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ONSOZ

Saglikli ve zinde bir yasam siirdiirmek yasayan tiim canlilarin en biiyiik hedefidir. Bu
saglikli yasami siirdlirebilmek ise ancak saglikli bir beslenme ile miimkiin
olmaktadir. Insan viicudundaki hiicrelerin calisarak fonksiyonlarin1 Kusursuz bir
sekilde yerine getirebilmesi viicuda alinan besin maddelerinin 6zelliklerine baglidir.
Son donemde artan hastaliklarla birlikte dogal yolla {iretilen organik iiriinlere talep
oldukca artmistir. Benzer sekilde artan niifus ile birlikte mevcut hayvansal ve
tarimsal iirlinler ihtiyaci karsilayamaz duruma gelmistir. Bu amagla da ozellikle
bitkisel ve hayvansal {iretim yapan canlilar {izerine yapilacak genetik calismalar bu
ihtiyaglar1 karsilamak ag¢isindan biiyiik 6nem tasimaktadir. Siit iireten hayvanlardan
Anadolu mandasi1 Urlinlerinin birgok avantaji bulunmasi ve zor kosullarda bile
yetistirilebilmesi nedeniyle Tiirkiye' de manda yetistiriciligi yayginlastirilmaya
calisilmaktadir. Bu ¢alisma, mandalarda biiyiime ve gelisme ile siit verimine etkisi

oldugu bilinen STATSA genindeki polimorfizmleri belirlemek amaciyla yapilmistir.

Bu calismanin ¢ikis siirecinde bana gerekli tim destegi veren ve yol gosteren,
tecriibeleriyle ve bilgileriyle akademik hayatima 11k tutan degerli hocam ve tez
danismanim Dog. Dr. Metin ERDOGAN' a sonsuz tesekkiirlerimi sunarim. Egitimim
boyunca sahip oldugu bilgileri benimle paylasan ve degerli zamanlarini ayiran
degerli hocalarim Prof. Dr. Cevdet UGUZ ve Dog. Dr. Mine DOSAY AKBULUT!' a,
“Mandalarin Halk Elinde Islahi Projesi” kapsaminda toplanan kan Orneklerini
kullanmama izin veren Prof. Dr. Mustafa TEKERLI’ ye ve béliimiimiin tiim degerli

hocalarina en igten tesekkiirlerimi sunarim.

Hayatimim her asamasinda beni destekleyen babam Nail IBIS' e, egitimim
icin her fedakarligi saglayan, gece giindiiz demeden ¢alisan, bu giinlere gelmemde
bliylik emegi olan ancak zamansiz ayrili§iyla sadece kalbimde yasatabildigim canim
annem Hatice IBIS' e, her konuda bana yardimei olan ve bilgileriyle bana siirekli
katkida bulunan, beni motive eden sevgili kardesim Yrd. Dog. Dr. Osman IBIS' e ve
ailesine, enerjisiyle hayatima nese katan kiz kardesim Emel IBIS' e en igten ve

sonsuz tesekkiirlerimi sunarim.
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1. GIRIS

Manda, insanlarin yiizyillar boyunca sit, et ve deri gibi ¢esitli Urtinlerinden
faydalandigi, farkli ve zor gcevre sartlarina uyum yetenegi yiiksek, hastaliklara karsi
oldukca dayanikli bir hayvan tiridir. Yapay iiriin kullanimina bagl hastaliklarin
artmasiyla birlikte giinlimiizde organik Urlnlere talep oldukga artmaktadir. Bu
durumun bir sonucu olarak da zor ve kisitl sartlarda yetistirilmeye uygun bir hayvan
tdrd olan mandanin, kalitesi diisiik kaba ve ucuz yemleri tiiketerek, hayvansal Grline
dontistiirmesi nedeniyle yetistiriciligi yayginlagtirilmaya calisilmaktadir (Sahin ve
ark., 2013). Manda sayis1 son yillarda hizla diismiis ve giinimuzde belirli bolgeler
disinda yetistiriciligi yapilmamaktadir. Bunun en temel nedenleri arasinda manda
yetistiriciligine gereken dénemin verilmemesi gelmektedir. Manda populasyonundaki
bu azalma, Turkiye icin yerli gen kaynaklarinin korunmasi bakimindan kaygi verici
boyutlara ulagsmistir (Soysal ve ark., 2005). Tiirkiye’de sigir altfamilyasindan gelen
evcil bliylikbas hayvanlar grubundan olan mandalardaki genler {izerine calismalar
olduk¢a simirli sayidadir. Manda siitiiniin az kolesterol ve zengin igerige sahip
olmasi, manda etinin ise az yagli ve diyete uygun olmasi ve diger biiyiikbas
hayvanlarla kiyaslandiginda yetistirilme maliyetinin daha diisiik olmas1 nedeniyle

Tiirkiye’de manda yetistiriciligi yayginlastirilmaya ¢alisiimaktadir.

Manda yetistiriciliginde ve verimli {iriin alinmasinda genetik faktorler 6nemli
etkiye sahiptir. Cok sayida genin kontrolinde olan sit verim 0Ozellikleri, ekonomik
onemi nedeniyle sut veren hayvanlarda oldukca 6énem arz etmektedir. (Dario ve
Selvaggi, 2011). Raven ve ark. (2014) yaptiklar1 ¢alismalarda siit verim 6zellikleri
uzerine etkili olan genleri belirlemislerdir. Bu genler arasinda Sinyal ileticisi ve
transkripsiyon aktivatorii olarak gorev yapan STAT5A geni hicre icerisinde bircok
hayati goreve sahip olmasmin yanisira, siit verimi gibi faktorleri de etkilediginden;
manda yetistiriciliginde siit verim 6zellikleri i¢in 6nemli bir bilesen durumundadir.
Yapilan c¢alismalar sonucunda meme bezi faktorii olarak bilinen sinyal
dontistiirliciisii ve transkripsiyon aktivatorii (STAT) 1n; prolaktin sinyallemesinin
hiicre i¢i bir aracist oldugu ve siit protein genlerinin transkripsiyonunu aktive

edebilecegi kesfedilmistir. STATS bu 6nemli roll nedeniyle sut Ureten hayvanlarda;



stit iretim Gzellikleri igin umut verici olmaktadir (Liu ve ark., 2012; Paramitasari ve
ark., 2015).

Sonug olarak, siit veriminin ve kompozisyonun gelistirilmesi yetistiriciler i¢in
blylk énem tasimaktadir. Bu nedenle, hayvancilikta tretim ile 6nemli 6l¢iide iliskili
olan molekiiler belirtegler, geleneksel 1slah stratejileri araciligiyla evcil hayvanlarin
genetik  gelisiminde ve buna bagli olarak siit veriminin ve igeriginin

zenginlestirilmesinde 6nemli bir rol oynamaktadir.

1. 1. Manda (Bubalus bubalis)

Manda, Boynuzlugiller (Bovidae) ailesinin i¢inde yer alan bir tiir olan sigirgiller alt
familyasinda bulunan bir canlidir. Mandalar kendi arasinda Asya mandasi (Bubalus
bubalis) ve Afrika mandas1 (Syncerus caffer) olmak Gzere iki ana gruba
ayrilmaktadir.  GUnUmuzde bulunan evcil mandalar, yaklagik 5000 yil &nce
evcillestirilmis olan Yabani Asya Mandas1 (Bubalus arnee)’ndan kéken almaktadir.
Ancak, ginimizde bu mandalar sayilari azalmakta olan ve tehlike sinirina gelmis
trler listesinde yer almaktadir (Michelizzi ve ark., 2010; Sahin, 2015).

Evcil mandalar (Bubalus bubalis), Nehir ve Bataklik mandasi olmak dzere iki
gruba ayrilmaktadir. Bu iki grup arasinda verim 6zellikleri, kromozom sayisi, beden
yapist ve yetistiricilikteki  6nemleri acisindan  farkliliklar ~ bulunmaktadir
(Kigiikkebabg1 ve Aslan, 2002). Bu grubun Gyelerinden Bataklik mandalar1 daha ¢ok
Cin'de ve Gilineydogu Asya'da yetistirilmektedir. Bu manda tiirii siklikla piring
tarlalarii surmek igin kullanilmaktadir. Ancak, stt Gretimi amaciyla kullanilmak igin
uygun yapiya sahip degillerdir. Bu grubun diger tiyesi Nehir mandalar1 ise daha ¢ok
stt ve et dOretimi igin yetistirilmektedir. Bu mandalarin kokenleri Hindistan'dir.
Tiirkiye’de yetistirilmekte olan ve Anadolu mandasi olarak adlandirilanlar, nehir
mandalarinin bir alt grubu olan Akdeniz mandalarindan koken almaktadir (Atasever
ve Erdem, 2008; Soysal, 2013). Sitogenetik arastirmalar, nehir mandalarimin 25
kromozom ¢iftine sahipken, bataklik mandalarinin 24 kromozom ¢iftine sahip

oldugunu gostermistir (Michelizzi ve ark., 2010). Manda, gunumuzde bircok



hayvansal iiriin elde etmek amaciyla, 6nemli bir iiretim kolunu olusturmaktadir
(Atasever ve Erdem, 2008).
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Afrika Yabam Asya Mandasi
Mandasi l
Yabani Manda Evcil Manda
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Hindistan Yabani  Anoa Mandas1 Tamaroa  Nehir Mandas1  Bataklik Mandas:
Mandas1

Sekil 1. 2. Mandalarin gruplandirilmas: (Atasever ve Erdem, 2008)



1. 1. 1. Mandalarin Yayihisi ve Yasam Alanlan

Manda popilasyonunun biiyiik kismi (yaklasik %96.4) Asya kitasinda
bulunmaktadir. Manda basta siit olmak tizere, et, deri ve is giliciinden yararlanmak
amaciyla yetistirilmektedir. Mandalar, zor ve kisith ¢evre kosullarinda
yetistirilebilen, diisiik kaliteli ve ucuz kaba yemleri degerlendirebilen oldukca
uyumlu hayvanlardir (Sari6zkan, 2011). Evcillestirilmesi yaklasik olarak 5000 yil
once gerceklesmis olan manda Ingilizce’de  “water buffalo”  olarak
adlandirilmaktadir. Tamamina yakini Asya kitasinda bulunsa da, dunya genelinde
40’a yakin tlilkede yetistiriciligi yapilmaktadir (Nanda ve Nakao, 2003; Celik, 2015).
Bu iilkeler arasinda Giineydogu Asya, Giiney Amerika, Kuzey Afrika, Fransa
disindaki tiim Akdeniz tilkeleri, Balkan Ulkeleri ve bazi1 Orta Avrupa iilkeleri ve

Avustralya’da bulunmaktadir (Atasever ve Erdem, 2008).

Nehir mandalari, 3000-6000 y1l 6nce evcillestirildiginden, ¢cok fazla niifusa
sahip iilkelerde siit, et ve c¢ekis giicli kullanilan hayvanlar olarak ekonomik 6neme
sahiptir. Pleistosen ¢aginda, Bubalus giiney Asya'dan Avrupa'ya dagitilmistir. Indus
vadisindeki miihiirler yaklasik 5000 y1l nce manda 1slahina isaret etmektedir. M.O.
2500-2100 yillarina ait eski yazi ve heykellerde mandalarin yetistirildigi
anlasilmaktadir. Mandalar, 9. yiizyillda Arap istilacilar1 tarafindan et, siit ve g¢ekis
glclinden yararlanmak amaciyla Hindistan'dan Misir'a getirilmistir. Daha sonra
ortacagda hacilar ve hachlar tarafindan Misirdan Avrupa’ya gotiiriilmiistiir.
Mandalarm altinc1 yilizyilda Orta Avrupa'dan veya yedinci yiizyilda Arap fetihleriyle
Tunus Uzerinden Italya'ya getirildigi diisiiniilmektedir (Nanda ve Nakao, 2003;
Michelizzi ve ark., 2010).

Mandalar genellikle tropik ve subtropikal ormanlarda, islak g¢ayirlarda ve
batakliklarda bulunmaktadir. Karasal canlilar olmasina ragmen, serinlemek igin
camur havuzlara veya nehirlere dalarak vakit gegirmektedirler. Mandalarin yasam
alanlarini, genellikle nehirler, dereler, camur batakliklar, uzun boylu otlar, yeterli
icecek, yiyecek ve agacglar bulunan bolgeler igermektedir. Dunyada 161 milyon
Asya, 3,7 milyon Afrika, 3,3 milyon Giiney Amerika ve geri kalani Avrupa ve

Avustralya'da dagitilan 168 milyondan fazla nehir mandasi bulunmaktadir. Nehir



mandalari, diinya sit ihtiyacinin % 5'inden fazlasini saglamaktadir. Manda sutd, inek
sttuyle kiyaslandiginda daha az su ve daha fazla yag, laktoz, protein ve mineral
icermektedir. Yine benzer sekilde manda eti, inek etiyle kiyaslandiginda da benzer
bir tada sahipken manda etinin sigir etinden daha az yag ve kolesterol igerdigi tespit
edilmistir (Michelizzi ve ark.,, 2010). Mandalar Hindistan''n 6nde gelen st
ureticilerinden biri olmakta ve Hindistan'daki stlerin % 551 manda tarafindan
uretilmektedir (Javed ve ark., 2011).

1. 1. 2. Mandalardan Elde Edilen Uriinler ve Ozellikleri

Guniimuzde, kimyevi madde ve hormon kullanilmaksizin, dogal yolla iiretilen
besinlere olan talep her gegen giin artmaktadir. Manda yetistiriciligi, bu dogal yolla
uretilen hayvansal besinler icin 6nemli bir tiretim dalimi olusturmaktadir. Cunki
manda diger ¢iftlik hayvanlaniyla kiyaslandiginda yetistirici acisindan bir¢ok
avantaja sahiptir. Bu avantajlar arasinda, zor ¢evre kosullarinda yetistirilebilmesi,
diisiik kaliteye sahip yemleri degerlendirerek siit ve ete doniistiirebilmesi,
hastaliklara kars1 dayanikli olmasi, stttinlin ve etinin iceriginin daha saglikli olmasi
sayillmaktadir (Sahin ve ark., 2013). Bu avantajlar1 nedeniyle sosyo-ekonomik diizeyi
diisiik yetistiriciler i¢ginde uygun bir ¢iftlik hayvan1 olmaktadir (Kiigiikkebabg1 ve
Aslan, 2002).

ABD' de mandadan elde edilen hayvansal drinler U(zerinde yapilan
aragtirmalarda manda etinin sigir etinden %40 daha az kolesterol, %12 daha az yag,
%55 daha az kalori, %11 daha fazla protein ve %10 daha fazla mineral icermesi
nedeniyle manda etinin daha saglikli oldugu bildirilmektedir (Saridzkan, 2011).
Manda sutlinin ise sigir siitiine gore daha fazla yag ve protein igermekte oldugu,
daha diisiik oranda kolesterol ve daha ylksek oranda vitamin igerdigi bildirilmistir
(Sekerden ve ark., 1999; Kiigiikkebabg1 ve Aslan, 2002). Ayrica, manda sutunin
bilesiminde bulunan laktoferrin proteininin antibakteriyel etkisi nedeniyle daha az
bakteri icerdigi de tespit edilmistir (Kiigiikkebabg1 ve Aslan, 2002). Manda sitinin
rengi inek sutline kiyasla daha beyaz bir renge sahiptir. Bunun nedeni mandalarin

yesil meralarla aldiklart karotenin tamamini A vitaminine ¢evirmeleridir. Hayvansal



tiretim acisindan manda suti genellikle tereyagi, kaymak ve yogurt iiretiminde
kullanilmaktadir. Baz1 iilkelerde &zellikle Italya’da manda siitinden Mozzerella
peyniri yapilmaktadir (Cetinkaya ve ark., 2011). Manda eti ve siitiiniin diger
hayvanlarla kiyaslamasi Tablo 1. 1. ve Tablo 1. 2. 'de gdsterilmektedir.

Manda derisi olduk¢a kalin bir yapiya sahiptir. Bu 6zelligi sayesinde deri
sanayisinde {iretilen ve kalin deriden yapilan ¢anta ve ayakkabi gibi {irlinlerde

oldukca talep gérmektedir (Sahin ve ark., 2013).

Tablo 1. 1. Farkli hayvan tiirlerindeki sut icerikleri (%) (Atasever ve Erdem, 2008)

Tur Su rrlf; dréje Protein Yag Laktoz hlc/:gcei;?
Manda 82.0 17.7 4.15 7.85 4.8 0.77
inek 87.5 12.4 3.4 3.65 4.65 0.75
Koyun 82.9 17.2 5.4 6.25 4.55 0.88
Kegi 87.1 13.0 3.7 4.1 4.45 0.8

Tablo 1. 2. Manda ve sigir etinin igerikleri (100 gr) (Atasever ve Erdem, 2008)

Bilesen Manda Sigir

Kalori (kcal) 131.0 289.0
Protein (gr) 26.8 24.0
Yag (gr) 1.8 21.0
Kolesterol (gr) 61.0 90.0
Mineral (mg) 641.8 584.0
Vitamin (mg) 21.0 18.5




1. 2. Sinyal Mekanizmalari

Sinyal ileti sistemi, viicutta bulunan saglikli bir hicrenin fonksiyonlarini
tamamlayabilmesi icin gerekli iletisimden sorumludur. Bu sistem sayesinde hem
hicre icerisinde bulunan tiim yapilarin birbirleriyle haberlesebilmesi ve
calismalarinin diizenlenmesi, hem de hucrenin diger hiicrelerle haberlesebilmesi
saglanmaktadir. Yasamin saglikli ve sorunsuz bir sekilde devam ettirilebilmesi i¢in
bu sistemin diizenli bir sekilde ¢alismasi gerekmektedir. Hiicre igerisinde, hiicre
zarindan baglayan ve DNA’da son bulan bir haberlesme ag1 bulunmaktadir. Bu agda
bulunan her bir islem basamagi hem yukar1 yonli (upstream) hemde asagi yonlii
(downstream) elemanlar tarafindan kontrol edilmekte ve her iki ydnde iletisim
gerceklesmektedir (Saydam, 2017). Gelisme, homeostaz ve hiicresel yasam siiresi
icin belirli bir yanit tiretmek gerekmekte, bu yanitin tiretilmesi iginde bir hlcrenin
disindan gesitli elemanlar yoluyla gelen bilginin hiicre i¢i yapilara iletilmesi zorunlu
olmaktadir (Arbouzova ve Zeidler, 2006).

Insan Genom Projesi’nin verilerine gore, insan genomunda bulunan yaklasik
32.000 genin %?20’si sinyal iletiminde gorev alan proteinleri kodlamaktadir. Bu
proteinler arasinda hiicre membraninda yerlesen reseptorler, G- proteinleri ve sinyal
ileten enzimler yer almaktadir (Jensen ve Hunter, 2001). Bu proteinlerden protein
kinazlar, sinyal iletimi sirasinda proteinlerin fosforile hale getirilerek aktive olmasini
sagladiklari i¢in 6nemli bir yere sahiptir. Protein kinazlar da kendi arasinda membran
yerlesimli olanlar ve sitoplazmik tirozin kinazlar olmak Uzere iki gruba
ayrilmaktadir. Dinlenme durumundaki hticrelerde protein kinazlar, sitoplazmada
inaktif halde bulunmaktadir. Sitokinler, reseptorler yada hormonlar tarafindan
hiicrenin uyarilmas: ile bu proteinler aktif hale gelmektedir. Aktiflesen proteinler
sitoplazmadaki veya cekirdekteki hedeflerine yonelmektedirler (Dogan ve Giig,
2004).



Sitokinler olarak adlandirilan polipeptid ailesi, hiicre c¢ogalmasini ve
farklilasmasini  kontrol etmektedir. Sitokinler arasinda interlokinler (IL' ler),
interferonlar (IFN' ler), koloni uyarici faktorler, eritropoietin (EPO) ve trombopoietin
(TPO) bulunmaktadir. Bu sitokin reseptorlerinin sinyal iletimini JAK ailesinin
uyeleri araciligiyla yaptiklari gosterilmistir (Flisikowski ve ark., 2003). Sitokin
reseptorleri, sitoplazmik bir kinaz alanindan yoksun olmakta ve sinyal
transdiiksiyonunun baglatilmasi i¢in JAK ailesi tirozin kinazlarin iiyelerine ihtiyag
duymaktadir. GuUnumuizde sitokinlerin 50'den fazla Uyesi i¢in 6nemli sinyalleri
doniistiiren JAK1, JAK2, JAK3 ve TYK2 (Tirozin Kinaz) tespit edilmistir. JAK1,
JAK2 ve TYK2 her hicrede eksprese edilirken; JAK3'Un ekspresyonu
hematopoietik, lenfoid ve vaskiler duz kas hucreleri ile endotelyumdan eksprese
edilmektedir (Paukku ve Silvennoinen, 2004; Schindler ve Plumlee, 2008).

plasma membrane

cytoplasm

\m:
|

AKT

nucleus

Sekil 1. 3. JAK' larin aracilik ettigi sinyal yollar1 (Jatiani ve ark., 2011)

Janus Kinaz / Sinyal Ileticisi ve Transkripsiyon Aktivatorii (JAK / STAT)
yolagi hiicrelerin ¢ogalmasi, saglikli bir sekilde yasamlarinin siirdUrilmesi ve
programli hiicre Gliimiiniin diizenlenmesinde gorev alan en 6nemli sinyal iletim

yollarindandir. JAK Kinazlar ilk olarak reseptorler tarafindan aktive edilmektedir.



Aktive edilen JAK Kkinazlar da STAT proteinlerinin fosforilasyonuna neden
olmaktadir. STAT proteinlerinin yapisinda bulunan SH2 ucu, baska bir STAT
proteinine baglanmay1 saglamaktadir. Bunun bir sonucu olarak iki STAT proteini
birbirine baglanmakta ve reseptérden ayrilmaktadir. Reseptorden ayrilan ve birbirine
baglanan bu yapiya STAT dimeri adi verilmektedir. STAT dimerleri hicre
cekirdegine dogru go¢ etmekte, sitokine cevap veren hedef genin promoter
bolgesindeki DNA sekanslarina baglanarak, gen ekspresyon degisikliklerine neden
olmaktadirlar (Yu ve Jove, 2004). Ayrica, STAT dimerleri yapmis olduklar1 sinyal
iletimi ile malignitede ekspresyon artig1 gosteren genlerin de aktive edilmesine neden
olmaktadirlar. Aktif hale gelmis STAT’ lar ¢ok Onemli mekanizmalarin
diizenlenmesinden sorumludurlar. Bu mekanizmalar arasinda hicre ¢ogalmasi,
anjiogenezi uyarma ve hicreleri bagisiklik sisteminden koruma gibi énemli gorevleri
bulunan bazi proteinlerin ekspresyonlari bulunmaktadir. Bu nedenle de; STAT' larin
anormal aktivasyonlar1 genellikle hiicresel degisime neden olmaktadir (Kaymaz ve
ark., 2013). STAT' lar once IFN bagimh transkripsiyon faktorleri olarak
tanimlanmustir. Bununla birlikte, memeli STAT familyasinin yedi {iyesinin, 50 ligand

icin yasamsal sinyalleri doniistiirdiigii bilinmektedir (Kisseleva ve ark., 2002).
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Sekil 1. 4. JAK/ STAT sinyalizasyonu (Arbouzova ve Zeidler, 2006)



JAK-STAT bilesenleri bulunmayan insanlar ve fareler arasindaki fenotipik
benzerlikler, JAK' larin ve STAT' larin islevlerinin memelilerde biiyiik oranda
korunmus oldugunu diistindiirmektedir (Casanova ve ark., 2012). Buglne kadar
STAT' ler, tirosin fosforilasyonu ile aktive oldugu bildirilen tek transkripsiyon
faktoridir (Donohue ve ark., 2010). JAK kinazlara ilaveten, bir baska tirozin kinaz
da sitokin ve buyume faktorl reseptorleri tarafindan aktive edilmektedir. Ancak, bu
kinazlarin STAT' lar1 dogrudan aktiflestirebilecegi halen belirsizligini korumaktadir
(Paukku ve Silvennoinen, 2004). STAT' larin alimina aracilik eden sitokin

reseptorleri Tablo 1.3’de verilmistir.

Tablo 1. 3. STAT' larin alimina aracilik eden sitokin reseptorleri (Kisseleva ve ark., 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

Hucreye spesifik sitokin sinyalleri, en azindan kismen, bir hiicre tizerinde
ortaya cikan reseptorlerden ve onunla karsilastifi ligandlardan sonuglanmaktadir.
Her bir ligand, ayn1 kokenli reseptoriine baglanmakta ve daha sonra belirli bir hedef
gen setini indukleyen belirli bir STAT molekilind harekete gecirmektedir. Hedef

genlerden bazilar1 reseptorlerden gelen sinyaller ilizerinde negatif bir geri bildirim
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duzenlemesi yapan SOCS proteinlerini kodlamaktadir. STAT aile Uyelerinden biri
eksikse, daha once orijinal iiye tarafindan iggal edilen diger aile tiyelerinin reseptor
bolgelerine baglanarak uygun olmayan aktivasyonlar meydana gelebilmektedir
(Hennighausen ve Robinson, 2008).

A GHR/PRLR IL-6R IFN-yR

IL-6R IFN-YR

Sekil 1. 5. A) Sitokin-STAT sinyalizasyonunun 6zgilliigii. B) Bir aile Uyesinin

silindikten sonra degistirilen STAT sinyal sebekeleri (Hennighausen ve
Robinson, 2008).

1.2.1. STAT Gen Ailesi

STAT proteinleri ilk kez 1990’11 yillarin baginda DNA baglayici proteinlerin bir
iiyesi olarak tanimlanmustir (Ihle, 1996; lhle, 2001). STAT' lar, genis bir yelpazedeki
hormonlarin, sitokinlerin ve biiyliime faktorlerinin hedef gen ekspresyonu iizerindeki
etkilerini doniistiiren ve diizenleyen latent sitoplazmik transkripsiyon faktorleridir
(Bromberg ve ark., 1999; Chaix ve ark., 2011). Hedef hiicrelerdeki gesitli peptid

hormonlar1 ve sitokinlerin etkilerine aracilik eden, yedi tiyeli bir hiicre i¢i faktor
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ailesine aittir (Dario ve ark., 2009). Giiniimiizde, ¢esitli sitokinlerin farkli STAT
proteinlerini aktive ettikleri bilinmektedir. Yapilan g¢alismalar sonucunda memeli
hucrelerinde STAT1, STAT2, STAT3, STAT4, STAT5a, STAT5b ve STAT6 olmak
Uzere yedi STAT proteini tanimlanmistir (Dogan ve Gii¢, 2004). Genellikle STAT
proteinleri Janus kinazlari ile birlikte sitokinlerin hiicresel yapilara sinyal iletmesinde

onemli bir rol oynamaktadir (Goldammer ve ark., 1997).

STAT ailesi geninin, omurgalilarin evrimlesmesinin baslangicinda, bir dizi
gen ve kormozom c¢ogalmasi yoluyla tek bir atasal STAT geninden geldigi
diistinilmektedir (Ambrosio ve ark. 2002; Crispi ve ark., 2004). Clnki memeli
STATS genleri, boceklerde bulunan tek STAT ortologlarina ¢ok benzemektedir
(Davey ve ark., 1999). Insan genomunda, yedi adet STAT ailesi iiyesi ii¢ kiime
halinde organize olmaktadir (Ambrosio ve ark. 2002). Bu gen kiimeleri igindeki

ayrintili yap belirsizligini korumaktadir (Davey ve ark., 1999).

Coiled-
N-terminal coil DNA-binding Linker SH2  Transactivation

STAT1 pYpS

STAT2 pY

STAT3 pYpS

STAT4 pYpS

STATS5A pYpS

STATSB pYPS

STAT6 oY

Sekil 1. 6. STAT proteinlerinin yapisi (Jatiani ve ark., 2011)

Farelerde gen hedefleme c¢alismalarinda STATI1 proteini interferonlara

bozulan yanitlar ve tiimorlere duyarlilik artisina neden olmaktadir. STAT2 proteini
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eksikliginde de interferonlara yanitlarin bozuldugu ve bazi dokularda STAT1
ekspresyonunun azaldigi tespit edilmistir. STAT3 proteini eksikliginde embriyonik
olumler sekillenmekte, dokularda hiicre sag kaliminin bozulmasma ve patojenlere
verilen yanitin bozulmasina neden olmaktadir. STAT4 proteini eksikliginde IL-12
yanitinin kaybolmasi nedeniyle Thl farklilagsmasinda bozulma sekillenmektedir.
STATSA proteini eksikliginde PRL yanitinin kaybedilmesi nedeniyle engellenmis
meme bezi gelisimi tespit edilmistir. STATSB proteini eksikliginde GH yanit kaybi
nedeniyle blylime bozulmaktadir. STAT6 proteini eksikliginde IL-4 yanit kaybi
nedeniyle bozulmus Th2 farklilagsmasi gozlenmistir (Paukku ve Silvennoinnen,
2004).

Her bir STAT geni farkli islevler gostermektedir. STAT1 timor baskilayict
gen olarak islev goriirken, 6zellikle STAT3 ve STATS kontrolsiiz ¢ogalan, apoptoza
ugramayan, immun Sistemden kacan ve anjiogenezi uyaran tumor hicrelerinde
yuksek oranda ifade edilmektedir (Yu ve Jove, 2004; Liang ve ark., 2009). STAT3
ve STATS farkli hiicrelerde hiicre g¢ogalmasi ve programli hiicre Olimiini
dizenlemektedir. Bu iki iiyenin bazi hemotolojik hastaliklarda anormal diizeyde
aktiflestigi ve 16semi olusumunda da rol oynadigi bilinmektedir (Kaymaz ve ark.,
2013). Meme epitelinin olusumu i¢in STAT5A, buyime hormonuna cevap igin
STAT5B gerekmektedir (Bromberg ve ark. 1999). Ozellikle STAT5 nin, bagisiklik
sisteminde, meme gelisim, hematopoez, sa¢ biiyiimesi, yag dokusunun depolanmasi

ve gebelik rolleri gibi 6nemli gérevleri oldugu saptanmistir (Davey ve ark., 1999).

STAT familyas1 proteinleri arasinda STATSA ve STATSB, en yakin iki
STAT proteinidir. Diger transkripsiyon faktorleri ve yardimer faktorlerle birlikte,
hedef genlerin bir sitokine 6zgl bicimde ekspresyonunu diizenlemektedirler (Lin ve
Leonard, 2000).
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1. 2. 2. STAT Gen Yapisi ve Aktivasyonu

STAT, hedef hiicrelerdeki ¢esitli peptit hormonlar1 ve sitokinlerin hareketlerine
aracilik eden 7 transkripsiyon faktoriinden olusan bir aileden olugmaktadir
(Flisikowski ve Zwierzchowski, 2003). STAT ailesinin tim (yeleri oldukca
korunmus bir molekiiler yapiya sahip olmakta; 750-850 aminoasitten olusan
proteinler olarak tanimlanmaktadir (Paukku ve Silvennoinen, 2004; Hennighausen ve
Robinson, 2008).

Her bir STAT proteinin alt1 fonksiyonel korunmus bolgesi bulunmaktadir
(Sekil 3). Bunlar; bir aminoterminal bdlge (NH2), bunu takiben bir sarili bobin
bolgesi (coiled-coil), bir DNA baglama alan1 (STAT2 hari¢) (DBD), bir baglayici
bolge (LK), bir SH2 alani, amino terminusundan yaklasik 700 amino asitlik bir
korunmus tirosin kalintisi, ve bir karboksil terminal transaktivasyon bdolgesidir

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

Aminoterminal bolge, 125 amino asitten olusmakta ve fosforile edilmemis
STAT' lar arasinda dimer olusumunu tesvik etmektedir. STAT' larin istirahat
durumunda "kapali" bir konformasyonda kalmasini saglamakta, ayni zamanda
teslimat ve  ardindan  reseptordeki  STAT  ciftlerinin  aktivasyonunu
kolaylastirmaktadir. Sarili bobin bélgesi, ¢ekirdekten lateral ¢ikinti yapan potansiyel
olarak dinamik dort helezon demetinden olusmaktadir. Bu alan, diizenleyici
proteinlerle iligkili olmakta, niikleer ithalat ve ihracat stirecinin kontrolinde rol
oynamaktadir (Schindler and Plumlee, 2008). DNA baglanma bolgesi de iyi
korunmustur ve DNA’ya saglikli bir baglanma gerceklesmesini saglamaktadir.
Baglayict bolge (LK), aktif dimerlesmeyi yapisal olarak DNA baglama motifine
cevirmektedir. Arastirmalar ayn1 zamanda, siirekli bazal niikleer ihracat stirecini de
diizenledigini gostermektedir. SH2 bolgesi, en ¢ok korunan motif olarak
tanimlanmaktadir. Reseptor zincirlerine spesifik alimmn yanmi sira aktif STAT
dimerlerin olusumuna aracilik etmektedir. STAT- reseptor, STAT- JAK ve STAT-
STAT etkilesimlerinden sorumludur. C- terminal ucu, 5-7 6zgul karboksi terminal
aminoasitleriyle birlikte genellikle 700. aminoasit kalintis1 yakininda korunmus bir

tirosinden olugmaktadir. Transkripsiyonel aktivitenin kontrol edilmesiyle gorevlidir.
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Tirozin aminoasiti, karboksi ucunda bulunmakta, STAT familyasi tiyeleri arasindaki
uzunluk ve sekans agisindan oldukca degiskenlik gostermektedir. Tirozinlerin
fosforile edilmesinden ve biitin STAT proteinlerinin DNA’ya baglanma
aktivitelerinin dizenlenmesinden sorumludur (Dogan ve Giig, 2004; Schindler and
Plumlee, 2008).

(A)
Stats Amino Chromosome Homology Structure
Acids (%)
Stat1 750 2 93 1 Y7|°1 57|27 750
[ N |L- sHz| TA
Stat2 846 12 64 1 YG[SD 851
[ n [ swz | TA
Stat3 769 17 99 1 Y?IOS STIZT 770
[~ o [skz] TA |
Statd 748 2 94 1 748
[(n Joss] ™ ]
Stat5a | 794 17 96 1 Y5|94 37]25 S7|'|"9 794
[ |T- sHz | ™™ |
Statsb | 787 17 96 1 Y699 S730 786
[~ o [ sH] TA |
Staté | 847 12 85 1 Y641 848
[ n |0 - SH2 | TA |
Stat5a
(B) 92 694710725 779
T S
126 AAs | 93 AAs 252 AAs 118 AAs 78 AAs T ? | 73AAs T
N-terminal Coiled-coil DNA bindin i i o Transactivation
| Domain Domain Domain § ol Jiblmy Domain
|
Tetramerization Binding to GAS motifs Recruitment to receptor
Dimerization
Interaction with chaperones Stabilization of DNA-binding Interaction with co-activators

Sekil 1. 7. STAT transkripsiyon faktorleri ailesinin tyeleri (Liao ve ark., 2010).
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Sekil 1. 8. STAT Kkristal protein yapist (Paukku ve Silvennoinen, 2004).

STAT proteinleri sitokin, blyume faktori veya peptid reseptorlerinden
aldiklart sinyaller ile aktive olan ve bu sinyalleri ¢ekirdege ileten sessiz (latent)
sitoplazmik transkripsiyon faktorleri olarak fonksiyon gormektedirler. Aktive
olduklarinda once fosforillenerek, sonra da dimerleserek ¢ekirdege yonelmekte ve
hedef genin promoter bolgesine baglanarak gen ekspresyon degisikliklerine neden
olmaktadirlar (Yu ve Jove, 2004). STAT proteinleri, duyarl genlerinin akis yoniinde
bulunan ayni1 kokenli tepki elementlerine baglanarak bazal transkripsiyonel
mekanizmalarla etkilesebilmekte ve boylece transkripsiyonu dizenlemektedirler
(Saydam, 2017). STAT' lar esas olarak Jak kinazlar tarafindan tirosin fosforilasyonu
yoluyla aktive edilmekte, nikleer translokasyona ve hedef gen ekspresyonunun
diizenlenmesine yol agmaktadirlar (Paukku ve Silvennoinen, 2004). Reseptor / JAK
kompleksine baglandiktan sonra, STAT molekiilleri kendiliginden fosforile
edilmekte ve dimerlesmektedirler. Dimerler cekirdekte birikmekte, spesifik DNA
elementlerini tanimak suretiyle transkripsiyonu etkinlestirmektedirler (Bromberg ve
ark. 1999; Arbouzova ve Zeidler 2006). STAT proteinlerinin aktivasyonu, hicre
cogalmasi, hayatta kalma, farklilasma ve gelisme de dahil olmak iizere Kkritik
hiicresel islevleri kontrol eden genlerin sentezlenmesine neden olmaktadir. Anormal

STAT protein aktivasyonu lésemi ve diger kanserlerde bulunmus ve STAT
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aktivasyonunun neoplaziye katkida bulundugu bildirilmistir (Chaix ve ark., 2011).
STAT' lar nadiren mutasyona ugramakla birlikte siklikla asir1 eksprese edilmekte ve
hiper aktivasyona ugramaktadir. Anormal aktivasyonlari bundan kaynaklanmaktadir
(Moriggl ve ark., 2005).

Buylime hormonu (BH) kendi reseptoriine baglanmakta, reseptdre bagl
JAK2'yi harekete gecirmekte ve kendisi ile BH reseptorl icinde tirozinleri fosforile
etmektedir. Bu tirozinler, sinyal transduserleri ve aktive edicilerin transkripsiyon
ailesinin (STAT) dUyeleri de dahil olmak (zere, bir dizi sinyal proteinleri icin

baglanma alanlari olusturmaktadir (Herrington ve ark., 2000).

STATs
N [ SH2 ] C

Cytokine Receptor

Growth-Factor
Receptor

G-protein-coupled
Receptor

Cytoplasm

/ m Nucleus \

Sekil 1. 9. JAK/ STAT Aktivasyonu (Donohue ve ark., 2010)

PRL tarafindan aktive edilen en 6nemli STAT iiyesi STATS dir. STATS nin
iki formunun (STATS5A ve STAT5B) PRL sinyalizasyonunu dontistirdigi (Sekil
1.11) bilinmektedir (Frasor ve Gibori, 2003).
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Sekil 1. 10. Prolaktin (PRL) - JAK2- STAT5A / B sinyal yolagi (Liao ve ark., 2010)

Uyar yoklugunda, STAT proteinlerin bir monomerik form olarak sitozolde
sakl1 bir halde bulundugu diisiiniilmektedir. Sitoplazmadaki STAT proteinlerinin tam
yeri bilinmemektedir. Sitokinlerin uyarimi sonrasinda ya yapisal olarak reseptorlerle
baglantili olan ya da reseptorlere alinan JAK kinazlari, STAT proteinleri igin
yerlestirme yerleri olarak hizmet eden reseptor tiizerindeki tirosin kalintilarini
fosforile etmektedirler (Lin ve Leonard, 2000). Tirosin fosforilasyonu sonrasinda,
STAT proteinleri {izerindeki fosfotirozin tortulari, bir bagka STAT proteininin SH2
alani igin yerlestirme yerleri olarak gorev yapmaktadir. Boylece STAT' lar, homo-
veya heterodimerize olabilmekte ve ¢ekirdege translokasyon yapmaktadirlar (Lin ve
Leonard, 2000; Frasor ve Gibori, 2003). Fosforile olan STAT proteinleri ¢ekirdege
tasinmakta, Spesifik DNA elementlerini baglamakta ve dogrudan kopyalama
yapmaktadirlar (Darnell ve ark.,1994).
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Sekil 1. 11. STAT aktivasyon mekanizmalarindaki degisiklikler (Levy ve
Darnell, 2002)

Sitokinlerin aracilik ettigi STAT aktivasyonunun asamalari su sekilde
siralanmaktadir. Oncelikle, sitokin hiicre yiizeyindeki reseptoriine baglanmakta ve
bir alt birim olusmaktadir. Daha sonra oligomerizasyon ger¢eklesmektedir. Bu
oligomerizasyon, reseptor ile iligkili olan JAK proteinlerinin ¢apraz fosforilasyon ile
aktive edilmesine neden olmaktadir. Aktive hale gelen JAK proteinleri de reseptdrin
fosforilasyonuna yol agmaktadir (Bowman ve ark., 2000). Reseptdr tizerinde bulunan
bu fosforile bdélgeler sitoplazmada inaktif halde bulunan STAT proteinlerinin
reseptor ile etkilegsmesine imkan saglamaktadir. STAT proteinleri daha sonra
reseptorden  ayrilmakta ve Dbirbirleri ile  homodimer veya heterodimer
olusturmaktadir. Dimerlesen STAT proteinleri hiicre ¢ekirdegine gelmekte ve DNA
Uzerindeki promoter bolgelerle etkileserek hedef genlerin transkripsiyonunu

uyarmaktadirlar (Dogan ve Giig, 2004).

STAT!' larin hiicre i¢in 6nemli rolleri olmasi nedeniyle, kontrol etmek i¢in de
cok sayida diizenleyici mekanizmanin varlig: bilinmektedir. Bu dizenleyiciler pozitif

regiilatorler olarak adlandirilan yol sinyalizasyonunun transdiiksiyonu i¢in aktivitesi
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gerekenler ve sinyal verme guctnu azaltmak i¢in davranan negatif regulatorler olmak
tizere iki siifa ayrilmaktadir. Temel olarak STAT sinyallerinin sona erdirilmesinin
defosforilasyon ile miimkiin oldugu gosterilmistir. Bu aymi zamanda STAT
proteinlerinin ubikuitin / proteasom aracili bozunumuyla veya proteinlerin SOCS
(Sitokin sinyalleri Baskilayicilari) ailesi tarafindan aracilik edilen daha klasik bir
negatif geri besleme dongiisiiyle dogrudan inhibisyon yoluyla da saglanabilmektedir
(Lin ve Leonard, 2000). Ozellikle omurgalilarda, SOCS proteinlerinin JAK / STAT
yol sinyalizasyonunu birkag farkli mekanizmayla baskiladig: bildirilmistir (Davey ve
ark., 1999; Schindler ve Plumlee, 2008). SOCS' un PRL Reseptori yoluyla STATS
aktivasyonunu dengeledigi gosterilmistir. SOCS eksikligi STATSA' nin hizla
aktivasyonuna ve hizlandirilmis alveolar cogalmaya ve farklilagsmaya yol agmaktadir

(Hennighausen ve Robinson, 2008).

1. 2. 3. STAT5A Gen Ozellikleri

STATS, transkripsiyon faktorleri ailesinin bir tyesidir ve prolaktinden sut protein
genlerine sinyal iletiminde merkezi bir rol oynamaktadir (Brym ve ark., 2004).
STATS5, biyume hormonu (BH) ve prolaktin (PRL) 'nin hedef genler Gzerindeki
etkisinin ana aracisi olarak da bilinmektedir. Ik olarak meme bezinde kesfedilmis ve
baslangicta meme bezi faktorli olarak tamimlanmistir. Prolaktin sinyalizasyonunun
hiicre i¢1 araci olarak 6nemli bir rol oynamakta ve prolaktine yanit olarak siit protein
genlerinin transkripsiyonunu aktive etmektedir. STATS5 faktorleri, glukokortikoid ve
instilin ~ i¢in  reseptorlerle  etkilesim  kurmakta ve  fonksiyonel olarak
sinerjiklesmektedir (Davey ve ark., 1999; Flisikowski ve Zwierzchowski, 2003;
Dario ve ark., 2009).

Koyunlarda baglangigta tek bir STATS geni tespit edilmistir. Daha sonra fare,
insan, si¢an ve sig1r hiicrelerinde iki farkli fakat kromozomal olarak baglantili genler
tarafindan kodlanan iki STATS (STATSA ve STATS5B) formlart tespit edilmistir.
STATSA ve STATSB, biiylime hormonu tarafindan regiile edilen genlerin
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transkripsiyonel aktivasyonuna katilimi yoluyla biiylime hormonu sinyalizasyonuna

giiclii bir bigimde katilmaktadir (Dario ve ark., 2009).

Her bir STATS'in basta bagisiklik sistemi olmak iizere, hematopoez, biiyiime
ve meme gelisimiyle ilgili farkli biyolojik fonksiyonlar1 bulunmaktadir (Ambrosio ve
ark. 2002). STATS sirasiyla laktasyon ve biiylimenin temel diizenleyicilerinden olan
prolaktin ve blytime hormonu sinyallerini yonlendiren bir transkripsiyon faktorudur.
Bu nedenle, STATSA geni, ¢iftlik hayvanlarindaki kantitatif nitelikler i¢in bir aday
belirteg olmaktadir (Flisikowski ve ark., 2004). STATS5, B ve T lenfosit gelisiminde
de ¢ok onemli bir rol oynamaktadir. STATS, hem lenfoid hiicrelerin gogalmasi hem
de hayatta kalmasini diizenlemektedir. Insanlarda Akut Lenfoblastik Losemi (ALL)'li
hastalarda yapilan caligmalar STATS aktivasyonunun yiikseldigini gostermektedir
(Harris and Farrar, 2012). STATS5 ¢ogalma, farklilasma ve apoptoz dahil ¢esitli
hlcresel streclerde de onemli bir rol oynamaktadir. STATS'in hatali regiilasyonu
timorlerde oldugu gibi kronik veya akut miyeloid 16semili hastalarda da

g6zlemlenmektedir (Buitenhuis ve ark., 2004)

STATS polipeptidleri tipik olarak homeostatik kosullar altinda sitoplazmiktir
ve durgun bi¢imde bulunmaktadir. Onlarin aktivasyonu, olduk¢a korunmus C-
terminal tirozin fosforilasyonundan kaynaklanmakta ve dimer ¢ifti olusumuna ve

ntkleer translokasyona izin vermektedir (Grimley ve ark., 1999).

Bu ailenin iki Uyesi STAT5A ve STATSB, interlokinler, eritropoietin,
biiyiime hormonu ve prolaktin gibi sitokinlerin ¢ok fazla cesitleri tarafindan aktive
edildikleri i¢in 6n plana ¢ikmaktadir. STATS5 vasitasiyla sitokin sinyalizasyonunun
bozulmasi, karaciger fonksiyon bozuklugu, gebelik sirasinda meme gelisiminin
eksikligi, bozuk bir bagisiklik sistemi ve bozulmus eritropoez gibi farkli hiicrelere
Ozgl etkiler ile sonuglanmaktadir. Molekiiler diizeyde STATS; hiicre ¢ogalmasi,
farklilasma ve hayatta kalma ile baglantilidir (Hennighausen ve Robinson, 2008).
STATSA ¢ogunlukla meme dokusundan eksprese edilirken, STATS5B diger dokulara
kiyasla iskelet kaslarinda yiiksek oranda eksprese edilmektedir. Gebelik sirasinda

alveollerin c¢ogalmas1 ve farklilasmasi esas olarak prolaktin (PRL) tarafindan
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STATS5A ile kontrol edilmekte, viicut biiylimesi ve T hiicrelerinin gelisimi ve
geniglemesi ise esas olarak STATS5B ile kontrol edilmektedir (Metser ve ark., 2016).

STATS5A eksikligi olan farelerde, meme bezi gelisimi ve emzirme agir
sekilde bozulmustur ve bu farelerde lenfohematopoietik kusurlar goriilmiistiir (Davey
ve ark., 1999). STAT5A / 5B az eksprese olan farelerde yapilan bir bagka ¢alismada
Epo, GM-CSF, IL-2 ve GH' yi iceren bir dizi sitokine yanitin bozuldugu
belirlenmistir. Ayrica, bu fare embriyolarinda siddetli anemi de goruldigi
bildirilmistir (Socolovsky ve ark., 1999; Ambrosio ve ark. 2002).

Cytokines:
IL-2, and others (IL-4, IL-7,
IL-9, IL-13, IL-15, and IL-21)

Growth Hormone

Cytoplasm

°—> Normal growth
BCL-X) —>| Cell death, apoptosis

Note:
STATS=
STAT5a and/or

L)NA loop
STATSb

Sekil 1. 12. JAK / STATS5 yolagi sinyalizasyon semasi1 (Nadeau ve ark., 2011)

Farelerde STATS5A eksikliginde ¢ok fazla T-hicresi fonksiyonel defekti
gorulmektedir. Bu durum Epo' ya, GM-CSF 'ye ve IL-2'ye yanit vermemekle
sonuclanmaktadir. Bu nedenle, STATS5A geni bagisiklik yetersizligine neden olan
hastaliklar i¢in bir aday gen olarak diistiiniilmektedir (Ambrosio ve ark. 2002).
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1. 2. 4. Ciftlik Hayvam Yetistiriciliginde STAT5A Geninin Etkileri

Prolaktin (PRL), meme bezi gelisimini ve laktogenezi uyarmaktadir. Prolaktinin
reseptérine (PRLR) baglanmasi STAT proteinlerinin fosforilasyon ve aktivasyonuna
yol agmakta ve bu da spesifik genlerin ekspresyonunu tesvik etmektedir. Sigirlarda
bildirilen 14 6nemli sit proteini bulunmaktadir. Bunlardan STAT1, sut proteini
sentezi ve yag metabolizmasi iizerine etkiliyken, STATSA siit kKompozisyonu izerine
etkili olmaktadir (Singh ve ark., 2014). STATS5A ve STATS5B, gebelik sirasinda
meme dokusundaki sit proteini gen ekspresyonu ve epitelyal hiicre farklilasmasinda
transkripsiyon faktorii olarak 6nemli bir rol oynamaktadir (Liu ve ark., 1997).
STATS5A'nin prolaktin ile birlikte ¢esitli hormonlarin etkisine aracilik ettigi de
bilinmektedir (Goldammer ve ark., 1997). Ineklerin meme epitel hiicrelerindeki siit
protein genlerinin ekspresyonu cogunlukla STATSA transkripsiyon faktoriiniin
aracilik ettigi ve prolaktinin hareketiyle diizenlenmektedir. Sigir STATSA gen dizisi
lizerinde yapilan ¢aligsmalarda ozellikle laktasyon doneminde STATSA geni ve siit
verimi ve sit bilesenleri arasinda 6nemli farkliliklar bulunmustur (Flisikowski ve
Zwierzchowski, 2003; Brym ve ark., 2004).

STAT5A'min meme bezindeki bir baska 6nemi memeye 06zgl siit protein
genlerinin prolaktin kaynakli ekspresyonunu uyaran bir transkripsiyon faktort olarak
orijinal gorevine yansitilmasidir. Bununla birlikte yapilan calismalar sonucunda
STAT5A'min yoklugu, meme alveolar gelisiminin ve siit salimiminin zayiflamasina
neden oldugunu gostermistir. STATSA eksikligi laktasyon i¢in gerekli olan prolaktin
bagimli meme bezi gelisiminin kaybina neden olmaktadir (Ihle, 2001; Hennighausen
ve Robinson, 2008).

Raven ve ark. (2014) meme gelisimi, prolaktin sinyalizasyonu ve involiisyon
yollarinda genetik varyasyonlar iizerine yaptiklari caligmalarda sigirlardaki STAT
genlerinin siit tiretimi ve bilesiminde 6nemli etkilere sahip oldugunu (Tablo 1.4)
bulmuslardir. Ozellikle, STATS5A icindeki SNP' lerin siit kompozisyonu (zerinde
biiytik bir etkiye sahip oldugunu in vitro olarak da dogrulamislardir.
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Tablo 1. 4. Prolaktin yolagindaki STAT genlerin siit bilesenlerine etkileri (Raven ve

ark., 2014)

Gen Yag % Yag Sut Protein % Protein
PRL 0,19 0,04 0,11 0,19 0,36
STAT3 0,43 0,84 0,53 0,78 0,84
STAT5A 0,36 0,85 0,61 0,75 0,80
STAT5B 0,10 0,83 0,78 0,55 0,80

Khatib ve ark. (2009) yaptiklar1 ¢alisma da STAT5A'nin embriyonik yasam
stresini ve gelisim evresini de etkiledigini bulmuslardir. Ayrica, bulduklari
sonuglarla STATS5A'nin insan ve hayvanlardaki diger dogurganlik o6zelliklerini
etkileyen bir aday gen oldugunu ileri siirmislerdir. STAT5A" nin 8. eksonunda
bulduklart SNP153137 (G/C) polimorfiziminin, incelenen tim SNP' lere kiyasla,
embriyonik hayatta kalma ve d6llenme oraninda 6nemli bir degiskenlik ile iligkili

oldugunu tespit etmisglerdir.

Yapilan calismalarda tanimlanan tiim polimorfizmler Sekil 6' da verilmistir.
Mutasyon tipi bir harf semboliiyle isaretlenmistir (Y = C veya T, R = A veya G),
(TG)12 = TG tekrar polimorfizmi, CCTdel = CCT silme, Ex =ekzon).
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Sekil 1. 13. Sigir STATSA geninin polimorfizm haritasi (Brym ve ark., 2004)
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Mccracken ve ark. (1997) yaptiklar1 galismada STATS5A geninin 12. intronun
da gesitli uzunluklarda TG tekrarlar1 bulmuslardir. Antoniou ve ark. (1999), sigir
STATSA proteininin SH2 alanin1 kodlayan gen parcasinda iki SSCP varyanti
bildirmislerdir. Flisikowski ve Zwierzchowkk (2002), ekson 7'de yeni bir SSCP
polimorfizmi tespit etmislerdir. Flisikowski ve Zwierzchowkk (2003) tarafindan
yapilan baska bir ¢alismada intron 15'de bir CCT delesyonu belirlenmistir (Brym ve
ark., 2004).

Brym ve ark. (2004)’nin Jersey ineklerinde yaptiklar1 ¢alismada GG genotipli
ineklerle karsilastirildiginda, AA ve AG genotipindeki ineklerin daha yiiksek protein
icerigi gosterdigi, GG genotipli ineklerin ise daha yuksek sut verimine sahip
olduklar1 saptanmustir (Tablo 1.5).

Tablo 1. 5. Jersey wrkinda STAT5A polimorfizminin st ve siit bilesenlerine etkisi
(Brym ve ark., 2004).

Laktasyon  Genotip N (‘Tg[) ?%% ?gj:g Pzige)in Pzg’/fgi”
1 9501AA 41 3857.85 221.56 5.76 149.80 3.89
1 9501AG 78 3914.44 216.99 5.58 153.22 3.90
1 9501GG 19 4272.74 229.79 5.42 156.84 3.68

Total 138 3946.96 220.10 5.61 152.70 3.87

2 9501AA 25 4167.88 248.32 5.98 163.48 3.93
2 9501AG 42 4419.14 24421 5.56 175.78 3.98
2 9501GG 14 4594.86 248.21 5.45 174.50 3.82

Total 81 4371.96 246.17 5.67 171.76 3.94
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Khatib ve ark. (2008)’nin yaptiklari1 bir aragtirmada STAT5A ve embriyonik
hayatta kalma ile anlamli iligkiler bulunmustur. STATSA' nin embriyo 6liimiinde 2
mekanizma ile iliskili oldugu 6ne siiriilmektedir. Bu mekanizmanlardan birincisi
sperm faktorlerini iceren 6n doéllenme mekanizmasidir ve doéllenme oraninin
diismesine neden olmaktadir. lkincisi, erkek proniikleus ve oosit arasinda
uyusmazliga neden olan bir post-fertilizasyon mekanizmasidir ve bu da embriyonun
blastosist evresi dncesinde 6liimesine neden olmaktadir. Teglund ve ark., (1998)' nin
yapmis olduklar1 fare c¢alismalari, STAT5A' nin hem siit {retimi hem de
dogurganlikla iliskili oldugunu gostermektedir. Ayrica STAT5' in yoklugu kii¢iik
boyutlu veya eksik korpora luteasinin bir sonucu olarak disilerde infertiliteye yol

agmaktadir.

1.3. DNA Polimorfizmi

Evrimsel suregte diinyada bulunan tiim tlrlerin birbirinden farkli hale gelmesi ve bir
tirin wklarn arasindaki farkliliklar1 genetik ¢esitlilikten kaynaklanmaktadir. Bu
farkliliklara yol acan genetik cesitliligin en 6nemli nedenlerinden bir tanesi de

polimorfizmlerdir (Ahmadian ve ark, 2000; Ekmekgi ve ark., 2008).

Polimorfizm, DNA dizilerindeki nukleotitlerde gorulen degisimler olarak
tanimlanmaktadir. Polimorfik DNA dizileri bir proteinin yapisinda degisiklik
yapmayan farkliliklar olarak da tanimlanmaktadir. Genetik terminolojide dogal
popiilasyonlarin polimorfik oldugu sdylenmektedir (Goodenough and levine, 1975;
Turner ve ark., 2004; Utine ve utine, 2012;).

Insanlarda, hayvanlarda ve bitkilerde popiilasyonu olusturan her Uyede
nikleotid dizileri ayni1 degildir ve birgok polimorfizmleri igermektedir. Bu
polimorfizmler; restriksiyon pargast uzunluk polimorfizmleri (RFLP' leri), kisa
ardigik tekrarlar1 (mikrosatellitler, STR) ve tek nikleotit polimorfizmlerini (SNP'
leri) igermektedir (Bardakei ve ark., 2013).
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Restriksiyon pargast uzunluk polimorfizmleri (RFLP), DNA uzerindeki
mutasyonlar: tespit etmek amaciyla kullanilmaktadir. Mutasyonlar sonucunda
restriksiyon enziminin kesme bolgesi yok olmakta veya yeni kesme bdlgesi
olusmaktadir. Yapilan islem sonucunda DNA, restriksiyon enzimleri ile kesildigi
zaman farkli uzunlukta DNA pargalar1 olusmakta ve bu parcalarin uzunluklarina
bakilarak analiz yapilmaktadir (Anonim, 2013). Restriksiyon par¢a uzunluk
polimorfizmi, genetik c¢esitlilik ve ¢esitli organizma gruplari arasindaki evrimsel
iliskinin incelenmesinde, gen haritalamalarinin ¢ikartilmasinda ve yakin akraba
iligkilerinin arastirilmasinda kullanilmaktadir (Filiz ve kog, 2011; Bardakg¢1 ve ark.,

2013).

Kisa ardisik tekrarlar (STR), CACACA gibi kisa tekrarli dizilerden
olusmaktadirlar ve bunlara mikrosatelitler ad1 verilmektedir. Tekrar birimleri 1-13
niikleotit uzunlugunda olabilmekte ve genellikle 5-20 kez tekrarlanmaktadir.
Mikrosatellitler es baskin yapiya sahip olmakta ve ¢ogunlukla molekdler bir belirteg
olarak kullanilmaktadirlar (Anonim, 2013).

Tek nikleotit polimorfizmi (SNP), bir genomda DNA dizisi igerisinde yer
alan tek bir niikleotidde (A, G, C veya T) olusan degisiklikler olarak
tanimlanmaktadir. Nokta mutasyonlar1 olarak da adlandirilmaktadir. Ornegin;
GGATTCT dizisinin GGATCCT dizisine doniismesi tek niikleotid polimorfizmi
olarak adlandirilmaktadir. SNP' ler siklikla iki allel icermekte ve DNA Uzerinde
protein kodlayan veya kodlamayan tlim bdlgelerde bulunmaktadirlar (Bardakgr ve
ark., 2013). SNP' ler, hastalik genlerinin belirlenmesi, klinik genetik testler, adli tip
alaninda heterozigotluk kaybinin belirlenmesi i¢in baglanti calismalarinda
kullanilmaktadir (Ahmadian ve ark., 2000) Insan genomunda biiyiikk kismi tek
nikleotid (C, T, G, A) dizeyinde olmak (zere (insanda on milyon kadar) bir¢ok gen
polimorfizmi bulunmaktadir. Tek niikleotid degisimlerini iceren bu genler, toplumda
% 1°den daha fazla siklikta bulunan allel genler olarak tanimlanmaktadir. Dlinyada
yasayan insanlarin her birinin DNA’s1 % 99. 9 oraninda benzerlik gostermektedir.
Geriye kalan % 0. 1’ lik fark ise bireylerin fenotipik ve genotipik farkliliklarin

sorumlusu olarak gorilmektedir. Tek nikleotid polimorfizmleri insan genomunda
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ortalama her 1000 niikleotidde bir goriilen ve oldukga sik rastlanilan DNA dizi
degisimleridir. (Ekmekgi ve ark., 2008; Bardak¢1 ve ark., 2013). SNP' ler bitkilerde

dahil olmak iizere hemen hemen her canl tiiriinde goriilmektedir (Filiz ve Kog,
2011).

Bu arastirma da, mandalardaki STAT ailesinde 6énemli bir yere sahip olan
STATS5A geninin 6-9. eksonlar1 arasindaki bolgedeki polimorfizmler belirlenecek ve

1slah ¢alismalarinda kullanimi konusunda bir 6n bilgi saglanmis olacaktir.

Bu c¢alisma Afyon Kocatepe Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik
Kurulunun (AKUHADYEK) 49533702/122 sayili izni alinarak yapilmistir.
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2. GEREC VE YONTEM

2.1. Materyal

2.1.1. Hayvan Materyali
Arastirmada, Gida, Tarim ve Hayvancilik Bakanligi, Tarimsal Arastirmalar ve
Politikalar Genel Miidiirliigli tarafindan Afyonkarahisar ilinde yiiriitiilen Mandalarin

Halk Elinde Islah1 Projesi kapsaminda 96 adet Anadolu Mandasi malagidan alinan

kan 6rnekleri kullanilmustir.

2.1.2. Kullanilan Teknik Aletler

2.1.2.1. PCR Cihaz1

STAT5A gen bolgelerinin ¢ogaltilmast ve sekans PCR’1 amaciyla Applied
Biosystem Veriti 96-Well Thermal Cycler PCR cihaz1 kullanilmustir.

Sekil 2.1. PCR Cihazi

30



2.1. 2. 2. Yatay Elektroforez Sistemi

Kandan izole edilen DNA ve PCR drinlerinin goriintiilenmesi amaciyla Thermo

midicell primo EC 320 ve EC 330 elektroforez jel sistemleri kullanilmstir.

Sekil 2. 2. Elektroforez Sistemi

2. 1. 2. 3. Jel Goriinttileme Sistemi

DNA izolasyonu ve PCR islemi sonucunda elde edilen wrtinlerin elektroforez
cihazindaki agaroz jelde yiriitiilmesinin ardindan, bu iriinlerin goruntilenmesi

Vilber Lourmat BIO-VISION jel goriintiileme sistemi kullanilarak yapilmustir.

Sekil 2. 3. Jel Goriintileme Sistemi
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2.1.2. 4. DNA Dizileme Cihazi

PCR islemi sonucunda ¢ogaltilan DNA’larin baz dizilimlerini belirlemek amaciyla

Applied Biosystem 3500 Genetic Analyzer cihazi kullanilmistir.

Sekil 2.4. DNA Dizi Analiz Cihazi

2.2. Metod

2. 2. 1. Orneklerin Toplanmasi ve Saklanmasi

Gida, Tarim ve Hayvancilik Bakanligi, Tarimsal Arastirmalar ve Politikalar Genel
Miidiirligi tarafindan Afyonkarahisar ilinde yiiriitilen Mandalarin Halk Elinde
Islah1 Projesi kapsaminda 96 adet Anadolu Mandasi malagimin Vena jugularis’inden
alman kan ornekleri, DNA izolasyonuna kadar, Afyon Kocatepe Universitesi
Veteriner Fakiiltesi Medikal Biyoloji ve Genetik Anabilim Dali laboratuarinda, -20

C’de cryo tiiplerde saklanmustir.
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2.2.2.DNA izolasyonu

Kandan DNA izolasyonu spin kolon kullanilarak gerceklestirilmistir. 1.5 ml'lik
eppendorf tiiplere 10 pl Proteinaz-K (20mg/ml) konulmustur. Daha sonra tiiplere 200
ul kan ornekleri eklenmistir. Karisimin iizerlerine 200 pl ekstraksiyon cozeltesi
eklenerek 15 sn. kuvvetlice vortekslenip, 56°C’de 15 dk. etiivde bekletilmistir.
Etlivden ¢ikartilinca kapaktaki damlalar1 uzaklastirmak icin kisa siireyle santrifiij
edilmistir. Daha sonra {izerlerine 210 pl binding buffer eklenerek 15 sn
vortekslenmis, kapaktaki damlalar1 uzaklastirmak i¢in kisa siireyle santrifiij edilmis
ve lizatlar spin kolon tiiplerine aktarilmistir. Ardindan, tiiplerin kapaklar kapatilarak
6.000 rpm’de 1dk santrifiij edilerek, toplama tiipiiniin altindaki sivi kisim
dokiilmiistiir. Daha sonra, spin kolonlarin tizerine 650 pul yikama soliisyonu-I eklenip
6.000 rpm’de 1dk santrifiij edilerek toplama tiipiiniin altindaki sivi kisim atilmistir.
Spin kolonlara 500 pl yikama solisyonu-II eklenerek 6.000 rpm’de 1dk santrifiij
edilmisgtir ve ayni sekilde toplama tiipiiniin altindaki sivi kisim dokiilmistiir.
Sonrasinda spin kolonlara tekrar 250 ul yikama soliisyonu-1l eklenerek 14.000
rpm’de 3 dk santrifiij edilmistir. Spin kolon yeni eppendorf tiiplere aktarilmis ve
tizerlerine 200 pl TE buffer (10mM Tris, 1 mM EDTA pH 8,0) soliisyonu eklenerek
oda sicakliginda 5 dk bekletilmistir. Bekleme siiresi bittikten sonra tiipler 8.000

rpm‘de 1 dk santrifiij edilmis ve kullanilmak {izere -20 C’de saklanmuistir.

2. 2. 3. Primer Tasarimi

Primerler NCBI’dan elde edilen STATS5A gen dizinden (NW_005784710.1)
yararlanilarak ve FastPCR Professional 6.1.2 paket programi (Kalendar ve ark.,
2009) kullanarak tasarlanmigtir. Primerler arasindaki dimer ve hairpin olusup
olusmadig1 ayn1 program ile kontrol edilmistir. Caligmada kullanilan primerler Tablo

2.1." de gosterilmektedir.
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Tablo 2. 1. Calismada kullanilan primerler

F1 (STAT5A_F11159) 5-TCCTCCAGCTCAGTTTGCCCA-3'

R1 (STAT5A R12162) 5 TCTGCCAGATGATCTCCGCCA-3'

F2 (STAT5A_F11950) 5-TTGGAAGGCAGGGCATCTCTGC-3

R2 (STAT5A_R12879) 5-CAGCGTACTTGCGGGTGTTCTC-3'

2. 2. 4. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR)

Primerin baglanma sicakliginin (Melting Tempature, Tm) belirlenmesi amaciyla
gradient PCR uygulanmistir. Bu amagla F1-R1 primerleri i¢in 6rnek basina 4,35 pl
ultra distile su, 1,0 pl 10xPCR, 0,7 ul MgCl (50mM), 2,2 ul 5Q soliisyonu (Qiagen)
0,2 ul ANTP, 0,25 pl forward 1 (10 pmol), 0,25 pl reverse 1 (10 pmol), 0,05 pl
Platinium Taq polimeraz (Invitrogen) ve 1 ul DNA koyularak toplam hacim 10 pl
olacak sekilde PCR karigimi hazirlanmistir. F2-R2 primerleri igin ise 6rnek basina
6,90 pl ultra distile su, 1,0 ul 10xPCR, 0,4 ul MgCl (50 mM), 0,2 ul ANTP, 0,25 pul
forward 2 (10 pmol), 0,25 pl reverse 2 (10 pmol), 0,05 pl Platinium Taq polimeraz
ve 1 ul DNA koyularak toplam hacim 10 pl olacak sekilde PCR karisimi
hazirlanmigtir. PCR cihazi sirasiyla 94 °C’ de 2 dk, 94 °C’ de 45 sn, 52-62 °C’ de 30
sn, 72 °C’ de 1 dk ve 72 °C’ de 10 dk calisacak ve 35 dongii yapacak sekilde

ayarlanmugtir.

2. 2.5. Agaroz Jel Elektroforezi

DNA izolasyonu ve PCR urunlerini goriintilemek amaciyla (% 1°lik) agaroz jeli
hazirlanmistir. Jeli hazirlamak igin 1 gr Agaroz tozu ve 100 ml TAE (Tris- Asetat-
EDTA) soliisyonu karistirilarak mikrodalga firinda eritilmistir. Erimis jelin igerisine
1 ul RedSafe boya soliisyonu eklenmistir. Elde edilen karisim 1lik bir hale geldiginde

elektroforez tepsisine dokiilmiistiir. Hazirlanan jel katilasmasi amaciyla 30 dk oda
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isisinda, 30 dk’ da buzdolabi igerisinde +4 derecede bekletilmistir. Daha sonra
elektroforez taraklar1 tepsiden uzaklastirllmis ve tepsi elektroforez tankina
yerlestirilmistir. Tanka jelin Gzerini gececek miktarda TAE (Tris- Asetat- EDTA)
soliisyonu ile doldurulmustur. Her bir kuyucuga 8,5 ul yiikleme boyasi (Loading
Dye) ve 2,5 ul PCR iiriinii igeren karisim konulmustur. Yiikleme isleminin ardindan
cihaz calistirilarak 6rnekler 90 V’ da 30 dk boyunca jelde yiiriitiilmiistiir. Daha sonra
jel  Vilber Lourmat BIO-VISION jel goriintileme sistemi kullanilarak
gorintiilenmistir. GOriintiiniin oldugu bantlar pozitif, goriintiiniin olmadig1 bantlar ise

negatif olarak degerlendirilmistir.

2. 2. 6. DNA Dizilime Analizi

Elde edilen PCR iiriinlerinin baz dizilimini 6grenmek ve polimorfizmleri
tespit etmek amaciyla DNA Dizileme Analizi yapilmistir. PCR UrUnlerinin
temizlenmesi amaciyla PCR tiipi igerisine 4 pl PCR iiriiniiniin, 0,5 pl Exonuclease-1
(Thermo, EN0582) ve 1,0 ul FastAP (Thermo, EF0652) eklenmistir. Hazirlanan
karisim PCR cihazina konularak 37 °C ' de 15 dakika, 85 °C ' de 15 dakika olacak
sekilde ayarlanmistir. Boylelikle, PCR drinlerinin icerisinde bulunan primerler,

dNTP’ler ve tek zincirli yapilar uzaklastirilmistir.

Sekans PCR amaciyla PCR pleytine 6rnek basina 5,5 ul 1xSB soliisyonu
(sequencing buffer), 1 ul BigDye soliisyonu, 2,5 pl primer (F veya R) (1 pmol) ve 1
ul temizlenmis PCR iiriinii ilave edilmistir. Hazirlana karisim PCR cihazina
konulmustur. PCR Cihazi1 96 °C ' de 2 dakika 1 déngi, 96 °C ' de 10 saniye, primerin
baglanma derecesinde 15 saniye ve 60 °C ' de 4 dakika olmak Uzere 35 dongiluk

olacak sekilde PCR cihaz ayarlanmistir.

Sekans PCR sonucu elde edilen Grunler etanol presipitasyon yontemi ile
temizlenmistir Bu amagcla her bir 6rnek i¢in 50 ul Etanol (% 98) ve 2 ul 3M Sodyum
Asetat (NaOAc, pH 5,07) igeren bir soliisyon hazirlanmigtir. Sekans PCR iirtinlerinin
bulundugu her kuyucuga 52 pl hazirlanan bu karigimdan eklenmistir. Pleyt sealing
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ile kaplanmis ve hafifce 10-15 saniye kadar vortekslenmistir. Daha sonra 40 dakika
boyunca -20 °C bekletilmistir. Bu siirenin bitiminde alinarak 30 dakika boyunca +4
°C' de 4600 rpm' de santrifiij edilmistir. Santrifiij sonrasinda alinarak tistteki sealing
cikartilmisg, pleyt bir pecetenin Gzerine ters cevrilerek santrifiij cihazina yerlestirilmis
ve 700 rpm' de 1 dakika boyunca santrifuj edilerek pleyt icgerisindeki fazla sivi
atilmistir. Bu islem sonrasinda pleyt alinarak her bir kuyucuga % 70' lik etanolden 70
ul eklenmis ve istii sealing ile kaplanmustir. 15- 20 saniye boyunca kuvvetlice
vortekslenmistir. Arkasindan 10 dakika boyunca +4 C' de en yiiksek devirde santrifiij
edilmigstir. Santrifiij sonrasinda alinarak {istteki sealing c¢ikartilmig, pleyt bir
pecetenin lizerine ters cevrilerek santriflij cihazina yerlestirilmis ve 700 rpm' de 1
dakika boyunca santrifiij edilerek pleyt icerisindeki fazla sivi atilmistir. Pleyt oda
sicakliginda ve karanlik bir yerde icinde ki etanoliin ugurulmasi amaciyla 60 dakika
bekletilmistir. Bu islemin arkasindan her bir kuyucuga 15 pl Hi-Di Formamide
eklenmis ve pleyt tekrar sealing ile kaplanmis, kuvvetlice vortekslenmis ve 1300
rpm' de kisa bir santrifij yapilmistir. Daha sonra istteki sealing ¢ikartilmis, pleyt

septa ile kapatilmis ve DNA Dizi Analiz Cihazina yiiklenmistir.

2.2.7. istatistik Analiz

Yapilan DNA dizileme analizi sonucunda elde edilen sonuclarin diizenlemesi
Sequencher 5.4.1 paket programi ile yapilmistir. Dlizenlemeleri yapilan tiim 6rnekler
BioEdit programinda hizalanarak polimorfik olan SNP’ler belirlenmistir. STAT5A
genindeki allel frekanslar1 ve heterozigotluklarin hesaplanmasinda GENETIX
(4.05.02) bilgisayar programi (Belkhir ve ark., 1996) kullanilmistir. Beklenen ve

gbzlenen heterozigotluk degerleri arasindaki karsilastirma X2 testi ile yapilmustir.
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3. BULGULAR

STATSA geni toplamda 21064 bazdan olugmaktadir. Bu arastirmada 11160-12880.
bazlar arasinda bulunan 1720 baz uzunlugundaki 6. ekzon ve 9. ekzon arasindaki
bolge calisilmistir. Bu amagla iki farkli primer karigimi kullanilmigtir. Primer
karisimi-1 (STAT5A_F11159 ve STAT5A_R12162) ile 1003 baz cifti (bp), Primer

karisimi-2 (STAT5A_F11950 ve STAT5A_R12879) ile 929 bp uzunlugundaki bolge
cogaltilmistir.

—
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Sekil 3. 1. Gradient PCR Agaroz Jel Elektroforezi gorintisi

Yapilan gradient PCR sonucunda STAT5A_F11159 ve STAT5A_R12162
primerleri icin en ideal Tm derecesi 58 °C, STAT5A_F11950 ve STAT5A_R12879
primerleri igin de 62 °C olarak belirlenmistir (Sekil 3.1). Tiim 6rneklerin PCR’lar1 bu
Tm derecelerine gore yapilmis ve PCR sonucunda elde edilen Grinlerin agaroz jel
elektroforez goriintisu Sekil 3.2°de verilmistir.

Sekil 3. 2. PCR urtinlerinin Agaroz Jel Elektroforezi géruntisu
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Sekil 3. 3. STAT5A geninin 6-9. eksonlari arasindaki SNP'lere ait pik goriintiisii

Yapilan DNA dizi analizin sonucunda elde edilen diziler Sequencher 5.4.1
bilgisayar programi ile diizenlenmis ve BioEdit bilgisayar programi ile de
hizalanmistir (Sekil 3. 2. ve Sekil 3. 3.). intron ve ekzonlarda belirlenen polimorfik
bolgeler, alleller, allel frekanslar1 (Xi) gozlenen (Ho) ve beklenen (He) heterozigotluk
ile Fis degerleri Tablo 3.1°de verilmistir.
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Sekil 3. 4. Ekzon 8’de tespit edilen polimorfik bélge

Tablo 3.1. Anadolu Mandasi STATSA geninin 6 — 9. ekzonlar arasinda tespit edilen

SNP’ler, allel frekanslar1 ve heterozigotluk degerleri

SNP Allel Xi Ho He Fis
11461 i 8(9);32 0.0417 0.0408 -0.016
11849 g 82;82 0.4792 0.4998 0.046
11893 i ggggg 0.7604 0.4999 -0.517
11923 i 8:?;; 0.7500 0.4894 -0.529
11983 i 822;8 0.5938 0.4544 -0.302
12004 i 8;;;; 0.2708 0.2914 0.076
12221 g 8;‘2?2 0.0625 0.4980 0.876
12356 i 88822 0.0833 0.1699 0.513
12430 $ giigg 0.1354 0.2109 0.362
12582 i 8;;82 0.4583 0.3533 -0.293
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STATS5A geninin 8. ekzonunun g+12221. baz bolgesinde belirlenen C/T
polimorfizmi, protein sentezinde herhangi bir degisiklige neden olmamaktadir. DNA

dizisindeki CCT ve CCC kodonlar1 prolin amino asitini kodlamaktadir.

Yapilan khi-kare (X?) analizi sonucunda g6zlenen ve beklenen heterozigotluk
frekanslar1 arasindaki farklar istatistiksel agidan 6nemli bulunmustur (P<0,001). Bu
analizin sonucunda arastirilan bu popiilasyonun Hardy-Weinberg dengesinde
olmadig tespit edilmistir. STATSA genindeki SNP’ler bakimindan gézlenen genotip
frekanslarinin Hardy-Weinberg oranlarindan ortalama sapmalariin bir 6lgiisii olan
Fis degeri bazi SNP bolgesinde negatif ¢ikmistir. Bu durumun homozigotlarin

frekansinin yiiksek olmasindan kaynaklanabilecegi diistiniilmektedir.
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4. TARTISMA

STAT5A geni, meme bezlerinden siit salgisini uyarict hormon olarak gorev yapan
prolaktinden siit protein genlerine sinyal ileten bir gen olarak tanimlanmaktadir.
STAT5A'nin yoklugunda, meme alveolar gelisiminin ve siit saliniminin zayiflamasi
gibi olumsuz etkiler goriilmektedir. Ayrica, STATSA eksikliginde meme bezi
gelisiminde bozukluklar meydana gelmektedir (lhle, 2001; Hennighausen ve
Robinson, 2008). Bunun bir sonucu olarak da sut verimi azalmakta ve sitiin besleyici
ozelligi zayiflamaktadir. Siit verimini arttirabilmek ve igerigini zenginlestirebilmek
icin sutcti  hayvanlarda STATS5A geniyle ilgili caligmalarin  arttirilmasi
gerekmektedir. Insan, sigir, fare ve koyunlarda STATSA ile ilgili yapilan
caligmalarda SNP' ler tespit edilmistir. Gen {lizerinde bulunan bu SNP' lerin
bazilarinin siit kompozisyonu lizerine etkileri oldugu saptanmistir. Ancak, mandalar
lizerine yapilan ¢aligmalar olduk¢a sinirlt sayidadir. Kale ve Yadav (2012), Murrah

mandalari iizerine yaptiklari ¢aligma sinirl ¢alismalardan birini olugturmaktadir.

Mccracken ve ark. (1997), sigirlarda yaptiklar1 ¢alismada STATS5A geninin
12. intronun da gesitli uzunluklarda TG tekrarlar1 bulmuslardir. Antoniou ve ark.
(1999), sigir STATSA proteininin SH2 alanin1 kodlayan gen pargasinda iki SSCP

varyant1 bildirmislerdir.

Teglund ve ark., (1998)' nin yapmis olduklar1 fare ¢alismalari, STATSA' nin
hem sut Gretimi hem de dogurganlikla iligkili oldugunu gostermistir. Ayrica, STATS'
in yoklugunun disilerde infertiliteye yol ac¢tig1 bildirilmistir.

Flisikowski ve Zwierzchowkk (2002), ekson 7'de yeni bir SSCP polimorfizmi
tespit etmislerdir. Flisikowski ve Zwierzchowkk (2003) tarafindan yapilan baska bir
calismada intron 15'de bir CCT delesyonu belirlenmistir.

Brym ve ark. (2004)’nin Jersey ki ineklerde yaptiklari calismada GG
genotipli ineklerle karsilastirildiginda, AA ve AG genotipindeki ineklerin daha
yiiksek protein igerigi gosterdigi, GG genotipli ineklerin ise daha yiiksek siit
verimine sahip olduklari saptanmustir. Flisikowski ve ark., (2004) yaptiklart
calismada; STATS5A'nin transaktivasyon bolgesi SH2 icin ekson 16’da 12743. baz
ciftinde T—C polimorfizmi bulmuslardir. Bu polimorfizmin STATSA DNA baglama
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ozelliklerini degistirdigi gosterilmistir, STAT5A geninin ekson 16'sindaki C—T
polimorfizminin sigirdaki bazi siit Ozelliklerinin degismesine neden olan bir

mutasyon oldugu distiniilmektedir.

Khatib ve ark., (2009), yaptiklar1 ¢alisma da STAT5A'nin embriyonik yasam
stiresini ve gelisim evresini de etkiledigini bulmuslardir. Ayrica, bulduklar
sonuglarla STATS5A'nin insan ve hayvanlardaki diger dogurganlik o6zelliklerini
etkileyen bir aday gen oldugunu ileri stirmiislerdir. STAT5A' nin 8. eksonunda
bulduklart g.153137 G>C polimorfizminin, incelenen tim SNP' lere kiyasla,
embriyonun hayatta kalmasi ve déllenme oraniyla énemli bir iliski oldugunu tespit
etmiglerdir. Anadolu Mandalarinda yapilan bu aragtirma da ise 8. ekzonda

polimorfizm belirlenememistir.

Selvaggi ve ark. (2009) Italyan Brown sigir iizerinde yaptiklari ¢aligmada
STAT5A geninin 7. ekzonu iginde 6853 pozisyonunda C—T polimorfizmi
bulmuslardir. Ozellikle CT genotipindeki ineklerin CC genotipindekilere oranla daha
az siit verdikleri bildirilmistir. CC genotipindeki ineklerden elde edilen sut, protein
acisindan daha zengin (% 0.19) ve dolayistyla laktasyon boyunca CC genotipindeki
ineklerden elde edilen protein miktari, CT genotipindekilerden daha yiiksek
bulunmustur. Anadolu Mandalarinda yapilan bu ¢alismada 7. ekzonunda g.12221
C>T polimorfizmi belirlenmistir Ancak, belirlenen bu polimorfizm ayni amino asiti

kodladig1 igin protein sentezinde herhangi bir degisiklige neden olmamaktadir.

Raven ve ark., (2014) yaptiklar1 galigmalarda sigirlardaki STAT genlerinin
siit {iretimi ve bilesiminde onemli etkilere sahip oldugunu bulmuslardir. Ozellikle,
STATS5A icindeki SNP' lerin st kompozisyonu uzerinde blyuk bir etkiye sahip
oldugunu in vitro olarak da dogrulamiglardir. STATS5A geninin siit
kompozisyonunda yag yiizdesi, siit miktari, protein yiizdesi ve protein miktar

tizerine etkili oldugunu bildirmislerdir.
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Selvaggi ve ark. (2016) Agerolll sigirlarinda STATSA gen varyantlarinin siit
tiretim Ozellikleriyle iliskisi iizerine yaptiklar1 bir bagka calismada, genotipler
arasinda Onemli farkliliklar bulmuslardir. TT genotipindeki inekler, TC
genotipindekilere oranla daha yiiksek yag ve protein igerikli sit vermektedirler. He
ve ark. (2012)’da sigir STATSA geninin A9501G noktasinda bulduklar
mutasyonunun Cin Holstein ineklerinde siit verimi, siit protein verimi ve yag

yiizdesiyle iligkili oldugunu bildirmislerdir.

Kale ve Yadav (2012), Murrah mandalar1 {izerine yaptiklar1 c¢alismada
STAS5A geninin 15. intron, 14. ekson, 7. ekson, 16. ekson ve 9. intron bolgelerini
analiz etmislerdir. Calismalarinda 7. eksonunda tespit ettikleri polimorfizmin 305
ginlik sut verimi Uzerinde (% 5 seviyesinde) belirgin bir etki gosterdigini
belirlemislerdir. Yaptigimiz ¢alismada Anadolu Mandalarinda 7. eksonda herhangi

bir polimorfizme rastlanmamustir.

Yukarida belirtilmis olan farkli hayvan tiirleri lizerinde yapilan ¢aligmalar
sonucunda STATS5A geninde bulunan SNP' lerin sit verimi, sut kompozisyonu,
dollenme ve embriyonik yasam siiresi lizerine etkili oldugu kanitlanmistir. Bu
calismada, Afyonkarahisar bolgesinde yetistirilen 96 bag malagin STAT5A
genindeki 6.— 9. ekzonlar arasindaki bdlge incelenmistir. Yapilan analizlerde
STAT5A geninin 8. ekzonunda, 12221. baz bdlgesinde, C / T polimorfizmi
bulunmustur. Bu polimorfizmin protein kodlamasinda herhangi bir degisiklige neden
olmadig1 tespit edilmistir. Intronlarda belirlenen 9 SNP ile verimler arasindaki
iliskinin arastirilmasinin manda 1slah ¢alismalarina katkisi olacagi diistiniilmektedir.
Manda STATSA geninde yapilan calismalarin smirli sayida olmasit ve bulunan
polimorfizmler nedeniyle bu calisma Onem arz etmektedir. STAT5A geninin
fonksiyonu goz oniinde bulunduruldugunda; bu genin sit kompozisyonu (zerine
etkilerinin ayrintili bir sekilde tespit edilebilmesi i¢in daha kapsamli bir arastirmaya
thtiya¢ duyulmaktadir. STATSA geninin tamaminin ve iligkili genlerin SNP' ler
acisindan incelenmesinin siit verimi, siit kompozisyonu ve manda 1slah1 ¢aligmalar
tizerine katkist olacag diigiiniilmektedir. Giderek daha sagliksiz ve daha kalabalik bir

hal alan Diinya niifusunun, artan organik iirlin talebini karsilayabilmek ve daha
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saglikli bir diizeye getirebilmek i¢in manda ve diger ¢iftlik hayvanlari iizerine

yapilacak genetik caligsmalarin arttirilmasi gerekmektedir.
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5. SONUC

STATS5A geni transkripsiyon ailesinin bir Gyesidir ve prolaktinden st proteini
genlerine sinyal iletiminde merkezi bir role sahiptir. Ayrica, yapilan c¢aligmalarda
meme bezinin gelisiminde de etkili oldugu bulunmustur. Bu fonksiyonlarinin disinda
dollenme ve embriyonik yasam siiresi ile baglantisi oldugu da diisiiniilmektedir. Son
donemlerde yapay {iriinlerinin kullanilmasiyla artan hastaliklarla miicadele etmek
icin dogal besinlere olan talep artmis durumdadir. Bu dogal besinlerden birisi olan
sutiin daha verimli alinabilmesi ve besleyicilik degerinin arttirilabilmesi igin
STATS5A geni aday gen konumunda gorilmektedir. Ancak, simdiye kadar STAT5A
geni Uzerine yapilan ¢alismalar olduk¢a smrli sayidadir. Ozellikle, sigir siitiine
oranla daha besleyici 6zellige sahip olan manda siitlinlin arttirilmasi ve igeriginin
zenginlestirilmesi amaciyla yapilan genetik calismalar yok denecek kadar az

miktarda bulunmaktadir.

Daha oOnce sigirlar, koyunlar ve fareler iizerinde yapilan az sayidaki
caligmalarda STATSA genindeki SNP' lerin siit kompozisyonu uzerine etkileri
kanitlanmistir. Mandalarda bulunan STATSA geninin de incelenmesinin ve SNP'
lerin belirlenmesinin slt verimine ve siitiin besleyici 6zelligine katkida bulunacagi
diisiniilmektedir. Bu amagla, STAT genlerinde daha kapsamli ve verimlerle

iliskilendirilen, sahaya yonelik ¢alismalarin yapilmasina ihtiya¢ duyulmaktadir.
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OZET

Manda STAT5A Geninin Bir Bolimundeki Polimorfizmlerin Belirlenmesi

Bu arastirmada Afyonkarahisar bolgesinde yetistirilen 96 adet Anadolu mandasindan
aliman kan ornekleri kullanilmistir. Caligmada siit verimi ve siit kompozisyonu ile

ilgili olan STAT5A geninde bulunan polimorfizmler saptanmaya ¢aligilmistir.

Yapilan ¢aligmalar sonucunda STATS5A geninin 8. ekzonunda 12221. baz
bolgesinde C / T polimorfizmi tespit edilmistir. Bu polimorfizmin protein sentezini
degistirmedigi bulunmustur. Ancak STATSA geninin memeli canlilarda siit verimi
ve slit kompozisyonu iizerine etkili oldugu bilinmektedir. Bu nedenle bu gendeki
diger bolgelerin incelenmesi ve SNP' lerin tespit edilebilmesi i¢in daha uzun sureli ve
daha kapsamli bir calismaya ihtiya¢ duyulmaktadir. Mandalarda bu gen iizerine
yapilan caligmalarin kisitli olmasi sebebiyle bulgularimizi kiyaslayacak belgeler
bulunamamistir. Manda yetistiriciliginin yayginlastirilmas: ve siit verimlerinin

arttirtlabilmesi i¢in daha fazla ¢aligsma yapilmasi gerekmektedir.

Anahtar Kelimeler: Manda, STAT5A, Polimorfizm, Siit Kompozisyonu
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SUMMARY

Determination of polymorphism in partial of the Buffaloes STAT5A gene

In this study, were used blood samples from 96 Anatolian water buffaloes grown in
Afyonkarahisar region. The study attempted to detect polymorphisms in the

STATS5A gene, which are related to milk yield and milk composition.

As a result of the work done, C / T polymorphism was detected at base 12221
in the 8th exon of the STAT5A gene. This polymorphism was found not to alter
protein synthesis. However, it is known that the STAT5A gene is effective on milk
production and milk composition in mammalian living. Therefore, is needed a longer
and more comprehensive study to examine the other regions of this route and identify
the SNPs. Due to the limited work on this gene in the water buffaloes, we have not
found any documents to compare our findings. Much more work is needed to expand

buffalo farming and increase milk yields.

Keywords: Water Buffaloes, STAT5A, Polymorphism, Milk Composition
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