 ve 4. primer ¢ifti 467 bp)

4.3. HRM-PCR Analiz Sonuclari

Rotor Gene Q real time PCR cihazi kullanilarak, Esmer 1rk1 sigirlara ait 96 adet DNA
orneginin farkli gen bolgeleri i¢in EvaGreen interkalasyon boyasi kullanilarak kapali tiip

ortaminda HRM-PCR’lar1 ger¢eklestirilmistir.
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Cizelge 4.4. HRM-PCR kosullarinin optimizasyonu

HRM-PCR |FGF21 tiim bolge ELF5 tiim bolge BMP2 2. 3. ve 4. bolge
Denaturasyon |95°C 5 dak. 95°C 5 dak. 95°C 5 dak.

Denaturasyon 95°C 10 |Denaturasyon 95°C 10 | Denaturasyon 95°C 10
40 Dongii | S S
Anneling 58°C 30s  |Anneling 58°C 45s  |Anneling 56°C 30 s

Uzama 72°C 24 s Uzama 72°C 24 s Uzama 72°C 24 s
61°C - 95°C 61°C - 95°C 61°C - 99°C

HRM 1.dongii i¢in 90 s 1.dongii i¢in 90 s 1.dongii i¢in 90 s

HRM her bir adim i¢in |HRM her bir adim i¢in | HRM her bir adim i¢in
25s 25s 25S

4.3.1. Erime egrisi grafikleri (Melt Curve)

Cift zincirli DNA’nin erime egrisinin ilk tiirevinin tepe noktasi (dF/dT) belirlenerek
hesaplananan erime sicakligi (Tm), DNA ¢ift zincirine baglanan floresan isima yapabilen
interkalasyon boyalarinin ¢ift zincirli DNA’nin denaturasyona ugrayarak tek sarmalli
yapiya doniistiigi evrede doymus haldeki interkalasyon boyalar1 DNA dizisinden
ayrilirken diisiik konsantrasyonlarda floresan 1s1ma yapmaktadir. Floresans miktarlarini
Olcen hassas gergek zamanli PCR cihazlar1 kullanilarak DNA zincirinin salmig oldugu

boya miktarina gére DNA erime egrisi grafigi ¢izilmistir.

4.3.2. HRMA ham veri ve Normalizasyon grafikleri

Rotor Gene Q real time PCR cihazi kullanilarak farkli gen bolgeleri icin HRM analizi
yapilan 6rneklerin EvaGreen interkalasyon boyasi kullanilarak PCR’lar1 gergeklestirilmis
ve amplikonlar sicaklik dereceleri kademeli olarak artacak sekilde denaturasyona
ugrayarak tek zincirli forma doniisiirken her bir 6rnegin vermis oldugu floresan 1s1ma

miktarina gére HRMA grafikleri belirlenmisti. HRMA grafigi sonucu PCR
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amplikasyonlarmin ergime sicakliklart belirlenmis ve floresan 1s1ma yapmayan PCR’1

gerceklesmemis Ornekler elemine edilmistir.

Ham HRM analizinde fliioresandaki farkliliklar PCR ve HRM siirecindeki ¢esitli
faktorler Ornegin amplikonlar ve kalip DNA'nin farkli miktarlar1 tarafindan
indiiklenebileceginden herhangi bir HRM analizi baslangic ve bitis fliloresaninin
normallestirilmesi gerekmektedir. Normalizasyon aralig1 en yiiksek floresans degerinin
100'e esit ve en diisiik deger sifira gelecek sekilde Erime egrisi gecisinden onceki ve
sonraki bolgeler egrinin ortalama fliioresan degerini ve egimini hesaplamak icin
kullanilmistir. Erime piklerinin goriildiigii sicaklik araliklar1 esas alimarak PCR’1

gerceklesmeyen Ornekler elemine edilmis ve normalizasyon grafikleri belirlenmistir.

4.3.3. FGF21 Geni HRM Analiz Sonuglari

FGF21 geni s1gir genomlarinda 18. kromozom iizerinde kodlanir ve 3 ekzon igerir (NCBI
Reference Sequence: AC_000175). FGF21 geninin 1. ekzon bdlgesini igeren 338 bp’lik
2. ekzon bolgesinin 416 bp ve 3. ekzon bolgesinin dahil oldugu 256 bp’lik DNA
dizilerinin HRM-PCR analizleri sonucunda her bir gen bdlgesi igin farkli erime egrisi

grafikleri elde edilmistir.
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4.3.3.a. FGF21 geni Melt Egrisi grafikleri

A. FGF21 1.Ekzon Melt Egrisi

Sekil 4.4. FGF21 geni 1. ekzon bolgesine ait differansiyel erime egrisi grafigi
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Sekil 4.5. FGF21 geni 2. ekzon bolgesine ait differansiyel erime egrisi grafigi
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Sekil 4.6. FGF21 geni 3. ekzon bolgesine ait differansiyel erime egrisi grafigi

4.3.3.b. FGF21 Geni HRMA Ham Veri ve Normalizasyon grafikleri

Esmer 1rkina ait 96 adet DNA 6rneginin Eva Green DNA saturasyon boyasi kullanilarak
PCR’1 gergeklestirilmis ve ham HRM analiz grafigine gore belirlenmis erime egrisi
sicakliklarina gore normalizasyon araliklari belirlenmistir. Ayrica bolgelere ait belirli

sicaklik araligindaki normalizasyon grafikleri elde edilmistir.
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Sekil 4.7. A. FGF21 geni 1. ekzon bolgesi ham HRMA grafigi, B.
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A. FGF21 2. EKZON HRMA
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B. FGF21 2. Ekzon Normalizasyon Grafigi

Sekil 4.8. a. FGF21 geni 2. ekzon bolgesi ham HRMA grafigi, b. Normalizasyon grafigi
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B. FGF21 3. Ekzon Normalizasyon Grafigi

Sekil 4.9. a. FGF21 geni 3. ekzon Ham HRMA grafigi, b. Normalizasyon grafigi.

Baz biiytikliikleri birbirinden farkli olan ve farkli ekzon bolgeleri iceren FGF21 geni igin
uygulanmis HRM-PCR analizi sonucu erime egrisi grafiklerine gore farkli sicakliklarda
normalizasyon araliklari tespit edilmis ve FGF21 1. ekzon bolgesi 78-89°C araliginda, 2.
ekzon bolgesi igin 84-88 °C ve FGF21 3. ekzon bolgesi igin 88-93°C araliginda

belirlenmistir.
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4.3.4. Kiimeleme analizleri

Ornekler arasindaki farkliliklar belirlemek icin normallestirilmis Tm egrileri baz alinarak
ScreenClust HRM yazilim programi tizerinden unsupervised modda kiimeleme analizi
yapilmistir. Kiimeleme analizi veri setindeki mevcut aralarinda korelasyon olan
degiskenlerin bazi linear transformasyonlarla ayni sayida ama aralarinda korelasyon
olmayan (ortogonal) degiskenlere doniistiirme temeline dayanan ve veri analizi esnasinda
veri setinin boyutlarim1 kiigiilterek gruplara ayirabilen ii¢ boyutlu temel bilesenler

analizine (PCA,; Principal Component Analysis) gore yapilmistir (Reja et al. 2010).

4.3.4.a. FGF21 geni kiimeleme ve temel bilesenler analizi

HRM-PCR analizi yapilmis 96 adet Esmer irkina ait DNA 6rneginin kiimeleme analizi
sonucu Ornekler erime egrileri farkliligina gore kiimelere ayrilmistir. ScreenClust HRM
yazilim programi iizerinden degerlendirilen veriler {i¢ boyutlu temel bilesenler analizine

(Principal Component Analysis) gore her bir bolge icin farkli kiimelerde toplanmuistir.
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a. FGF21 geni 1.Ekzon Bolgesi Kiimeleme Analizi
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Sekil 4.10. FGF21 geni 1.ekzon veri kiimeleri

1. Kiime; 11, 32, 41, 59, 67, 73, 79, 85, 92, 94, 95, 98 (12 6rnek),

2. Kume: 3,5, 8, 9, 19, 20, 25, 29, 30, 42, 76, 96, 100, 112 (14 6rnek),

3. Kiime: 2, 4, 14, 38, 40, 43, 47, 48, 50, 54, 56, 60, 61, 62, 64, 65, 66, 68,70, 71, 72, 78, 86, 90 (24 6rnek),
4. Kiime: 10, 15, 24, 97, 99 (5 6rnek),

5. Kiume: 1, 12, 13, 16, 17, 18, 21, 22, 26, 27, 28, 31, 33, 34, 35, 36, 37, 39, 52, 58, 63, 69, 74, 83, 84, 78,
88, 91 (28 brnek),

6. Kiime: 45, 49, 81, 82, 93(5 6rnek).
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al. FGF21 geni 1. Ekzon Bolgesi Temel Bilesenler Analizi
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Sekil 4.11. FGF21 geni 1. ekzon 3 boyutlu PCA analizi

A: 1-2 temel bilesenler analizine gore 6rnekler saga dogru y1gilim géstermistir,
B: 2-3 {i¢ boyutlu PCA ya gore 6rnekler sola dogru yigilim gosterirmistir,

C: 1-3 temel bilesenlerine gore 6rnekler iist fazlarda birikmistir.



b. FGF21 geni 2. Ekzon Bélgesi Kiimeleme Analizi
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Sekil 4.12. FGF21 geni 2. ekzon bolgesi kiime verileri

1.Kiime: 3, 5, 18, 23, 40, 45, 54, 64, 80, 87, 88

. Kiime: 41, 48, 49, 70, 74, 94, 95, 96, 98, 100 (10 érnek)

.Kiime: 2, 13, 16, 21, 27, 29, 33, 34, 36, 38, 47, 52, 58, 62, 63, 69, 81, 82, 83, 84, 85, 91, 93 (23 6rnek)
Kiime: 12, 4, 25, 26, 28, 35, 37, 39, 42, 43, 50, 56, 60, 61, 80 (15 &rnek)

Kiime : 67, 68, 71, 73, 116 (5 6rnek)

Kiime: 6, 8, 10, 11, 14, 17, 24, 72,97, 99, 112, 113 (12 6rnek)

Kiime: 1, 9, 15, 20, 30, 31, 32, 86 (8 6rnek)

. Kiime: 59, 66, 78, 89, 90, 92 (6 drnek)

© N> oA wN
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bl. FGF21 geni 2. Ekzon Bolgesi Temel Bilesenler Analizi
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Sekil 4.13. FGF21 geni 2.ekzon bolgesi 3 boyutlu temel bilesenler analizine goére
ornekler ¢coklu dagilim gdstermistir
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c. FGF21 geni 3.Ekzon Bolgesi Kiimeleme Analizi
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Sekil 4.14. FGF21 geni 3.ekzon kiime verileri;

1.Kiime: 3, 12, 13, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 23, 26, 27, 28, 29, 30, 31,32, 33, 34, 35,36, 37, 39,40, 45, 47, 84,
52,56, 61, 56, 69, 72, 76,78, 79,113, 116 (38 6rnek).

2 Kume: 10, 11, 77, 83, 84, 85, 87, 88, 91, 92 (10 6rnek)

3.Kiime: 6,86 (2 6rnek)

4 Kume: 4:7, 80, 81, 82,89, 90, 93 (7 drnek)

5.Kime: 21, 38,59, 63, 96, 98, 99, 100 (8 6rnek)

6.Kume: 1,2, 4,5,8,9, 14, 22, 24, 25, , 41, 42, , 43, 49, 50, 54, 58, 60, 62, 64, 66, 67, 68, 70, 71, 73, 74,
94, 95,97, 112 (31 6rnek)
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c.1. FGF21 geni 3.Ekzon Bolgesi Temel Bilesenler Analizi
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Sekil 4.15. FGF21 geni 3.ekzon bolgesi temel bilesenler analizi
A: 1-2 6rnekler sola dogru birikmistir, B: 2-3 ti¢ boyutlu temel bilesenler analizine gore 6rnekler saga dogru
yi1gihim gostermistir, C: temel 1-3 bilesenlerine gore 6rnekler alt fazlarda birikmistir.

4.3.5. BMP2 geni HRM analiz sonuglari

Si1g1r genomlarinda 13. kromozom iizerinde bulunan Kemik Morfogenetik Protein2 geni
3 ekzon (NCBI Reference Sequence: Chr.13AC_000170.1) igerir. 11255 bp’lik DNA
dizisinin 2. ve 3. ekzonlar1 kapsayacak sekilde dizayn edilmis primerler kullanilarak

HRM-PCR analizi yapilmistir.
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4.3.5.a. BMP2 geni 2. Ekzon Bolgesi Erime Egrisi Grafigi

65 70 75 80 85 S0 95

Sekil 4.16. BMP2 geni 2.ekzon bolgesine ait differansiyel erime egrisi grafigi
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4.3.5.b. BMP2 geni 3. Ekzon bolgeleri erime egrisi grafigi

3.0

2.5

dF /dT

Sekil 4.17. BMP2 geni 3.ekzon-1. bolgesine ait differansiyel erime egrisi grafigi



58

dF /dT

Sekil 4.18. BMP2 geni 3.ekzon-2. bolgesine ait differansiyel erime egrisi grafigi

4.3.5.b. BMP2 geni HRMA ham veri ve Normalizasyon grafikleri

Kemiklerin biiylimesinde ve farklilagsmasinda rol oynayan BMP2 geninin farkli ekzon
bolgeleri i¢in normalizasyon araligi en yiiksek floresans degerinin 100'e esit ve en diislik
deger sifira gelecek sekilde erime egrisi gecisinden Onceki ve sonraki bolgeler

belirlenerek normalizasyon grafikleri ¢izilmistir.



59

a. BMP2 geni 2.Ekzon Boélgesi HRMA ham veri ve Normalizasyon grafikleri
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Sekil 4.19. A. BMP2 geni 2.ekzon bolgesi Ham HRMA grafigi B. Normalizasyon grafigi
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b. BMP2 geni 3.Ekzon-1.Bolge, HRMA Ham Veri ve Normalizasyon grafikleri
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Temperature
o8

T T T T T

Sekil 4.20. A. BMP2 geni 3.ekzon-1.bolge ham HRM analiz grafigi. B. Normalizasyon
grafigi
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c. BMP2 Geni 3.Ekzon-2.Bolge HRMA ham veri ve Normalizasyon grafikleri

Flourescence

Normalised Flourescence

Sekil 4.21. A. BMP2 geni 3.ekzon-2.bolge ham HRM analiz grafigi, B. Normalizasyon
grafigi

Farkli ekzon bolgeleri igeren BMP2 gen bolgelerinin HRM-PCR analizleri sonucu erime
egrisi grafiklerine gore farkli sicakliklarda normalizasyon araliklari tespit edilmistir.
BMP2 geni 2. ekzon bolgesi 89-93°C, 3.ekzon-1. bolgesi 83-88°C, 3. ekzon-2. bolgesi

icin 72-77°C araliklarinda normalizasyon grafikleri belirlenmistir.

4.3.5.c. BMP2 geni kiimeleme ve temel bilesenler analizi

HRM-PCR analizi yapilmis 96 adet Esmer irkina ait DNA 6rneginin kiimelendirme
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analizileri her bir 6rnegin erime egrileri farkliligina gore belirlenmis HRMA analizleri
kullanilarak ScreenClust HRM yazilim programu {izerinden degerlendirilmistir. Ornekler

tic boyutlu temel bilesenler analizine gore her bir bolge icin farkli kiimelerde toplanmuistir.

a. BMP2 geni 2.Ekzon Bolgesi Kiimeleme ve Temel bilesenler analizi
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Sekil 4.22. BMP2 geni 2.ekzon bolgesi kiime verileri

1. Kiime: 24, 77, 81, 86 (4 orrek)

2. Kume: 3, 4,5, 6, 11, 14, 17, 18, 20, 21, 23, 27, 38, 43, 74, 47, 48, 50, 78, 54, 79, 81, 60, 62, 63, 64, 66, 67, 68,
69,71, 90, 91, 92, 94, 95, 116 (37 6rnek)

3. Kime: 8, 9, 12, 13, 15, 16, 25, 26, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 36, 39, 42, 45, 52, 56, 58, 61, 65, 70, 97, 99 (27
ornek)

4 Kume: 1, 2, 73, 22, 35, 40, 41, 44, 49, 59, 72, 96, 98, 100, 112 (15 6rnek); 5. Kiime: 7, 80, 83, 84, 85, 87, 88,
89, 93 (9 ornek)

6. Kiime: 10, 37, 82 (3 6rnek)
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BMP2 geni 2.Ekzon Bolgesi Temel Bilesenler Analizi
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Sekil 4.23. BMP2 geni 2.ekzon bdlgesi ti¢ boyutlu temel bilesenler analizi
A: 1-2 temel bilesenler analizine gore 6rnekler saga dogru yigilim gostermistir, B: 2-3 ve C: temel 1-3
bilesenlerine gore drnekler iist fazlarda birikmistir.
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b. BMP2 Geni 3.Ekzon-1.Bolge Kiimeleme ve Temel Bilesenler Analizi
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Sekil 4.24. BMP2 geni 3.ekzon-1.bolge veri kiimeleri

1. Kiime: 5, 22, 44, 49, 54, 59 (6 6rnek)

2. Kime: 12, 61, 26, 27, 29, 31, 33, 36, 37, 39, 43,47, 52, 78, 80, 58, 62, 65, 68, 69, 71 (21 6rnek)
3.Kiime: 3, 8, 9, 73, 30, 32, 42, 56, 63, 72 (10 6rnek)

4. Kiime: 6,24 (2 6rnek);

5. Kume: 1, 2, 4, 13, 14, 17, 18, 21, 32, 25, 28, 34, 35, 38, 40, 41, 54, 74, 50, 60, 61, 64, 66, 67, 70 (25
srnek)

6. Kiime: 10, 11, 15, 20, 48, 79 (6 5rnek)



65

BMP2 Geni 3. Ekzon-1.Bolge Temel Bilesenler Analizi
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Sekil 4.25. BMP2 geni 3.ekzon-1.bolgesi ti¢ boyutlu temel bilesenler analizi
A: 1-2 temel bilesenler analizine gore 6rnekler sola dogru yigilim gostermistir, B: 2-3 {i¢ boyutlu PCA ya
gore ornekler saga dogru yigilmistir, C: 1-3 6rnekler alt fazlarda birikmistir.
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c. BMP2 Geni 3.Ekzon-2.Bolge Kiimeleme ve Temel Bilesenler Analizi
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Sekil 4.26. BMP2 geni 3.ekzon-2.bolgesine ait veri kiimeleri

1.Kiime: 7, 77, 65, 84, 94, 96 (6 drnek)

2.Kiime: 4, 8, 12, 13, 14, 16, 20, 23, 25, 26, 28, 33, 34, 35, 36, 38, 41, 45, 48, 50, 78, 54, 56, 80, 61, 62, 66,
80, 92 (29 6rnek)

3.Kiime: 6, 9, 15, 17, 73, 21, 27, 29, 30, 31, 32, 37, 39, 40, 43, 47, 52, 58, 60, 63, 68, 69, 70, 71, 72, 86 (26
ornek)

4. Kiime: 10, 11, 24, 85, 89, 90, 93, 112, 113, 116 (10 6rnek)

5. Kiime: 1, 5, 49, 59, 87, 95, 97, 99 (8 érnek)

6. Kiime: 2, 3, 18,22, 44, 74,79, 64, 67, 81, 82, 83, 88, 91, 98, 100 (16 rnek)
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BMP2 Geni 3.Ekzon-2.Bolge Temel Bilesenler Analizi
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Sekil 4.27. BMP2 geni 3.ekzon-2.bolgesi ti¢ boyutlu temel bilesenler analizi
A: 1-2 temel bilesenler analizine gore drnekler saga ve sola dogru yigilim gdstermistir, B: 2-3 ve C: 1-3 {i¢
boyutlu PCA ya gore 6rnekler orta alanlarda dagilimistir.

4.3.6. ELF5 geni HRM analiz sonuclar:

Sigir genomlarinda 15.kromozom iizerinde bulunan ve 9 ekzon (NCBI Reference
Sequence: AC_000172.1 Chr.15) igeren E74 benzeri ETS transkripsiyon faktor 5 geninin
(33196 bp) 5. 6. 7. ekzon bolgeleri ve 2.intron bolgeleri i¢in Esmer sigir irki DNA
orneklerinin HRM-PCR analizleri yapilmistir.
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4.3.6.a. ELF5 geni erime egrisi grafikleri (Melt curve)

a. ELF5 Geni 2. intron Bélgesi Erime Egrisi Grafikleri

Sekil 4.28. ELF5 geni 2. intron bolgesine ait differansiyel erime egrisi grafigi

b. ELF5 Geni 5. Ekzon Bolgesi Erime Egrisi Grafikleri

Sekil 4.29. ELF5 geni 5. ekzon bolgesine ait differansiyel erime egrisi grafigi
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c. ELF5 Geni 6. Ekzon Bélgesi Erime Egrisi Grafikleri

dF idT

Sekil 4.30. ELF5 geni 6. ekzon bdlgesine ait differansiyel erime egrisi grafigi



70

d. ELF5 geni 7. Ekzon Bolgesi Erime Egrisi Grafikleri

Sekil 4.31. ELF5 geni 7.ekzon bolgesine ait differansiyel erime egrisi grafigi
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4.3.6.b. ELF5 Geni HRMA Ham Veri ve Normalizasyon Grafikleri

a. ELF5 Geni 2. intron Bélgesi HRMA ham veri ve Normalizasyon Grafigi

Nomalised Fiurescente
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Sekil 4.32. A. ELF5 geni 2. intron bolgesi Ham HRMA grafigi B. Normalizasyon grafigi
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b. ELF5 Geni 5.Ekzon Bolgesi HRMA Ham Veri ve Normalizasyon Grafigi
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Sekil 4.33. A. ELF5 geni 5.ekzon bolgesi Ham HRMA grafigi B. Normalizasyon grafigi
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c. ELF5 geni 6.Ekzon Bolgesi HRMA Ham Veri ve Normalizasyon Grafigi

Sekil 4.34. A. ELF5 geni 6.ekzon bolgesi Ham HRMA grafigi B. ELF5 3. Bolge bolgesi
icin 78-83 °C araligindaki normalizasyon grafigi
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d. ELF5 geni 7. Ekzon Bolgesi HRMA Ham Veri ve Normalizasyon Grafigi

Sekil 4.35. A. ELF5 geni 7.ekzon bolgesi Ham HRMA grafigi B. Normalizasyon grafigi

Baz biiyiikliikleri birbirinden farkli ve farkli ekzon bolgeleri icerecek sekilde ¢ogaltilmis
ELF5 gen {irtinlerinin PCR-HRM analizleri sonucu erime sicakliklart farkliligina gore
polimorfik bolgelerinin dogru tespiti i¢in farkli sicakliklarda normalizasyon araliklari
belirlenmistir. ELF5 geni 2. intron bolgesi 79-86°C, 5.ekzon igin 84-89°C, 6.ekzon 78-

83°C ve 7. ekzon bolgesi 78-83°C normalizasyon araliklari tespit edilmistir.
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4.3.6.c. ELF5 geni kiimeleme verileri ve temel bilesenler analizi

a. ELF5 Geni 2. intron Bélgesi Kiimeleme Analizi
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Sekil 4.36. ELF5 geni 2. Intron bélgesi veri kiimeleri

1. Kiime; 3,90 (2 6rnek)

2. Kiime: 21, 77, 72, 86, 89, 100 (6 6rnek)

3. Kiime: 22, 41, 44, 79, 59, 80, 82, 84,91, 93,95, 98, 113, 116 (14 6rnek)

4. Kiame: 6, 11, 15, 16, 27, 28, 29, 34, 36, 37, 40, 42, 43, 50, 78, 56, 81, 58, 63, 87, 88, 94, 96, 97, 99 (25
ornek)

5. Kiime: 2, 4, 14, 18, 38, 74, 54, 64, 66, 81, 92, 112 (12 6rnek)

6. Kiime: 9, 12, 17, 73, 26, 30, 31, 47, 52, 60, 61(11 6rnek)

7.Kiime: 5, 8, 10, 23, 24, 32, 35, 39, 54, 84, 62, 65, 69, 70, 71(15 érnek)

8. Kiime: 25, 33, 67 (3 6rnek)
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ELF5 Geni 2. intron Bolgesi Temel Bilesenler Analizi
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Sekil 4.37. ELF5 geni 2. intron bolgesi 3 boyutlu temel bilesenler analizi
A: 1-2 temel bilesenler analizine gére 6rnekler sola dogru yi1gilim gostermistir. B: 2-3 ve C:1-3 bilesenlerine
gore ornekler saga dogru birikmistir.
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b. ELF5 Geni 5. Ekzon Boélgesi Kiimeleme Analizi
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Sekil 4.38. ELF5 geni 5. ekzon bolgesi kiime verileri

1. Kiime: 4, 8, 9, 12, 17, 18, 27, 32, 33, 34, 41, 43, 49, 54, 79, 58, 68, 80, 82, 83, 88, 91, 29 (23 6rnek)
2. Kime: 6, 10, 11, 73, 29, 30, 37, 52, 63, 84 (10 6rnek)

3. Kiime: 20, 24, 26, 28, 31, 45, 81, 60, 61, 89 (10 6rnek)

4.Kume: 3, 5, 13, 14, 16, 21, 23, 25, 35, 36, 39, 50, 56, 62, 64, 65, 69, 70, 86 (19 6rnek)

5. Kiime: 71, 90, 93, 94, 95, 96, 97, 98, 100 (9 6rnek)

6. Kiime: 1, 2, 15, 22, 38, 40, 42, 44, 74, 47, 48, 78, 59, 66, 67, 72, 81, 85, 87, 99 (20 6rnek)
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ELF5 Geni 5. Ekzon Bolgesi Temel Bilesenler Analizi
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Sekil 4.39. ELF5 geni 5. ekzon bolgesi 3 boyutlu temel bilesenler analizlerine gore
ornekler ¢oklu dagilim gdstermistir.



79

. ELF5 Geni 6. Ekzon Bolgesi Kiime analizi
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Sekil 4.40. ELF5 geni 6. ekzon bolgesi kiime verileri

1. Kiime: 6, 11, 42, 75, 77, 66, 96 (7 6rnek)

2. Kime: 8, 13, 73,22, 31, 35, 38, 44, 45, 74,49, 79, 59, 67, 72, 94, 97, 99, 112 (19 6rnek)

3. Kime : 10, 12, 80, 82, 86, 89, 90, 93, 100 (10 6rnek)

4. Kume: 41, 3, 9, 14, 15, 20, 21, 23, 25, 33, 34, 37, 39, 40, 41, 48, 50, 54, 78, 56, 60, 61, 62, 64, 68, 69,
70,71, 81, 83, 84, 85, 87, 88,91, 92, 95, 98, 113 (39 6rnek)

5. Kime: 2, 4, 5, 24, 26, 27, 28, 29, 32, 36,43, 47, 52, 58, 63, 65, 116 (17 6rnek)
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ELF5 Geni 6. Ekzon Bolgesi Temel Bilesenler Analizi
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Sekil 4.41. ELF5 geni 6. ekzon bolgesi temel bilesen analizlerine gore drnekler ¢oklu
dagilim gostermistir.
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3. ELF5 Geni 7. Ekzon Bolgesi Kiimeleme Analizi
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Sekil 4.42. ELF5 geni 7. ekzon bdlgesi kiime verileri

1.Kime: 2, 12, 14, 16, 21, 22, 38, 44, 49, 62, 64, 65, 66, 67, 70, 72, 80, 81, 82, 90, 91, 93, 98, 100, 112 (25
ornek)

2. Kime: 1, 4, 5, 8, 13, 15, 18, 20, 23, 24, 25, 27, 32, 33, 34, 35, 37, 39, 43, 45, 48, 50, 74, 78, 61, 63, 68,
69,71, 86, 89 (31 ornek

3. Kiime: 3, 79, 59, 92, 113 (5 6rnek)

4. Kiime: 10, 11, 26, 28, 29, 30, 31, 36, 40, 41, 42, 73, 47, 52, 54, 56, 60, 83, 84, 85, 87, 88, 94, 95, 96, 97,
99, 116 (28 6rnek)

5. Kiime: 9, 17, 77 (3 6rnek)
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ELF5 Geni 7. Ekzon Bolgesi Temel Bilesenler Analizi
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Sekil 4.43. ELF5 geni 7. ekzon bolgesi li¢ boyutlu temel bilesenler analizi
A: 1-2, B: 2-3 ii¢ boyutlu PCA ya gore 6rnekler alt fazlarda toplanmistir, C: 1-3 bilesenlerine gore 6rnekler
orta fazlarda birikmistir.

4.4. Gen Bélgeleri Sekans Analizleri ve Verimle iliskilendirme Sonuclar

Esmer sigir irkinda ELF5, FGF21 ve BMP2 gen boélgelerinde polimorfizm gosteren
bolgeleri tespit etmek ve belirlenen polimorfik bdlgelerin siit verim kaydiyla
iliskilendirmek i¢in yaptigimiz ¢alismada veriler degerlendirilmis ve sonuglar resimler ve

cizelgeler halinde gosterilmistir.

4.4.1. ELF5 geni sekans analizi sonuglar

ELFS proteinin meme bezlerinin gelisimi ve siit salinimi iizerinde etkisinin oldugu,
embriyonun erken evrelerinde embriyonun gelisimi icin gerektigi, laktasyon ve hamilelik
donemi boyunca meme alveoler epitel hiicrelerinin proliferasyon ve differansiyonel

gelisiminde etkili oldugu, siit salgilama dahil salgilama islevinin yerine getirmesinde rol
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aldigr belirtilmistir (Zhou et al. 2005; Oakes et al. 2007). ELF5 protein geni Sigirlarda
15. kromozom tizerinde bulunur ve 9 ekzon (33196 bp) (NCBI Reference Sequence:
AC 000172.1 Chr.15) igermektedir (Anonymous 20117a).

ELF5 geninin 5.6.7. ekzon bolgeleri ve 2. intron bélgesinin dahil oldugu gen dizisi esas
alinarak dizayn edilmis primerler ile gen bolgeleri ¢ogaltilmig ve PCR iirlinlerinin DNA

dizileri Sanger Sekanslama yOntemi ile belirlenmistir.

4.4.1.a. ELF5 2. intron bolgesi

ELF5 geninin 2 intron bolgesinin dahil oldugu 492 bp uzunlugundaki gen bolgesi HRM-
PCR analizi sonucu kiimelere ayrilmigtir. Belirlenmis kiimelerden her kiimede 4 6rnek
igerecek sekilde sekans analizi uygulanmis ve 2. intron bélgesi igcin NCBI AC_000172.1
(c65856751-65823556 Bos taurus breed Hereford chromosome 15 Bos taurus UMD
3.1.1 Whole genome shotgun sequence) ve ¢ogaltmak istedigimiz gen bolgeleri referans
alimmigtir. Referans dizilerine géore MEGA 7.0, ve BioEdit yazilim programlari

kullanilarak polimorfizm gosteren diziler tespit edilmistir.

Esmer 1rki sigirda AC region: 65825262-65825757 dizi araliginda 492 bp uzunlugunda
PCR analizi yapilmis ELF5 geni 2.intron bolgesi lizerinde DNA dizi analizi sonucu
0.65825359 C/T polimorfizmi, g.65825499 G/A polimorfizmi ve ¢.65825371
Adelesyonu (-/A) oldugu belirlenmistir (Cizelge 4.5).
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Cizelge 4.5. ELF5 2. intron bolgesi polimorfizm dizileri

NCBI Dizi No. .65825359 .65825371 .65825499
ELF5 1. Bolge 492 bp
EL1-C2- 12
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EL1-C3- 95
EL1-C4- 28
EL1-C4- 37
EL1-C4- 50
EL1-C4- 94

EL1-C5- 112
EL1-C5- 14
EL1-C5- 64
EL1-C5- 74
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EL1-C7- 24
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