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OZET

Holstein Sigirlarda Embriyonik Oliimle iliskili HH5 ve STAT3 Genlerindeki

Mutasyonlarin Arastirilmasi

Bu arastirmada, Afyon Kocatepe Universitesi Veteriner Fakiiltesi Medikal Biyoloji
ve Genetik Anabilim Dali laboratuvarinda bulunan Holstein si1gir irkina ait kanlardan
70 adet Ornek iizerinde ¢aligilmistir. Calismada embriyonik sag kalimla iligkili olan
HHS5 ve STAT3 genlerindeki mutasyonlar saptanmaya ¢alisilmistir. HH5’in 138 baz
¢ifti uzunlukta bir delesyondan kaynaklandigi yapilan ¢alismalarda bulunmustur.
STATS3 geninin aktivasyonu embriyonik yasam siiresinde 6nemli rol oynamaktadir.
Bu calismada bu genlerle ilgili mutasyonda ise heterozigotluk frekanslari analiz

edilmistir.

Bu iki genin sigirlarda embriyonik yasam siirecini etkiledigi bilindiginden bu
genlerin daha kapsamli incelenmesi mutasyonlarin tespit edilmesi i¢in daha uzun
siireli ve daha kapsamli bir ¢alismaya ihtiya¢ duyulmaktadir. Bu genler iizerine
yapilan caligsmalarin kisitli olmasi sebebiyle bulgularimizi kiyaslayacak belgeler
bulunamamistir. Holstein sigir irkinin saglikli d6l veriminin olabilmesi i¢in daha

fazla calisma yapilmasi gerekmektedir.

Anahtar Kelimeler: Holstein Sigir, STAT3, HH5, Mutasyon, Delesyon, Embriyonik
Sagkalim



SUMMARY

Investigation of Mutations in HH5 and STAT3 Genes Associated with
Embryonic Death in Holstein Cattle

In this study, 70 samples of Holstein cattle breeds in the laboratory of Afyon
Kocatepe University Faculty of Veterinary Medicine, Department of Medical
Biology and Genetics were studied. In the study, mutations in the HH5 and STAT3
genes associated with embryonic survival were tried to be detected. Studies have
found that the HH5 is caused by a 138 base pair long deletion. Activation of the
STAT3 gene plays an important role in embryonic lifespan. In this study, the

frequencies of heterozygosity in the mutation related to these genes were analyzed.

Since these two genes are known to affect the embryonic life process in cattle, a
longer and more comprehensive study is needed to examine these genes more
comprehensively and to detect mutations. Due to the limited number of studies on
these genes, documents to compare our findings could not be found. More studies are
required for the Holstein cattle breed to have a healthy fertility

Keywords: Holstein Cattle, STAT3, HH5, Mutation, Delestion, Embriyonic Survival



ONSOZ

Gelisen global diinyada teknolojinin de gelismesiyle 6zellikle kirsal bolgelerde
yapilan hayvanciligin ¢ogunlugu bilingsizce ellerden ¢ikip daha modern isletmelere
geemistir. Hayvansal isletmelerin et ve siit liretimine Onem vermesinin yant sira
isletmedeki hayvan sayisinin artisina yonelik yapilan ¢alismalar takip etmesi ve bu
caligmalara yonelik hareket etmesi finansal yonden ilerleme kaydetmesi agisindan
onemli Dbir kriterdir. Bu ¢aligmalar genetik laboratuvarlarinda tiim titizlikle
yapilmaktadir. Hayvansal iiremenin saglikli bir sekilde artmasi, ¢evre kosullarinin
iyi olmasindan ¢ok hayvanin sahip oldugu genotip ile alakalidir. Kisacasi
hayvancilikta verimliligi ve karlihg en basta genotip etkilemektedir. Isletmeler
acisindan en Onemli hususlardan biri saglikli tiretimin saglanmasidir. Boylece

hayvanin iiretim diizeyinin istikrar1 saglanmis olacaktir.

Yetistiricilikte farkli verim yonlii irklar kullanilmaktadir. Bu irklardan en yaygin
yetistiriciligi yapilan Holstein (Siyah Alaca) irkidir. Bu sigir wrkinda yapilan
caligmalarda, bir takim genlerin embriyonik 6liimlere sebep oldugu anlasilmistir. Bu
calisma, Holstein’larda biiyiime ve gelisme ile embriyonik oliimle ilgili oldugu
bilinen STAT3 ve TFB1IM (HH5) genlerindeki mutasyonlarin arastirilmasi amaciyla
yapilmustir.

Bu calismamda bana engin tecriibeleri ile yol gosteren saygideger danigsman
hocam Prof. Dr. Cevdet UGUZ ‘a, ¢alismamin tiim asamasinda bana gerek tecriibe
ve bilgi birikimleriyle gerek sevgi dolu telkinleriyle destek olan degerli hocam Prof.
Dr. Metin ERDOGAN' a, yiiksek lisans egitimim siiresince sahip olduklar bilgileri
benimle paylasan ve degerli vakitlerini bana ayiran boliimiimiin degerli hocalar1 Prof.
Dr. Mine AKBULUT ve Dr. Ogr. Uyesi Omer Faruk LENGER’ e en igten
tesekkiirlerimi sunarim. Tez calismamda finansal destek ve katkisi olan Afyon
Kocatepe Universitesi BAP Koordinasyon Birimine tesekkiir ederim. Ayrica Medikal
Biyoloji ve Genetik Anabilim Dali doktora 6grencisi Eda KARABOCEK arkadasima

da laboratuvar ¢aligmalarimda yardimci oldugu i¢in tesekkiirlerimi sunarim.
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1.GIRIS

Sigir yetistiriciliginde, 1990 yilindan itibaren, finansal degere sahip 6zelliklerin daha
iyi duruma getirilmesinde rolii olan molekiiler genetik tekniklerine ve bu alanda olan
aragtirmalara ilgi fazlalasmistir (Singh vd., 2014). Farkli sigir irklarinda, finansal
yonden onemli yerleri oldugu i¢in, yapilan aragtirmalarda bulunan bir ka¢ SNP
degerleri kesfedilerek bilinmeyen resesif bozukluklar1 bulmak i¢in haplotip testleri
uygulanmistir. Bu testler sonucunda holstayn irki sigirlarda birkag 6liime neden olan
haplotip bulunmus ve bulunan bu haplotiplerden en az yedi adedi nedensel
mutasyonlar sebebiyle aday genlerde belirlenmistir. Tiim bu ¢alismalara ragmen yine

de 6liimciil haplotipler i¢in aragtirmalara devam edilmektedir (Schiitz vd., 2016).

Isletmelerde 1980°1i yillarda ise, yiiksek verimli siit¢ii sigir olarak yetistirilen
Holstein Friesian (HF) irki sigirlarin iireme performansinda giderek azalma
gozlenmistir (Egger-Danner, 2015). Olusan bu olumsuz durumdan dolayi, diinyada
bir ¢ok iilke iireme parametrelerini kayit altina almaya baslamis ve ulusal 1slah
programlarina dogurganlik 6zelliklerini dahil etmislerdir (Bowley vd., 2015; Miglior
vd., 2005). Ureme performans: bir sigir ikinda, sigirmn saghgi, erkek ve disi
dogurganligi, siirii yonetimi, beslenme, buzagilama 6zellikleri ve ¢evre gibi gesitli
nedenlere bagh olarak degismektedir. Bundan dolayi, ozellikle ineklerde ireme
performansi kalitim derecesi 0.02 - 0.04 olarak belirlenmistir (Berry vd., 2014). Tim
bu arastirmalara ragmen, son yillarda genetik segimlerde kullanilan tekniklerin klasik
yetistirme programlarinda kullanilmaya baslanmasi, olumsuz yo6nelimlerin bir

kisminin daha iyi duruma getirilmesinde yardimci olmustur (Segelke vd., 2016).

Molekiiler biyoloji teknikleri sigirlarin genetik ¢aligsmalarinda kullanilmaktadir
ve son yillarda bu teknigin kullanimi artmistir. Sigirlarda liremeye azalmaya neden
olan genetik ve fizyolojik sebeplerin ortaya ¢ikmasinda molekiiler biyoloji teknikleri
kolaylik saglamistir (Butler, 2013). Olii dogum ve dogurganlia etki eden cekinik
olan bozukluklari belirlemek i¢in tiim genom boyu iligki analizleri yapilmaktadir
( Glusman vd., 2014; VanRaden vd., 2011). Holstayn 1rkinda {i¢ tane 6liime neden
olan haplotip belirlenmistir. Bunlar; birinci kromozom (HH1), besinci (HH2) ve

sekizinci (HH3) kromozomlarin {izerinde bulunmuslardir (VanRaden vd.,



2011). Sonraki ¢alismalarda ise holstaynlarda bunlara ek olarak 14 yeni 6liime neden
olan haplotip (HH4-HH17) belirlenmistir. Bunlardan HH1 (APAF1), HH4 (GART)
ve HH5 / HH6 (SLC35A3) genlerinde bu duruma neden olan SNP’ler tespit
edilmistir (Fritz vd., 2013).

Takeda vd., (1997) ‘nin fareler iizerinde yapmis oldugu calismada STAT3
eksikligi olan fare embriyolarinin, gebeligin 7. giiniinden sonra yasamlarini
kaybettigini belirtmislerdir. Gelisimin erken donemlerinde, embriyonik kok
hiicrelerin  kendisini yenilemesi i¢in STAT3 aktivasyonunun gerekli oldugu
goriilmektedir. STAT3 {in olmadig1 durumlarda bu yoklugun diger STAT proteinleri
tarafindan telafi edilmedigi goriilmiistiir (Matsuda vd., 1999).

Sonug olarak, sigir yetistiriciliginde verimin artirilmasinin yaninda iiremede de
genetik faktorler 6nemli rol oynamaktadir. Ayrica, canli agirlik ve viicut dlgiileri gibi
onemli Kkantitatif oOzellikler de karkas verimi ve buzagi yasama giiclini
etkilemektedirler. Cok sayida genle alakali olan saglikli ireme ve buzagilarin hayatta
kalma siiresi, ekonomik agidan hayvancilik isletmeleri i¢in olduk¢a fazla 6nem

tasimaktadir.

1.1. Siyah Alaca (Holstein Friesian)

Tiirkiye'de kiltiir irk1 sigir yetistiriciliginde onemli bir yere sahip olan Siyah-Alaca
(Holstayn) diinyada da en yaygin yetistiriciligi yapilan sigir irkidir. Holstaynlarin kil
ortiisti kirmizi- beyaz veya siyah-beyaz olmaktadir. Anavatanlar1 Hollanda ve Kuzey
Almanya’dir. Bu renklerin biyiiklikleri degisiklik gostermektedir. Erkek ve

disilerinde de boynuz bulunmaktadir.



Resim 1.1. Holstayn sigir irki

Tiirkiye’de genellikle Ege, Akdeniz ve Marmara bélgelerinde yaygin sekilde
yetistirilen Siyah-Alaca 1rki, Orta Karadeniz, I¢ Anadolu ve Dogu Anadolu
Bolgeleri’nde de yetistirilmektedir (Sekerden, 1986; Akbulut vd., 1992). Tarim ve
Orman Bakanlig1 ve bazi 6zel isletmeler araciligiyla, 1986 yilindan itibaren yaklasik
10 yillik dénemde biiyiik bir ¢cogunlugu Siyah-Alaca 1rki olan, yaklasik 300.000 bas
gebe diivenin tilkemize girisi saglanmigtir (Akman, 1998; Kumlu, 1999). Tirkiye’ye
gelisi 1950'1i yillara kadar dayanan ve oOnceleri sadece kamu kurumlarinda
yetistirilen Siyah-Alaca sigirlarin sayisinda dis ticarete saglanan tesviklerin
katkisiyla, son zamanlarda oldukga artis gozlenmistir. Bu gelisimden fayda saglamak
ve bu gelisime tesviki gergeklestirmek icin 6zellikle 1990 yilindan itibaren Tiirk-
Alman ve Tiirk-italyan iilkelerinin isbirligi yaptig1 Siyah-Alaca sigirlarinda verim
kayitlarini tutmak ve soy kiitiigii olusturmak icin birgcok projeler yapilmistir. Bu
caligmalarda yapilan projelere yonelik ilk olarak 1995 yilinda 'Holstayn Damizlik
Sigir Yetistiricileri Birlikleri kurulmustur (Kumlu ve Akman 1996). 1998 yilinda ise
illerde yer alan bu birliklerden bir kisim toplanarak, 'Damizlik Sigir Yetistiricileri
Merkez Birligi'ni (DSYMB) olusturmuslardir (Kumlu, 1999).

Merkez Birligi, Tarirm ve Orman Bakanligi’nin da destegini alarak “Ulusal
Siyah-Alaca Damizlik Sigir Yetistirme Programi” ni1 uygulamaya koymustur
(Kumlu, 1999; Kumlu ve Akman, 1999).

1.1.1. Holstayn Sigirlarin Ozellikleri

Cidago yiikseklikleri diger stit¢ii irklara gore uzundur (Cidago yiikseklikleri 140-155
cm). Canli agirliklar1 600-1000 kg kadar olan bu wrkin ortalama 305 giinliik siit



verimi diger siit¢ii irklara gore %5,6-8,6 oraninda daha fazla oldugu gorilmiistiir
(Ozkok vd., 2007; Yaylak vd., 2015). Isletmelerde olusabilecek sorunlar, iginde
bulunan mevcut durum, verim diizeyi ve tiretim i¢in olan hedeflerle karsilastirilarak
belirlenebilmektedir (Sehar ve Ozbeyaz, 2005; Tapk: vd., 2007). Sigirlarda istatiksel
olarak verimin az seviyede olmasiin nedeni, genotip ve ¢evre olarak goriilmektedir
(Duru ve Tuncel, 2002; Unalan ve Cebeci, 2004; Akman vd., 2005). Sigirlarda
verimin yiikseltilebilmesi i¢in yalnizca genetik durumun iyi hale getirilmesi yeterli
degildir ve ortam kosullarinda da verime pozitif katki saglayacak sekilde
diizenlemeler yapilmalidir. Bir ¢ok iilkede, dol ve siit verimine olan ortam
kosullarinin etkisi arastirilmis ve ¢ok sayida kaynak elde edilmistir (Akbulut vd.,
1997). Buzagilama araliginin fazla olmasi ya da asima acik giin sayisinin ¢ok
olmasinin holstayn ki sigirlarda, dogumlarin mevsimlere gore ayarlanamamast,
sigirlarin  bolgelerin durumuna ve ortam sartlarina uyum saglayamamalar1 ve
isletmelerde meydana gelen idari sorunlardan kaynaklanabilecegini bildirmislerdir
(Akbulut ve Tiizemen, 1992). Marmara Bolgesi’nde yetisen holstayn sigirlarin ilk
buzagilama yasinin 30 ay oldugu bildirilirken, yil ve mevsimin etkileri 6nemli
bulunmus, d6l veriminde en biiyiik etkiye neden olan durumun ise yil oldugu
sonucuna ulasilmistir (Ozcan, 1994). Baska bir calismada ise,ortalama tohumlama
sayisinin gebelik basina, sigirlarda 2.4 olarak bulunurken, en yiiksek sayiya ise
gebelik sirasina gore 6. ve 7. gebelik durumlarinda ulagilmistir ve mevsimlere gore
kiyaslama yapildiginda en diisilk oranin kis mevsiminde, en yiiksek oranin da
sonbahar mevsiminde yapilan tohumlamalarda oldugu sonucuna varilmistir (Kaya,
2016).

1.2. Sinyal Mekanizmalari

Bir hiicrenin gorevlerini yerine getirebilmesi ve hiicrenin  gorevlerini
tamamlayabilmesi i¢in sinyal ileti sistemi onemlidir. Sinyal ileti sistemi yardimiyla
hem hiicrenin diger hiicrelerle haberlesebilmesi hem de hiicre iginde yer alan biitiin
yapilarin kendi aralarinda iletisim saglamalar1 ve mekanizmalarinin diizenli olmasi
saglanmaktadir. Saglikli ve sorunsuz bir hayat i¢in sinyal ileti sistemi mekanizmasi
diizenli olacak sekilde calismalidir. Hiicre membranindan baslayip, DNA’da

sonlanan bir haberlesme ag1 hiicre igerisinde mevcuttur. Bu haberlesme aginda yer



alan islem basamaklar1 yukar1 yonli (upstream) ve asagi yonlii (downstream) olan
elemanlar sayesinde kontrolii saglanip, iki yonde de iletisim olmaktadir (Saydam,
2017). Hiicredeki dengenin, hiicre yasam siiresinin ve hiicre gelismesinin olmasi igin
belirli bir cevap olugmasi gerekmekte, bu cevabin olusabilmesi ic¢in de, hiicre
disindan gelen iletilerin  hiicrenin icerisinde bulunan yapilara ulagmasi

saglanmaktadir (Arbouzova ve Zeidler, 2006).

Insiilin, 1GF-1, bir gok biyime faktri
a Roseptor
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Sekil 1.1. Tirozin kinaz sistemini kullanan reseptorler (Arbouzova ve Zeidler,2006)

Insan gen yapisinda yer alan ortalama 32.000 genin %20’sinin sinyal ileti
sisteminde bulunan proteinleri kodladigi Insan Genom Projesi’nde yer almaktadur.
Bu proteinler arasinda G- proteinleri, hiicrenin zarinda bulunan reseptorler ve sinyal
iletimi saglayan enzimler bulunmaktadir (Jensen ve Hunter, 2001). Kodlanan
proteinlerden sinyalin iletimi esnasinda fosforilasyonu saglanan proteinlerin aktif
hale gelmesine yardimci olan protein Kkinazlar énemli bir yer tutmaktadir. Protein
kinazlarin, sitoplazmik tirozin kinazlar ve membran yerlesimli olanlar seklinde ikKi
cesiti vardir. Protein kinazlar dinlenme halindeki hiicrelerde, inaktif sekilde hiicrenin
sitoplazmasinda bulunmaktadirlar. Reseptorlerin, sitokinlerin ya da hormonlarin

araciligryla hiicrenin uyarilmasi sayesinde bu proteinler aktiflesmektedir.



Proteinler aktiflesince ¢ekirdekteki ya da sitoplazmadaki yerlerine
ge¢mektedirler (Dogan ve Giig, 2004). Polipeptid ailesi (sitokin de denilmektedir),
hiicrenin farklilasmasimi ve hiicrenin ¢ogalmasmi denetlemektedir. interferonlar
(IFN’ler), interlokinler (IL' ler), trombopoietin (TPO), eritropoietin (EPO) ve koloni
uyarict faktorler sitokinler arasinda yer almaktadir. Sinyal iletimini, bu sitokin
reseptorlerinin  JAK’larda bulunan iyelerin yardimiyla yaptiklari bilinmektedir
(Flisikowski vd., 2003). Sitoplazmik bir kinaz alani olmayan sitokin reseptorlerinin,
sinyalin transdiiksiyonunun olusabilmesi i¢in JAK ailesinden olan tirozin kinazlarin
elemanlarina ihtiyaglari vardir. Giiniimiizde sitokinlerin, 50°den fazla iiyesi igin
onemli sinyalleri doniistiren JAK1, JAK2, JAK3 ve TYK2 (Tirozin Kinaz)
bulunmustur. JAK1, JAK2 ve TYK2’nin biitiin hiicrelerde ekspresyonu saglanirken,
JAK3'in ekspresyonu lenfoid, hematopoietik ve vaskiiler diiz kas hiicreleri ile
endotelyumdan ekspresyonu saglanmaktadir (Paukku vd., 2004; Schindler vd.,
2008).

plasma membrane

cytoplasm

L on
!
l

nucleus

Sekil 1.2. JAK' larin aracilik ettigi sinyal yollar1 (Jatiani vd., 2011)

Hiicrelerin sorunsuz bir durumda yasamlarin1 idame ettirebilmeleri, hiicrenin
cogalmasi ve planli hiicre 6liimiiniin saglanmasinda rolleri olan en &nemli sinyal
iletim yolag: Janus Kinaz / Sinyal Ileticisi ve Transkripsiyon Aktivatorii (JAK /
STAT) diir. Reseptorler sayesinde ilk olarak JAK kinazlar aktif hale getirilmektedir.
Aktif olan JAK kinazlar da STAT proteinlerinin fosforile olmasina sebep olmaktadir.
SH2 ucu, STAT proteinlerinin igerisinde bulunmakta ve bir bagka STAT proteinine
tutunmay1 saglamaktadir. Bu olayin sonucunda iki STAT proteini birbirine
baglanarak reseptdrden ayrilmaktadir. Birbirine baglanan ve reseptérden ayrilan bu

yapiya STAT dimeri denilmektedir. Hiicre ¢ekirdegine dogru gog eden STAT



dimerleri, gen ekspresyon degisikliklerine neden olmak igin sitokine yanit veren
hedefteki genin promoter bolimiindeki DNA sekanslarina baglanmaktadir (Yu ve
Jove, 2004). Malignitede ekspresyon artis1 gosteren genlerin aktive edilmesine STAT
dimerleri yapmis oldugu sinyal iletimi ile sebep olmaktadirlar. STAT lar aktif hale
geldiklerinde ¢ok oOnemli mekanizmalarin diizenlenmesinden sorumlu olurlar.
Onemli olan bu mekanizmalar arasinda anjiogenezi uyarma, hiicreleri immiin sisteme
kars1 koruma ve hiicre ¢ogalmasi gibi rolleri olan bazi proteinlerin ekspresyonlari yer
almaktadir. Bunlardan dolay1 da, ¢ogunlukla hiicresel degisime STAT larin anormal
aktivasyonlar1 sebep olmaktadir (Kaymaz vd., 2013). Onceleri STAT lar, interferon
bagimlis1 transkripsiyon faktorleri olarak bildirilmistir. Memelilerde bulunan STAT
proteinlerinin yedi {yesinin, 50 ligandinin yasam i¢in gerekli olan sinyalleri

dontistiirdiigii arastirmalar sonucunda bulunmustur (Kisseleva vd., 2002).
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Sekil 1.3. JAK / STAT sinyalizasyonu (Arbouzova ve Zeidler, 2006)

JAK-STAT elemanlar1 bulunmayan fareler ve insanlar arasindaki fenotipik
benzerlikler, STAT’larin ve JAK’larin gorevlerinin memelilerde biiylik oranda
korunmus oldugunu diisiindiirmektedir (Casanova vd., 2012). Bu zamana kadar
tirosin fosforilasyonuyla aktivasyonunun saglandigi bildirilen tek transkripsiyon
faktorti STAT lardir (Donohue vd., 2010). JAK‘lara ek olarak, baska bir tirozin kinaz
da, biiytime faktori reseptorleri ve sitokinler yardimiyla aktivasyonu saglamaktadir.
Fakat, bu kinazlarin STAT’lar1 direkt aktif hale getirebilecekleri konusunda
calismalar halen devam etmektedir (Paukku ve Silvennoinen, 2004). STAT’larin

alimina yardimci olan sitokin reseptorleri Tablo 1.1°de verilmistir.



Tablo 1.1. STAT'larin alimina aracilik eden sitokin reseptorleri (Kisseleva vd., 2004)

STAT proteini Reseptor
STAT1 IFN- Gama
STAT2 IFN- Alfa
STAT3 IL-6, IL-10
STAT1, STAT3 IL- 6
STAT4 IL-12
STATS IL-2

IL-7
IL-9
EPO
PRL
GH
GM- CSF
STAT6 IL-4

Hiicreye 6zgiil sitokin sinyalleri, az sayida da olsa, hiicre {izerinde ortaya ¢ikan
reseptorlerden ve onunla Kkarsilastigi ligandlardan sonuglanmaktadir. Olusan
ligandlar, ayn1 kokenli reseptoriine tutunmakta ve sonralari belirli bir hedef gen
demetini indiikleyen belirli bir STAT molekiilinii aktive etmektedir. SOCS
proteinlerini, hedef genlerden bazilar1 kodlamaktadir. Bu proteinler reseptorlerden
alinan sinyallerin iizerinde, negatif olacak sekilde geri bildirim diizenlemesi yaparlar.
Eksik olan bir STAT aile iiyesi varsa, 6nceleri gergek iiye tarafindan yer edinen diger
STAT’larin  reseptér bolgelerine tutunarak anormal sekilde aktivasyonlar

olusturmaktadir (Hennighausen ve Robinson, 2008).
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Sekil 1.4. A) Sitokin-STAT sinyalizasyonunun 6zgilligi. B) Bir STAT aile iiyesinin
silindikten sonra degistirilen STAT sinyal sebekeleri (Hennighausen ve Robinson, 2008)

1.2.1. STAT Gen Ailesi

DNA baglayict proteinlerin bir iiyesi olarak ilk kez 1990’11 yillarin basinda STAT
proteinleri tanimlanmstir (lhle, 1996; Ihle, 2001). STAT lar, genis bir yelpazedeki
hormonlarin, sitokinlerin ve biiylime faktorlerinin hedef gen ekspresyonu iizerindeki
etkilerini diizenleyen ve doniistiiren latent sitoplazmik transkripsiyon faktorleridir
(Bromberg vd., 1999; Chaix vd., 2011). Hedef hiicrelerdeki sitokinlerin etkileri ve
cesitli peptid hormonlarina aracilik eden, yedi tiyeli olan hiicre i¢i faktor familyasina
dahildir (Dario vd., 2009). Farkli sitokinlerin ¢esitli STAT proteinlerini
aktiflestirdikleri giiniimiizde bilinmektedir. Arastirmalar neticesinde memeli
canlilarin hiicrelerinde STAT1, STAT2, STAT3, STAT4, STAT5A, STAT5B ve
STATG6 seklinde yedi adet STAT proteini bulunmustur (Dogan ve Giig, 2004).
Genellikle sitokinlerin hiicresel yapilara sinyal iletmesinde STAT proteinleri Janus

kinazlari ile birlikte 6nemli bir yer tutmaktadir (Goldammer vd., 1997).

Omurgali canlilarin evrimlesme asamasinin baslangicinda, bir dizi kromozom ve
gen ¢ogalmasindan dolayr STAT gen ailesinin bir tek atasal STAT geninden olustugu
varsayllmaktadir (Ambrosio vd., 2002; Crispi vd., 2004). Bu diisiincenin sebebi



memelilerde olan STATS5 genlerinin, boceklerde olan tek STAT ortologlarina benzer
olmasidir (Davey vd., 1999). insan genetiginde, yedi STAT familyas1 elemam iic
kiime halinde kategorize edilmektedir (Ambrosio vd., 2002). Bu gen kiimeleri iginde

yer alan ayrintili yap belirsizligi hala devam etmektedir (Davey vd., 1999).

STAT1 proteinin aktive edilmedigi durumlarda, farelerde yapilan gen hedefleme
caligmalarinda, bu durumun interferonlara bozulan yanitlara ve malignite artisina
sebep oldugu gorlilmistiir. Baz1 dokularda STAT1 ekspresyonunun azaldigi ve
interferonlara yanitlarin bozuldugu ise STAT?2 proteini eksikliginde tespit edilmistir.
Dokularda hiicre sag kaliminin bozulmasina, embriyonik dliimlerin ger¢eklesmesine
ve patojenlere verilen cevabin bozulmasina STAT3 proteini eksikligi sebep
olmaktadir. STAT4 proteini yoklugunda IL-12 cevabinin ortadan kalkmasi sebebiyle
Thl farklilagsmasinda bozulma olmaktadir. STAT5A proteini yoklugunda PRL
cevabinin ortadan kalkmasi sebebiyle meme bezinin gelisemedigi gorilmiistiir.
STATS5B proteini olmadiginda GH cevabinin kaybolmasi sebebiyle biiylime
olmamaktadir. IL-4 cevabin olmamasi sebebiyle bozulmus Th2 farklilasmasi ise

STAT®6 proteini eksikliginde gozlenmektedir (Paukku ve Silvennoinnen, 2004).

STAT genlerinin farkli islevleri vardir. Timori baskilayan gen olarak islev
goren STAT1 iken, ozellikle STAT3 ve STATS apoptoza ugramayan, kontrol disi
cogalan, bagisiklik sisteminden kagan ve anjiogenezi aktiflestiren tiimor hiicrelerinde
fazlaca eksprese edilmektedir (Yu ve Jove, 2004; Liang vd., 2009). STAT3 ve
STATS5 farkli hiicrelerde programli hiicre oliimiinii diizenlemekte ve hiicre
cogalmasina yardimcit olmaktadir. STAT3 ve STATS5 in bazi hemotolojik
hastaliklarda normal olmayan diizeyde aktif hale geldigi ve 16semi olusumuna sebep
oldugu bilinmektedir (Kaymaz vd., 2013). Biiyiime hormonuna yanit i¢in STAT5B
ye ihtiyag duyulurken, meme epitelinin olusumu igin ise STATS5A gerekmektedir
(Bromberg vd., 1999). Ozellikle STATS5 nin, meme gelisimi, bagisiklik sistemi, sag
biiyiimesi, hematopoez, gebelik rolleri ve yag dokusunun depolanmasi gibi énemli

islevleri oldugu bulunmustur (Davey vd., 1999).
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Sekil 1.5. STAT proteinlerinin yapisi (Jatiani vd., 2011)

1.2.2. STAT Gen Yapisi ve Aktivasyonu

STAT lar, sitokinlerin hareketlerine ve hedef hiicrelerdeki farkli peptit hormonlarina
aracilik ederler ve yedi adet transkripsiyon faktoriine sahiptirler (Flisikowski ve
Zwierzchowski, 2003). STAT ailesinin biitiin elemanlar1 olduk¢a korunmus
molekiiler bir yapiya sahiptir ve 750-850 aminoasitten meydana gelen proteinler
olarak bilinmektedirler (Paukku vd., 2004; Hennighausen ve Robinson, 2008).

STAT proteinlerinin her biri alti adet fonksiyonel korunmus bdlgeye sahiptir
(Sekil 1.5). Bu korunmus fonksiyonel bdlgeler; bir aminoterminal bolge (NHy),
bunun devaminda bir sarili bobin boélgesi (coiled-coil), bir DNA baglama alani
(STAT?2 harig¢) (DBD), bir baglayici bolge (LK), bir SH2 alani, amino terminusundan
yaklagik 700 amino asitlik bir korunmus tirosin kalintis1 ve bir karboksil terminal

transaktivasyon bolgesidir (TAD) (Lin ve Leonard, 2000; Yu ve Jove, 2004).

Aminoterminal bolge, fosforile edilmemis STAT lar arasinda dimer olusumuna
yardimcr olmakta ve 125 amino asitten olugmaktadir. STAT’larin dinlenme
esnasinda "kapali" bir konformasyonda kalmasini saglamakta, ayn1 zamanda teslimat

ve ardindan reseptordeki STAT giftlerinin aktif olmasinda yardimci olmaktadir.
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Sarili bobin bolgesi, ¢ekirdegin yan tarafindan c¢ikinti yapan potansiyel olarak
dinamik dort helezon demetinden meydana gelmektedir. Sarili bobin bdlgesi,
diizenleyici proteinlerle alakali olmakta, niikleer ihracat ve ithalat siirecinin
denetlenmesinde gorev almaktadir (Schindler and Plumlee, 2008). DNA’ya saglikli
bir baglanma saglayan bolge ise DNA baglanma bolgesidir ve iyi korunmustur. Aktif
dimerlesmeyi yapisal olarak DNA baglama motifine g¢eviren bolge ise Baglayici
bolge (LK) olarak adlandirilmaktadir. Bu bélgenin ayrica, devamli bazal niikleer
ihracat siirecini de denetledigi aragtirmalarda gozlenmistir. En ¢ok korunan motif
olarak tanimlanan bolge SH2 bolgesidir. SH2 bolgesi aktif STAT dimerlerin
olusumuna aracilik etmekte ve reseptdr zincirlerine spesifik alimi saglamaktadir.
STAT- reseptor, STAT- JAK ve STAT- STAT etkilesimlerinde gérev alirlar. 5-7
Ozgiil karboksi terminal aminoasitleriyle birlikte C- terminal ucu ¢ogunlukla 700.
aminoasit tortusu yakininda bulunan bir tirosinden meydana gelmektedir. Gorevi,
transkripsiyonel aktiviteyi kontrol etmektir. Karboksi ucunda bulunan tirozin
aminoasiti, STAT ailesi iiyeleri arasindaki sekans ve uzunluk agisindan oldukga
farklilik gostermektedir. Tiim STAT proteinlerinin DNA’ya baglanmasinda ve
tirozinlerin fosforile edilmesi iglevlerinin diizenlenmesinde rol almaktadir (Dogan ve

Glig, 2004; Schindler ve Plumlee, 2008).

Peptit reseptorleri, bliyiime faktorii veya sitokinlerden aldiklari sinyaller ile
aktive edilen ve bu sinyalleri c¢ekirdege ileten latent (sessiz) sitoplazmik
transkripsiyon faktorleri olarak gorev alan STAT proteinleridir. STAT proteinleri
aktiflestiklerinde once fosforile edilerek, sonra da dimerleserck ¢ekirdege hareket
etmekte ve belirlenen genin promoter boliimiine tutunarak gen ekspresyon
degisikliklerine sebep olmaktadirlar (Yu ve Jove, 2004). STAT proteinleri, belirlenen
genlerinin akis yoniinde olan aynmi kokenli tepki elementlerine tutunup bazal
transkripsiyonel mekanizmalarla etkileserek transkripsiyonu diizenli hale
getirmektedirler (Saydam, 2017).

Jak  kinazlar  tarafindan = STAT’lar, tirosin  fosforilasyonu yoluyla
aktiflestirilmekte, hedef gen ekspresyonunun diizenlenmesine ve niikleer

translokasyona neden olmaktadirlar (Paukku ve Silvennoinen, 2004).
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Reseptor / JAK kompleksine tutunduktan sonra, STAT proteinleri kendi kendine
fosforile olmakta ve dimerlesmektedirler. Dimerler, 6zgiil DNA elementlerini
tammmak suretiyle ¢ekirdekte birikmekte ve transkripsiyonu aktif hale
getirmektedirler (Bromberg vd., 1999; Arbouzova ve Zeidler, 2006).

STAT proteinlerinin aktif hale gelmesi, hayatta kalma, hiicre ¢gogalmasi, gelisme
ve farklilasma gibi 6nemli hiicresel gorevleri kontrol eden genlerin sentezlenmesine
yardimc1 olmaktadir. Normal olmayan STAT proteinlerinin aktivasyonu bir ¢ok
kanserlerde ve ozellikle 16semide bulunmus ve neoplaziye STAT aktivasyonunun
katkida bulunduguna rastlanilmistir (Chaix vd., 2011). STAT’lar smurli sayida da
olsa mutasyon ge¢irmekte, hiper aktivasyona ugramakta ve ¢ogunlukla asir1 eksprese

edilmektedir. Normal olmayan aktivasyonlarinin kaynagi budur (Moriggl vd., 2005).
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Sekil 1.6. STAT transkripsiyon faktorleri ailesinin iiyeleri (Liao vd., 2010).

Biiylime hormonu (BH) kendine ait olan reseptore baglanmakta, reseptore bagh
olan JAK2’yi ise harekete gegirerek kendisi ile BH reseptorii iginde tirozinlerin
fosforilasyonunu gerceklestirmektedir. Bu tirozinler, sinyal aktive edicileri ve sinyal
transdiiserleri, STAT transkripsiyon ailesinin bir dizi sinyal proteinleri i¢in baglanma

bolgeleri olusturmaktadirlar (Herrington vd., 2000).
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Sekil 1.7. JAK/ STAT Aktivasyonu (Donohue vd., 2010)

Uyar1 olmadiginda ise, STAT proteinlerinin monomerik olarak sitozolde gizli bir
sekilde bulundugu tahmin edilmektedir. Sitoplazmada bulunan STAT proteinlerinin
yeri tam olarak bulunamamustir. Sitokinlerin uyarimi neticesinde reseptorlere alinan
veya yapisal olarak reseptorlerle baglantili olan JAK kinazlar, STAT proteinleri i¢in
yerlestirme bolgesi olarak gorev alan reseptor tizerindeki tirosin tortularini fosforile
etmekle sorumludurlar (Lin ve Leonard, 2000). Tirosin fosforile edildikten sonra,
STAT proteinleri tiizerinde yer alan fosfotirozin kalintilari, farkli bir STAT
proteininin SH2 alani igin yerlestirme bolgesi olarak gorev yapmaktadir. Bu sekilde
STAT’lar, heterodimerize ya da homodimerize olmakta ve gekirdege translokasyonu
gerceklesmektedir (Lin ve Leonard, 2000; Frasor ve Gibori, 2003). STAT proteinleri
fosforile olduktan sonra ¢ekirdege tasinip, 6zgiill DNA molekiiliinii baglayarak direkt
kopyalama islemini ger¢eklesmektedirler (Darnell vd., 1994).

Cytokines Growith factors FPeptides
+ + +
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STAT Y (— 7 O0O) ESTATDY(— 7 O)pS(— 7 25)
T Esasasmse 3.casess
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Nature Rewviews | Molecular Cell Biology

Sekil 1.8. STAT aktivasyon mekanizmalarindaki degisiklikler
(Levy ve Darnell, 2002)
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STAT aktivasyonu sitokinlerin de yardimiyla su basamaklardan olusmaktadir.
Ilk olarak, hiicre yiizeyindeki reseptdriine sitokin baglanarak alt bir birim
olusmaktadir.  Sonrasinda  ise  oligomerizasyon = meydana  gelmektedir.
Oligomerizasyon, reseptdr ile alakali olan JAK proteinlerinin ¢apraz fosforilasyon ile
aktivasyonuna sebep olmaktadir. Aktiflesen JAK proteinleri de reseptoriin fosforile
edilmesine neden olmaktadir (Bowman vd., 2000). Bu fosforile bolgeler reseptor
tizerinde bulunmakta ve sitoplazmada aktif olmayan bir sekilde bulunan STAT’larin
reseptor ile etkilesime girmesine olanak saglamaktadir. Sonra STAT proteinleri
reseptorden uzaklasmakta ve Dbirbirleri ile heterodimer ya da homodimer
olusturmaktadir. STAT proteinleri dimerlestikten sonra hiicre ¢ekirdegine gelip DNA
tizerindeki promoter alanlarla etkilesim gostererek hedef genlerin transkripsiyonunu

uyarmaktadirlar (Dogan ve Giig, 2004).

Hiicre i¢cin Onemli gorevleri olan STAT’larin ayni zamanda bu gorevlerin
kontroliinii saglamak icin de sayica fazla diizenleyici mekanizmalarinin var oldugu
bilinmektedir. Bu diizenleyici mekanizmalar ikiye ayrilir; pozitif regiilatorler olarak
bilinen yol sinyalizasyonunun transdiiksiyonu i¢in aktivasyonu gerekenler ve sinyal
verme giiclinii azaltmak i¢in davranan negatif regiilatorler. Sonug¢ olarak STAT
sinyallerinin sonlandirilmasimin defosforilasyon sayesinde olabilecegi gosterilmistir.
Bu islem aym1 zamanda STAT proteinlerinin ubikuitin/proteasom aracili
bozunumuyla veya STAT proteinlerinin SOCS (Sitokin sinyalleri Baskilayicilari)
ailesi tarafindan aracilik edilen daha basit bir negatif geri besleme dongiisiiyle direkt
inhibisyon yoluyla da saglanabilmektedir (Lin ve Leonard, 2000). Genellikle
omurgali canlilarda, SOCS proteinlerinin JAK / STAT yol sinyalizasyonunu birkag
¢esit mekanizmayla baskiladigi bulunmustur (Davey vd., 1999; Schindler ve
Plumlee, 2008). STATS aktivasyonunun dengelenmesi SOCS’un PRL reseptorii
yoluyla oldugu gosterilmistir. STAT5A’nin hizli bir sekilde aktivasyonunun
olugmasina ve hizlandirilmis alveolar ¢gogalma ve farklilasmasina SOCS eksikliginde

rastlanilmaktadir (Hennighausen ve Robinson, 2008).
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Sekil 1.9. STAT kristal protein yapis1 (Paukku ve Silvennoinen, 2004)

STAT3 Gen Ozellikleri

Stat3 geni farkli isimlerle anilmaktadir. Bunlardan bazilari;

APRF

Sinyal Doniistiirticii ve Transkripsiyon Aktivatori 3

Akut-Faz Tepki Faktorii

DNA Baglayici Protein APRF

ADMIO

HIES

ADMIO1

Sinyal Doniistiiriicli ve Transkripsiyonun Aktivatorii 3 (Akut-Faz Tepki Faktorii)
STAT3

Sinyal doniistiirticli ve transkripsiyon 3 aktivatorii (STAT3), ozellikle interlokin-
6 (IL-6) ailesi olmak iizere genis bir reseptor yelpazesinin asagi akisinda aktiflesen
bir transkripsiyon faktorii olarak bilinmektedir (Gharibi vd., 2020). Biiyiime
faktorlerine ve sitokinlere cevap olarak STAT ailesi iiyeleri, reseptorle alakali
kinazlar tarafindan fosforilasyonu saglandiktan sonra, transkripsiyon aktivatorleri
olarak hiicre g¢ekirdegine hareket ederek translokasyon yapan heterodimerler veya
homodimerler olusturmaktadir. Farkli sitokinlere ve IFN'ler, EGF, IL5, IL6, HGF,
LIF ve BMP2 gibi biiyiime faktorlerine cevap olarak fosforilasyon yoluyla STAT3
proteini aktif edilmektedir. STAT3 proteini, hiicre uyaranlarina yanit olarak farkli

genlerin ekspresyonuna yardimci olmakta ve bundan dolayr hiicre biiyiimesi ve
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apoptoz gibi bir¢ok hiicresel faaliyetlerde dnemli gorev almaktadir. Kiigiilk GTPase
Racl'in STAT3 proteinine baglandig1 ve aktivasyonunu diizenledigi bildirilmistir.

PIAS3 proteini, STAT3 proteininin 6zgiil bir inhibitériidiir. Bu gende meydana gelen
mutasyonlar, multisistem otoimmiin hastalig1 ve hiper-immiinoglobulin E sendromu
ile alakali oldugu, alternatif birlestirme, ¢esitli izoformlar1 kodlayan ¢oklu transkript

varyantlari ile neticelenmektedir (Hillmer vd., 2016).

STAT3 (Sinyal Doniistliriicii ve Transkripsiyon 3 Aktivatorii) geni, STAT gen
ailesinin bir parcasidir. STAT genleri, hiicredeki temel kimyasal sinyal yollarinin
pargasi olan proteinleri sentezlemek igin talimatlar vermektedirler. STAT proteinleri
belirli kimyasal sinyallerle aktiflestiginde, hiicre ¢ekirdegine hareket ederek ozgiil
DNA’nin belirli alanlarmma baglanmaktadirlar. Bu proteinler, genlerin yakininda
bulunan diizenleyici alanlara tutunmaktadir ve bu iglem proteinlerin bu genlerin aktif
ya da inaktif olup olmadigini kontrol etmesine neden olmaktadir. Bundan dolay1
STAT proteinleri, transkripsiyon faktorleri olarak adlandirilmaktadir (Matsuda vd.,
2001).

STAT3 proteini, gen aktivitesinin diizenlediginden dolay1r bir¢ok hiicresel
fonksiyonda gorev almaktadir. Mesela hiicrenin kendi kendini yok etmesini
(apoptoz), hiicre hareketini (go¢), hiicre biiylimesini ve bdliinmesini (proliferasyon)
kontrol etmekte sorumludurlar. Viicuttaki dokularda STAT3 proteini aktiftir. Farkli
viicut sistemlerinin islevlerinde ve bu sistemlerin gelismesinde onemli gorevleri
vardir ve yasam icin gereklidir. immun sistemde STAT3 proteini, bu sistemin
hiicrelerinin, genellikle T ve B hiicrelerinin olgunlagmas:t i¢in sinyaller
olusturmaktadir. Bu bagisiklik sistemi hiicreleri, viicudun mantar ve bakteriler gibi
yabanci istilacilara kars1 tepkisini kontrol etmekte 6nemli yer tutmaktadirlar. Ayrica
bu protein, immiin sisteminin yaralanmaya ve enfeksiyona karsi yanit olusturmasinin
sonucu olan iltithaplanmanin diizenlenmesinde gorev almakta ve alerjik reaksiyonlari
aktif eden hiicresel siireclerin de kontroliinii yapmaktadir. Iskelet sisteminde ise
STAT3 proteini, kemik dokusunu pargalayan ve olusturan Ozel hiicrelerin
olusmasinda gorev almakta ve kemiklerin normal sekilde gelisebilmesi i¢in gerekli
oldugu bildirilmektedir (Gao vd., 2007).
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Sayist 20’lere ulasan STAT3 gen mutasyonunun viicut sistemini etkileyen
birgok otoimmiin bozukluga sebep oldugu bildirilmistir. Viicudun kendi dokularina
ve hiicrelerine saldirdigi, bagisiklik sisteminin bozuldugu bir grup bagisiklik sistemi
anormalliklere otoimmiin bozukluk adi verilmektedir. Bu kosullarda meydana gelen
mutasyonlar genellikle kalitsaldir ve viicudun hemen hemen biitiin hiicrelerinde
bulunmaktadir. Bu durum germ hatti mutasyonlar1 olarak da adlandirilmaktadir. Bu
mutasyonlar STAT3 proteininde yer alan tek bir protein yapisim1 (amino asitler)
degistirerek anormal derecede aktif durumda olan degistirilmis bir proteine sebep
olmaktadirlar. Mutasyonlar tiim bunlardan dolayi, "fonksiyon kazanci1" olarak
bilinmektedir (Haapaniemi vd., 2014).

Hiicre gelismesini ve biiyiimesini kontrol eden sinyallere cevap olarak STAT3
proteini acgilip kapanmaktadir. STAT3 proteininin devamli aktif halde olmasi, bu
kimyasal sinyallerin olmadiginda bile ¢ekirdege mesajlart iletmektedir. Anormal
STAT3 aktivasyonu, immiin sistemin normal sekilde kontroliinii engelleyerek

otoimmiiniteye sebep olmaktadir (Hodge vd., 2005).

Sigirlarda  STATI ve STAT3 genlerindeki polimorfizmler arasindaki
etkilesimlerin ve dollenme ile invitro fertilizasyon sistemi kullanilarak erken
embriyonik hayatta kalma oranlarinin etkileri arastirilmistir. STAT3 geninde iki SNP
(SNP25402 ve SNP19069) tanimlanmis ve SNP25402 ile dollenme orani arasinda
anlamli bir iliski oldugu ortaya konulmustur. Bu iki STAT3 SNP arasindaki ve
onceden tanimlanmis bir STAT1 SNP(SNP213) ve SNP19069 arasindaki
etkilesimler, embriyonik 6liim orani i¢in son derece 6nemli bulunmustur (Khatip,

2009)

Bazen hiicre iginde STAT’lar birbirlerine zit olaylara aracilik etmektedir.
Apoptozisi uyarabilirler ve hiicre poliferasyonunu indiikleyebilirler (Yilmaz vd.,
2009). STAT3’iin erken embriyonik gelisim i¢in onemli oldugu ve bu genin
ekspresyonunun timor  hiicrelerinin - kemokin  iiretmesine ve  sitokinlerin

inhibisyonuna neden oldugu bildirilmektedir (Tezcanli, 2010).
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“Null” fareler her iki STAT3 geninin aleline sahip degilse embriyonik-letal bir
fenotip sergilemektedirler. Bundan dolay1 STAT3 geninin erken embriyonik donem

i¢in 6nemli bir yere sahip oldugu kanitlanmistir (Takeda, 1997).

STATS3 proteinin yoklugunda fetal 6liimler olugsmakta, dokularda hiicre 6liimleri
meydana gelmekte ve patojenlere verilen cevabin bozulmasma sebep olmaktadir

(Paukku ve Silvennoinnen, 2004).

1.3. Holstayn Haplotipler (HH)

Birlikte aktarilan kromozomlar fiizerinde birbirleriyle alakali lokuslardaki allel
kombinasyonuna ya da DNA dizisine genetikte haplotip adi verilmektedir. Bir
haplotip, belirli lokus kiimelerinden olusan rekombinasyon vakalarina bagli olarak
tek bir lokusu veya tim bir kromozomu igerebilir (International Hapmap
Consortium, 2003).

Haplotipler istatiksel olarak, birbiriyle iligkili bir kromozom ¢iftinin tek bir
kromozomu iizerinde yer alan tekli niikleotit polimorfizm dizileridir. Bu istatiksel
baglantinin ve haplotip 6begindeki bazi allellerin belirlenmesi ile bu bolgedeki diger
polimorfik konumlarin da belirlenebilecegi diisiiniilmektedir (International Hapmap
Consortium, 2005).

Birlikte atadan genetik gecis olarak alinan tek bir kromozom tiizerindeki bir dizi
tek niikleotid polimorfizminden (SNP’ler) olusmaktadir. Genellikle SNP’ler ya da
genler ayr1 birer terim olarak diisiiniilmektedir, fakat tek bir kromozomda yan yana
bulunan SNP’ler cogunlukla her zaman bir birim olarak, birlikte atadan genetik gegis
olarak alimmaktadir ve genetik olarak baglanmis gen gruplardaki allellerin belirli
kombinasyonlari, bu gen gruplari, ayn1 kromozomdaki birbirine yakin bolgelerde yer

alan genlerin kodlanmasiyla olusmaktadir (Kerchner, 2005).
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Diinyada s1gir genomu hakkinda artan bilgiler 1s18inda ¢ok sayida sigir genetik
kusuru kesfedilmistir. Holstein, Jersey, Brown Swiss ve Ayrshire irklarindaki bir dizi
yeni genetik kosul hakkinda bazi bilgileri ortaya c¢ikmaktadir. Arastirmalarda
sigirlardaki haplotipler homozigot durumda oldugunda embriyonik Gliimlere veya
Olii dogumlara neden oldugu dokuz haplotip belirlenmistir. Bunlar, genomik
degerlendirmeler icin kullanilan inek ve bogalarin SNP50 genotip veri tabaninin
tamami1 degerlendirilerek ve cesitli haplotiplerin siklig1 incelenerek kesfedilmistir.
Haplotip igin homozigot olan canli bireyler secilip ve tasiyict bogalarla inekler
ciftlestirildiginde gebe kalma oraninda gozlenen bir azalma ya da 6li dogumlarda

artig belirlenmistir (Georges vd., 2019).

Tiirkiye’de bulunan donmus boga spermalarinin biiyiik bir ¢ogunlugu ithaldir.
Tarim ve Orman Bakanligi tarafindan Tiirkiye’ye ithal edilen donmus bu boga
spermalarinda ithal esnasinda uyulmas: gereken wusul ve kurallar, her yil
giincellenerek yayimlanmistir (HAYGEM 2016a). Bu kurallara gore ise pedigride
“Holstein 1rkina ait bogalarin BLAD ve CMV hastaliklarindan ari olduguna dair
TL/BLF ve TV/CVF simgeleri ile Brachyspina hastaligi (TY/BYF), kirmizilik gen
tastyiciligi ile haplotype (Holstein i¢cin; HH1, HH2, HH3, Brown Swiss i¢in, BHI ve
Jersey icin, JH1) tasiyicilifi, benzer hastalik ve genetik kusurlarda gen tasiyicisi

olmadigina dair simgeler” bulunmasi gerekmektedir.

2015 yilinda Tirkiye’de Tarim ve Orman Bakanligi sayesinde ithalatina izin
verilen donmus spermalardan 273 Holstayn bogadan 79’u (%28.94) Kkalitsal

kusurlardan ez az birini tagimaktadir. 2015 yilinda sperma ithalati talimatlarina giren
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haplotipler, genel anlamda embriyonun ya da zigotun oliimiine yol agmis ve gebelik
oranlarinda diistis gozlenmistir. Holstayn sigirlarda bes farkli haplotip (HH1, HH2,
HH3, HH4 ve HH5) bulunmakta ve bulunan bu haplotiplerin homozigot yapida
bulunmasi halinde (Or: HHS5-HHS) zigot 6lmekte ve gebelik olusmamaktadir.
Haplotip genlere sahip olan boga spermalarinin ithalati ve bu spermalarin Tiirkiye’de
kullanim1 devam ettikge, gebelik oranlar1 diisecek, Tiirkiye siitcli sigir siiriilerinde
zararl genlerin frekansi artacak, her bir gebelik i¢in daha fazla tohumlama yapilacak,
daha az buzagi, daha az damizlik diive elde edilecek ve sonug olarak daha fazla

damizlik diive ithalat1 gergeklesecektir (Inal ve Cam, 2016).

Tarim ve Orman Bakanligi tarafindan belirlenen ve takibi yapilan “donmus boga
spermasi ithalatinda uyulmasi gereken usul ve kurallar” neticesinde bogalarin
Haplotip allellerini tasimamasi gerekmekte idi. Fakat yapilan bir arastirmada (Inal ve
ark, 2016) ithal edilen 273 boganin donmus spermasinda 1 bogada HH1, 1 bogada
HH2, 4 bogada HH3, 6 bogada HH4 ve 22 bogada HH5 e rastlanmustir. Ozet olarak
31 boga (%11.36) en az bir haplotipi tasimaktadir. Bu yilizden 274.525 (%11.70)

payet spermada en az bir haplotipe rastlanilmaktadir.

Bu haplotiplerin etkileri popiilasyondaki sikligina ve gebeliklerin hangi asamada
kaybedildigine gore degismektedir. Bu haplotiplerin sikligini, embriyonik 6liimler ve
Olii dogum oranlart Tablo 1.3°de verilmistir. Popiilasyonda goriilme sikligi daha
yiiksek olan haplotipler gebeligin ilerleyen donemlerinde daha fazla embriyonik

oliimlere neden olmaktadir (VanRaden vd., 2011).

Haplotiplerin her biri farkli ve benzersiz bir genetik durumu temsil
etmektedir. HH2 i¢in heterozigot olan bir boga, HH3 igin heterozigot olan bir inekle
ciftlestirildiginde haplotiplerin higbir etkisi bulunmamaktadir. Risk, sadece hayvan

genomunun ayni haplotip i¢in heterozigot olmasinda yaganmaktadir (Lee, 2013).

1.3.1. Holstayn Haplotip 5’in Yapisi

Ekonomik acidan onemli birka¢ sigir irki icin SNP verilerinin bulunmasiyla,

bilinmeyen resesif genetik bozukluklar1 belirlemek i¢in haplotip testleri yapilmistir.
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Holstein sigirlarinda  birgok Oliimciil haplotip ortaya ¢ikmistir. Bu  6liimciil
haplotiplerden birisi de HH5’tir. HH5, sadece dimetil-adenosin transferaz 1
(TFBIM) barindiran, kromozom 9 (BTA9) iizerindeki pozisyon 93,233 kb’den
93,371 kb’ye uzanan 138 kbp’lik bir delesyondan kaynaklanmaktadir (Schiitz E vd.,
2016)

Tablo 1.2 Dogurganligi ve oli dogumu etkileyen yeni haplotiplerin yerleri ve birincil
kaynak atalar1 (Fritz vd., 2013).

Konum

Haplotip Kromozom (Mbase) Ata Dogum yih
HH4 1 1.2-3.3 FRA4486041658 Besne Buck 1986
HH5 9 91,8-93,8 CAN264804 Thornlea Texal Supreme 1957

Tablo 1.3 Yeni haplotiplerin dogurganlik ve 6lii dogum iizerindeki giincel sikliklar1 ve
etkileri (VanRaden vd., 2011)

. Tasiyici Beklenen Gozlenen Tastyici Gebelik Tastyici O}“
Haplotip - . . oraninda . dogum
frekans1 homozigotlar homozigotlar eslesmeleri eslesmeleri
azalma artisi
(%) (n) (n) (n) (%) (n) (%)
HH4 0.7 1 0 1.034.511 -3.01 Yok Yok
HHS5 48 7 12 505 35+06 1115

HH4 tasiyicilarinin sikligt Fransa'da % 7,2°dir ve 6nemli bir tasiyici olan Jocko
Besne'nin bir¢ok spermasini kullanan diger iilkelerde de yiiksek olabilecegi
diisiiniilmektedir. Ancak Kuzey Amerika'da siklik yalnizca % 0,7 diizeyindedir. HHS
tastyicilariin sikligi, 2000 yilindan 6nce % 1’den az iken, yakin zamanda popiiler
olan tastyict bir boga MGS, spermalarinin kullanilmasiyla %5’e yiikselmistir. Pedigri
analizi ve genotipleme sonucunda haplotip alt1 kusak 6nce dogmus bir ataya kadar

izlenmistir (Fritz vd., 2013).

HH4 ve HHS icin gebe kalma orani iizerindeki etkiler, dnceki dogurganlik

haplotiplerine benzer oldugu bulunmustur ve HHS kaynakli dogurganlik kayiplarinin
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tamaminin gebeligin 60. giliniinden Once gergeklestigi tahmin edilmektedir

(VanRaden vd., 2011).

1.4. DNA Polimorfizmi

Diinyada olan biitiin canli tiirlerinin birbirinden farkli durumda olmasi ve bir tiiriin
kendi irklar1 arasindaki farkliliklar genetik ¢esitlilikten dolayidir. Bu farkliliklara
neden olan polimorfizmler, genetik ¢esitlilige sebep olmaktadirlar (Ahmadian vd.,
2000; Ekmekgi vd., 2008).

DNA dizilerindeki niikleotitlerde meydana gelen degisimler polimorfizm olarak
tanimlanmaktadir. Polimorfizm, bir proteinin yapisinda degisiklige sebep olmayan
polimorfik DNA dizileri olarak da bilinmektedir. Genetikte dogal olan canli
tirlerinin polimorfik oldugu bildirilmektedir (Goodenough vd., 1975; Turner vd.,
2004; Utine , 2012).

Insanlar, hayvanlar ve bitkilerde popiilasyonu meydana getiren her iiyede
niikleotid dizileri farklidir ve birden ¢ok polimorfizmleri barindirmaktadir. Bu
polimorfizmler; ard arda tekrarlamalar1 (mikrosatellitler ve STR), kisa ve tek
niikleotit  polimorfizmlerini  (SNP’leri) ve restriksiyon pargast  uzunluk
polimorfizmlerini (RFLP’leri) igermektedir (Bardakei vd., 2013).

DNA iizerindeki olusan mutasyonlar1 belirlemek amaciyla restriksiyon pargasi
uzunluk polimorfizmleri (RFLP) kullanilmaktadir. Mutasyonlarin neticesinde
restriksiyon enziminin kesim bolgesi kaybolmakta ya da yeni bir kesme bolgesi
meydana gelmektedir. Uygulanan bu islem neticesinde, restriksiyon enzimleri ile
DNA kesildiginde uzunluklari ayn1 olmayan DNA kesitleri meydana gelmekte ve bu
DNA Kesitlerinin biiytikliklerine bakilarak analiz ger¢eklesmektedir (Anonim,
2013). Gen haritalamalarinin ¢ikartilmasinda, genetik cesitlilikte ve farkli canlilar
arasinda olan evrimsel iligkinin incelenmesinde ve yakin akraba iliskilerinin
arastirilmasinda restriksiyon parca uzunluk polimorfizmi kullanilmaktadir (Filiz ve

Kog, 2011; Bardake1 vd., 2013).
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STR (Kisa ardisik tekrarlar), AGAGAG gibi kisa ve tekrarlayan diziler seklinde
olmaktadirlar ve bu sekildeki dizilere mikrosatelitler denilmektedir. Tekrarlayan
diziler ¢ogunlukla 5-20 defa ve 1-13 niikleotit uzunlugunda olabilmektedir.
Genellikle mikrosatellitler molekiiler yapida bir belirte¢ olarak kullanilmakta ve es
baskin yapiya sahip olmaktadirlar (Anonim, 2013).

Bir genomda yer alan DNA dizisinin igerisinde olan tek bir niikleotitde (A, G, C
ya da T) meydana gelen farkliliklara tek niikleotit polimorfizmi (SNP) denilmektedir.
Bu farkliliklar nokta mutasyonlar1 diye de bilinmektedirler. Mesela; GGATCCT
dizisinden GGATTCT dizisi olusmasi SNP (tek niikleotid polimorfizmi) olarak
nitelendirilir. Tek niikleotit polimorfizmi genellikle iki allel bulundurmakta, DNA
tizerinde yer alan protein kodlama islevi yapan ya da bu islevi yapmayan biitiin
kisimlarda yer almaktadir (Bardak¢1 vd., 2013). Klinik genetik testlerde, hastaliga
neden olan genlerinin belirlenmesinde ve adli tip boliimlerinde heterozigotluk
kaybinin arastirilmasi igin yapilan g¢alismalarda SNP’lerin 6nemli rolleri vardir
(Ahmadian vd., 2000). Insan genomu, biiyiik bir cogunlugu tek niikleotid (A, G, T,
C) seviyesinde olmak ftizere (ortalama on milyon civari) birgok gen polimorfizmi
barindirmaktadir. Bu genler, insanda % 1 oranindan daha ¢ok siklikta gorilirler, tek
niikleotid degisimlerini igerirler ve allel genler olarak bilinmektedirler. Evrende olan
her bir insanin DNA’s1 % 99.9 oraninda benzerdir. Geride kalan % 0. 1’ lik oran ise
insanlarin  genotipik ve fenotipik g¢esitliliklerin nedeni olarak disiiniilmektedir.
Insanin genetik yapisinda SNP’ler (tek niikleotid polimorfizmleri) DNA dizisi
degisimleri olarak bilinirler ve ortalama olarak 1000 niikleotitte bir rastlanilirlar
(Ekmekei vd., 2008; Bardake1 vd., 2013). Tek niikleotid polimorfizmleri yalnizca
insanlarda goriilmedigi gibi her canli gesitinde meydana gelmektedir (Filiz ve Kog,

2011).

Bu arastirmada, Tiirkiye’de yetistirilen Holstayn irki sigirlarda STAT ailesinde
onemli bir yere sahip olan STAT3 geni ve haplotiplerden olan HHS genindeki

mutasyonlarin belirlenmesi amaglanmistir.
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2.MATERYAL VE METOT

2.1. Materyal

2.1.1. Hayvan Materyali

Bu arastirma, Afyon Kocatepe Universitesi, Veteriner Fakiiltesi, Medikal Biyoloji ve
Genetik ABD Laboratuvari’nda bulunan 70 bas Holstayn 1rk1 sigira ait kan 6rnekleri
ile yapilmastir.

2.1.2. Kullanilan Teknik Aletler

2.1.2.1. PCR Cihaz

Applied Biosystem Veriti 96-Well Thermal Cycler marka PCR cihaz1 HH5 ve

STAT3 genlerine ait bolgelerin g¢ogaltilmasi ve sekans PCR’1t yapilmasi igin

kullanilmistir.

Resim 2.1. PCR Cihaz1
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2.1.2.2. Yatay Elektroforez Sistemi

Kan o&rneklerinden izole edilen DNA’yr ve PCR i¢in kullanilacak iriinleri
goriintiilemek icin Thermo midicell primo EC 320 ve Thermo midicell primo EC 330

elektroforez jel sistemlerinden faydalanilmistir.

Resim 2.2. Elektroforez Sistemi
2.1.2.3. Jel Goriintiileme Sistemi
DNA izole edildikten sonra PCR islemleri yapilmistir. PCR sonucunda olusan

tiriinler elektroforez sisteminde agaroz jelde yiritilmiistir. Elde edilen iiriinlerin

goriintiileme igleminde Vilber Lourmat BIO-VISION cihazi kullanilmigtir.

Resim 2.3. Jel Goriintiileme Sistemi
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2.2. Metot

2.2.1. Orneklerin Toplanmasi ve Saklanmasi

Bu arastirmada kullanilan kan numuneleri, DNA izole edilene kadar, Afyon
Kocatepe Universitesi Veteriner Fakiiltesi Medikal Biyoloji ve Genetik A.B.D.

laboratuvarinda, -20 °C’de cryo tiiplerde muhafaza edilmistir.

2.2.2. DNA lizolasyonu

Calismada kan 6rneklerinden, spin kolon yontemi kullanilarak DNA izole edilmistir.
10 pl Proteinaz-K (20mg/ml), 1.5 ml’lik mikrosantrifiij tiiplere konulmustur.
Ardindan 200 pl kan numuneleri tiiplere ilave edilmistir. Olusan karigimin {izerine
200 pl miktarinda ekstraksiyon ¢ozeltisi eklenmistir ve 15 sn. kuvvetli bir sekilde
vortekslenip, 56°C’de 15 dk etiivde bekletme islemi yapilmistir. Siire
tamamlandiktan sonra etiivden ¢ikartilip kapakta kalan damlaciklar1 uzaklastirmak
amaciyla kisa siireli santrifiij islemi uygulanmistir. Sonrasinda tizerilerine 210 pl
kadar binding buffer ilave edilerek 15 sn vortekslenmistir. Kapakta kalan
damlaciklar1 uzaklagtirmak igin kisa siireli santrifiij islemi uygulanmis ve lizatlar
spin kolon tiiplerine aktarilmigtir. Tiiplerin kapaklari kapatilarak 1 dk kadar 8.000
rpm’de santrifiij edilmistir. Toplama tlipliniin altinda kalan sivi  atilmistir.
Sonrasinda, 650 pl yikama soliisyonu-I spin kolonlarin {izerine eklenerek 1 dk 8.000
rpm’de santrifiij edilerek toplama tiipiiniin altindaki sivi dokiilmiistiir. 500 pl yikama
soliisyonu-I1 spin kolonlara eklenerek 1 dk 8.000 rpm’de santrifiij islemi uygulanmis
ve tekrar toplama tiipiiniin altinda kalan sivi kisim atilmistir. Daha sonra, tekrar 250
ul yikama soliisyonu-11 spin kolonlara ilave edilerek 3 dk 14.000 rpm’de santrifiij
edilmistir. Yeni mikrosantrifijj tiiplere, spin kolon aktarilmis ve iizerilerine 200 pl TE
buffer (10mM Tris, 1 mM EDTA pH 8,0) soliisyonu ilave edilerek 5 dk oda
sicakliginda birakilmistir. Bekleme siiresi dolduktan sonra tiipler, 1 dk daha 8.000
rpm‘de santrifiij edilmistir. Elde edilen DNA’lar daha sonra kullanilmak igin -

20°C’de muhafaza edilmistir.
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2.2.3. Primer Tasarimi

STAT3 ve TFB1M gen dizisi igin NCBI kullanilarak ve FastPCR Professional 6.1.2
paket programi’ndan (Kalendar vd., 2009) faydanilarak primer tasarlama islemi
yapilmistir. Primerlerin arasinda hairpin ve dimer olusup olusmadigr bu program
sayesinde kontrol edilmistir. Bu arastirmada kullanilan primerler Tablo 2.1. de
verilmistir.

Tablo 2.1. Caligmada Kullanilan primerler

Forward Revers ™m Baz

Gen
5 -3 5 -3 °C) cifti

STAT3  AACTATGTTACTTGTGGCCC AACAGATCACCAGGCTCTCC 64 514

TFBIM AGATATGCTAAAGTTTACCT CTGAAGCTCCATTCTGAGTC
(HH5) AGAAGAA AT

56 442

2.2.4. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR)

Gradient PCR, primerlerin baglanma sicakliginin (Tm, Melting Tempature)
belirlenmesinde kullanilmistir. Bu nedenle, 1 ul 1XxPCR, 3 mM 0,7 ul MgCly, 2,2 ul
5Q soliisyonu (Qiagen) 2 mM 0,2 ul dNTP, 2,5 mM 0,25 pl forward 1 ve 0,25 ul
revers 1 Platinium Taqg polimeraz (Invitrogen), 1 ul DNA (20 ng/ul) ve 4,4 ul ultra
distile su ilave edilmis toplam hacimin 10 pl olmasi saglanarak bir PCR karisimi elde
edilmigtir. STAT3 ve HH5 primerlerine ait Tm dereceleri Tablo 2.1°de verilmistir.

2.2.5. Agaroz Jel Elektroforezi

Izole edilen DNA’lar1 ve elde edilen PCR iiriinlerini gériintiileme islemi icin (%
1’lik) agaroz jel yapilmistir. Bunun i¢in 1 gr Agaroz tozu ile 100 ml TAE (Tris-
Asetat- EDTA) soliisyonu karistirilmis ve mikrodalga firinda erimesi saglanmustir.
Eriyen jelin icine 1 pl kadar RedSafe boya soliisyonu ilave edilmistir. Olusan
kartistmin 1lik  bir hale gelmesi beklenmis sonrasinda elektroforez tepsisine
aktarilmistir. Elde edilen jel 30 dk oda sicakliginda ve 30 dk’ da buzdolab1 i¢inde +4

derecede katilagsmasi igin bekletilmistir. Sonrasinda elektroforezin ig¢inde bulunan
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taraklar tepsiden uzaklastirilmistir. Tepsi, elektroforez tankina alinmistr.
Elektroforez tankina jelin iizerini gegecek sekilde TAE soliisyonu koyulmustur.
Olusan her bir kuyucuga 8,5 ul kadar yiikkleme boyasi (Loading Dye) ile 2,5 ul
miktarinda PCR iirlinii barindiran karisim ilave edilmistir. Yiikleme isleminden sonra
cihaz calistirllmis ve 30 dk boyunca ornekler 90 Voltta jelde yiiriitiilmesi
saglanmistir. Ardindan Vilber Lourmat BIO-VISION jel goriintiileme sisteminden
yararlanilarak jel goriintiilenmistir. Goriintiiniin gozlenmedigi bantlar negatif olarak
degerlendirilirken goriintiniin oldugu bantlar ise pozitif olarak degerlendirmeye

alinmustr.

2.2.6. RFLP (Restriksiyon Fragment Length Polymorphism)

Jelde goriintiilleme isleminin ardindan aranan mutasyonunun belirlenmesi igin
STAT3 PCR iiriinleri, Hinfl (Thermo, ER0801) restriksiyon enzimiyle kesilerek
RFLP gerceklestirilmistir.

Bu enzim ile protokolde belirtilen oranlarda karigtiritlan PCR iiriinleri, thermal
cycler cihazinda inkube edilmistir (95°C de 2 dk 1 kez, 95°C de 20 sn 64°C de 30 sn
78°C de 1 dk (40 kez), 78°C de 10 dk 1 kez). Ardindan restriksiyon enzimiyle
kesilerek olusturulan fragmentler boyutlarina goére ayrilarak polimorfizmlerin
belirlenmesi i¢in %2’lik agaroz jelde 40 dakika kosturulmustur. Bu islem esnasinda

fragmentlerin boyutlarinin belirlenebilmesi i¢in DNA ladder kullanilmistir.

HHS i¢in, aranan mutasyonunun niteligi 138 baz cifti uzunlukta bir delesyon
oldugu i¢in herhangi bir enzim ile muameleyi gerektirmeden jelde bantlar arasinda

fark olmas1 beklenmistir.

2.2.7. istatistik Analiz

PCR yapilan DNA oOrnekleri RFLP ile goriintilenmistir. STAT3 ve HH5
genlerindeki heterozigotluk ve allel frekanslarinin hesaplanmasinda kullanilan
program GENETIX’tir (4.05.02) (Belkhir vd., 1996). Gozlenen ve beklenen

heterozigotluk oranlar1 arasindaki kiyaslama Khi kare testi ile belirlenmistir.
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3. BULGULAR

HHS5, kromozom 9 (BTAY) iizerindeki pozisyon 93,233 kb’den 93,371kb’ye uzanan
138 kbp’lik bir delesyondan kaynaklandigi bilinmektedir. HHS icin 442 bp
uzunlugunda bir bant elde edilmistir. STAT3 primerleri kullanilarak 514 bp lik bir
parca ¢ogaltilmistir.

Primerlerin baglanma sicakliklarin1 belirlemek i¢in yapilan gradient PCR
sonucunda; STAT3 primeri igin optimum Tm derecesi 64°C, HH5 primeri i¢in

optimum Tm derecesi 56°C olarak belirlenmistir (Sekil 3.1).

Sekil 3.1. Gradient PCR Agaroz Jel Elektroforezi goriintiisii. A: STAT3, B: HH5

Tim Orneklerin PCR’lar1 belirtilen Tm derecelerine gore yapilmistir. RFLP
sonucu elde edilen iirlinlerin agaroz jel elektroforez goriintiisii Sekil 3.2 ve Sekil 3.3

te verilmistir.

Sekil 3.2. STAT3 SNP25402 Agaroz jel elektroforezi goriintiisii
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Sekil 3.3. HH5 geni Agaroz Jel Elektroforezi Goriintiisii

STAT3 SNP 25402 te 514 bp uzunlugunda PCR iiriinii elde edilmistir. Hinfl enzimi
ile kesim sonucu 359 ve 155 bp uzunlugunda bant elde edilmistir. Enzim tarafindan
kesilmemis ve 514 bp uzunlugundaki bantlara sahip Ornekler homozigot AA,
enzimce kesilmis 359 ve 155 bp uzunlugundaki bantlara sahip olan 6rnekler CC, hem
enzimce kesilmemis hem de kesilmis 514, 359 ve 155 bp bant biiyiikliigiine sahip
ornekler heterozigot AC olarak isimlendirilmistir (Sekil 3.2). HHS igin enzimle
kesim uygulanmamistir ancak 138 bp lik delesyon nedeniyle heterozigotlarda 442 ve
304 bp uzunlugunda iki bant beklenmektedir. Ancak tiim orneklerde 442 bp
biiytikliigiinde bant gézlenmistir (Sekil 3.3).

Yapilan analizlerde STAT3 25402 de A allel frekans1 0,421, C allelinin frekansi
ise 0,579 hesaplanmistir. Incelenen &rneklerinin %35,7 si heterozigot yapida
bulunmustur. Khi kare analizinde Hardy-Weinberg dengesinden sapmadigi
belirlenmistir. HH5 haplotipinde ise tiim 6rnekler ayn1 genetik yapidadir ve higbir

ornekte delesyon bulunmamaktadir.

Tablo 3.1. STAT3 ve HHS genlerine ait allel frekanslari ve heterozigotluk degerleri

Allel STAT3_25402 HH5
A 0.421 1.000
C 0.579 -
HG(‘izIenen 0.357 -
HBeklenen 0.488 -
Hortalama 0.246
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4. TARTISMA

STAT3 ve HHS ile ilgili calismalar sigirlar ve fareler gibi memeli bir¢ok canlida
yapilmis ve bu canlilarda birgok tek niikleotid polimorfizmi (SNP’ler) tespit
edilmistir. Genlerin iizerinde yer alan bu SNP’lerin bazilarinin embriyonik yasam
stiresi tizerinde etkileri oldugu bildirilmistir. Fakat, yine de Holstayn sigir irki

lizerine yapilan ¢alismalar oldukg¢a sinirli sayidadir.

Cesitli hayvan tiirleri ile yapilan arastirmalar neticesinde STAT3 geninde yer
alan SNP’lerin ve HH5’in embriyonik sag kalim siiresi ve dollenme iizerine etkileri
oldugu bildirilmistir. Bu arastirmada 70 bas holstayn sigir irkina ait kanlarda HH5 ve
STATS3 genleri ¢alisilmis ve bu genlerdeki heterozigotluk frekanslarina bakilmistir.

Calismada STAT3 SNP 25402 te 514 bp uzunlugunda PCR f{iriinii elde
edilmistir. Hinfl enzimi ile kesim sonucu 359 ve 155 bp uzunlugunda bant elde
edilmistir. 514 bp uzunlugundaki bantlara sahip drnekler homozigot AA, 359 ve 155
bp uzunlugundaki bantlara sahip olan ornekler CC, 514, 359 ve 155 bp bant
biiyiikliigiine sahip ornekler heterozigot AC olarak belirlenmistir. STAT3 25402 de
A allel frekans1 0,421, C allelinin frekans1 ise 0,579 hesaplanmistir. Incelenen
orneklerinin %35,7 si heterozigot yapida bulunmustur. Khi kare analizinde Hardy-

Weinberg dengesinden sapmadigi belirlenmistir.

HH5 te 138 bp lik delesyon nedeniyle heterozigotlarda 442 ve 304 bp
uzunlugunda iki bant beklenmektedir. Ancak tiim 6rneklerde 442 bp biiyiikliiglinde
bant gozlenmistir. Buna gére HH5 haplotipinde tiim 6rnekler ayni1 genetik yapidadir
ve higbir 6rnekte delesyon bulunmamaktadir. Schiitz ve digerlerinin 2016 yilinda
yaptig1 bir arastirmada HHS5’ in kromozom 9 (BTAY) iizerindeki pozisyon 93,233
kb’den 93,371 kb’ye uzanan 138 kbp’lik bir delesyondan kaynaklandigini ortaya
koydular. Bu veriler 1s18inda ¢alismamizda yer alan 70 holstayn sigir irkinda HH5 ve
STAT3’e bagli embriyonik yasam siiresini etkileyecek bir neden bulunmamistir ve
bu iki gen i¢in kalitsal kusur gozlenmemistir. Caligmadaki analiz sonucunda STAT3
25402 ye gore elde edilen %35,7 oraninda heterozigot yapida olan genomlara sahip
sigirlarda delesyondan kaynaklanan HHS gozlense idi bu haplotipe bagli embriyonik
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yasam siiresi kisa olan yavrular ve 6li dogumlar olabilirdi. Bu sigirlarin atalarina
bakildiginda 2015 yilinda Tirkiye’ye ithal edilen donmus spermalardan tretildigi
diistiniiliirse, Inal ve digerlerinin yaptig1 bir arastirma sonucunda Tiirkiye’ye 2015
yilinda donmus spermasi ithal edilen 273 boga igerisinde 1 boga HHI1, 1 boga HH2,
4 boga HH3, 6 boga HH4 ve 22 boga HHS5 geni tasimaktadir. Halbuki Tarim ve
Orman Bakanhigi tarafindan belirlenen ve takibi yapilan “donmus boga spermasi
ithalatinda uyulmasi gereken usul ve kurallar” geregince bogalarin bu genleri
tasimamasi gerekmektedir. Ciinkii bu haplotipler, genel olarak zigot veya
embriyonun Oliimiine yol acarak gebelik oranlarini diistirmektedir. Soyle ki, 2015
yilinda ithal edilen 273 Holstein bogadan 79°u (%28.94) bu haplotiplere bagl olarak
en az bir kalitsal kusur tagimaktadir. Geriye kalan 196 (%71.06) boga ise embriyonik
Olumlere sebep olabilecek haplotipleri tagimamaktadir. Her ne kadar %71.06 oran
yiikksek goriinse de bu haplotiplere bagl kalitsal kusurun hi¢ olmayacagi anlamina
gelmemektedir. Kalitsal kusuru olan sigirlarin siiriiden uzaklastirildigi kabul edilirse
daha saglikli ve verimli doller elde edilebilir. Bu da et ve siit iiretimi yapan

isletmelerin ekonomik agidan daha az zarara ugrayacagi anlamina gelmektedir.

Infertilite, et ve siit iireticileri icin ekonomik bir kayiptir. Daha &nceki yapilan
caligmalarda JAK/STAT sinyal yolundan farkli genlerin sigirlarda dogurganlik
ozellikleriyle iliskileri bildirilmistir. Erken embriyonik hayatta kalma oranlarini
etkileyen genlerden biri de STAT3 tiir. STAT3 ve STAT1 genlerinde ¢ekirdege giren
ve belirli genlerin ekspresyonunu kontrol eden bir heterodimer kompleksi olusturarak
birbirleriyle etkilesimde bulunduklari daha o6nceki calismalardan dolay1
bilinmektedir. 2009 yili aralik ayinda H Khatib ve digerleri tarafindan holstayn sigir
k1 i¢in yapilan bir ¢alismada toplam 7.519 oosit, 445 yumurtaliktan toplanmus,
spermlere maruz birakilmis ve toplam 5.075 embriyo tiretmislerdir. Déllenme oran,
spermlere maruz kalan toplam oosit sayisindan déllenmeden 48 saat sonra boliinmiis
embriyolarin sayisi olarak hesaplamistir. Embriyolarin erken embriyonik hayatta
kalma orani, kiiltiirlenen toplam embriyo sayisinin 7. giliniindeki blastosist sayisi
olarak hesaplamistir. Yumurtalik genotiplerinin déllenme {izerindeki etkileri ve erken
embriyonik sagkalim oranlarimi degerlendirmistir. Tek SNP analizi, STAT3 teki
SNP25402 ile dollenme orani arasinda istatiksel olarak énemli bir iliski oldugunu

ortaya koymustur. STAT3 SNP25402 A/C allel frekansin1 0.423 olarak hesaplamistir
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ve bu da Hardy-Weinberg dengesine gore <0.001 olarak analiz edilmistir. Yapilan
bu ¢alismada ise STAT3 25402 deki A/C allellerindeki heterozigotluk frekansini
0.246 degerinde bulundu ve Hardy-Weinberg dengesinde herhangi bir sapma
olmadigr sonucuna ulasildi. Khatib ve digerlerine gore AA genotipli
yumurtaliklardan iiretilen oositler, AC ve CC yumurtaliklarindan tiretilen oositler
i¢in sirastyla 0.666 ve 0.663 e karsilik 0.701 dollenme orani gostermistir. En yaygin
genotip AA (169 birey), AC (155 birey), CC (103 birey) olarak bulunmustur. A allel
frekansinin C allel frekansindan yiliksek oldugu sonucuna varilmistir. Yaptigimiz
caligmada ise en yaygin genotipin CC (28 birey), AC (25 birey) ve AA (17 birey)
oldugu belirlenmistir. Burada da C (0.579) allel frekansinin A (0.421) allel
frekansindan yiiksek oldugu goriilmektedir. STAT3 SNP (SNP19069/SNP25402)
arasindaki etkilesim, hayatta kalma orani i¢in olduk¢a 6nemli olarak bulunmustur.
Embriyonik hayatta kalma ve dollenmede etkili olan genotip kombinasyonlari,
ozellikle siit sigirlarinda dogurganlik performansini iyilestirmeyi amag¢ edinen 1slah

programlarina dahil edilmelidir.

Bu zamana kadar holstayn sigirlarda yapilan ¢aligmalarda STAT3 ve HH5
geninin birlikte calisilmasi kisitli oldugundan dolayr bulunan veriler bir ilk niteligi
tagimaktadir. Bu iki genin fonksiyonlar1 g6z oniinde bulunduruldugunda, erken
embriyonik yasamda kalma {izerine etkilerinin daha detayli bir sekilde tespit
edilebilmesi i¢in daha kapsamli ¢alismalara ihtiyag¢ vardir. STAT3 ve HH5 genlerinin
hepsinin ya da iligkili genlerinin SNP’ler yo6niinden incelenmesinin embriyonik
hayatta kalma ve holstayn sigir 1slahi {izerine katkisi olacagi diisiiniilmektedir.
Zamanla degisen diinyada artan niifusun et ve siit ihtiyacin1 karsilayabilmek ve
sigirlardan daha saglikli verimler alabilmek i¢in holstayn sigir ve diger g¢iftlik
hayvanlart i¢in yapilacak genetik aragtirmalarmin  sayisinin  arttirilmasi

gerekmektedir.
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5. SONUC VE ONERILER

Genetik hastaliklar, diger hastaliklar gibi sigirlarda da ekonomik kayiplara neden
olmaktadir. Bu sebeple genetik hastaliklarin bilinmesi ve gerekli 6nlemlerin dnceden
alinmasi gerekir. Yapilan aragtirmalar ile genetik hastaliklarin belirlenmesi, takibi ve
hastaliga neden olan gene sahip sigirin siiriiden uzaklastirilmas1 daha kolay hale

gelmistir.

STAT3 geni transkripsiyon ailesinin, HHS ise haplotiplerin bir {iyesidir ve
embriyonik yasam siiresinde dnemli rollere sahiptirler. Ayrica, yapilan ¢aligmalarda
STAT3 geninin hiicre biiyiimesi ve apoptozunda da gorev aldigi bulunmustur. Sigir
yetistiriciliginde dol veriminin 6nemli olmasi sebebiyle verimle ilgili yapilan genetik
caligmalar 6nem kazanmaktadir. STAT3 geninin eksikligi ya da aktivasyonunun
saglanmamasi durumunda ve HH5 haplotipinin varliginda sigirlarda ve farelerde

embriyonik 6liimlere sebep oldugu ile ilgili aragtirmalar devam etmektedir.

Ancak, simdiye kadar STAT3 ve HHS5 geni iizerinde yapilan arastirmalar
oldukga az sayidadir. Ozellikle, bu genlerin embriyonik yasam siiresi ile ilgili olarak
yapilan genetik ¢aligmalar yok denecek kadar azdir. Bu nedenle, bu genlerde daha
detayli ve verimlerle iliskilendirilen, sahaya yonelik arastirmalarin yapilmasina

ithtiya¢ duyulmaktadir.
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