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ONSOZ

Insanlar hayatlarin1 devam ettirmek igin bir takim besin maddelerine ihtiya¢ duyarlar.
Saglikli bir yasam i¢in bu besin maddelerinden belirli miktarlarda almak
gerekmektedir. Yetigkin bir insanin giinliik protein ihtiyaci yaklagik 70 gramdir. Bu
proteinin en azindan yarisinin hayvansal iriinlerden karsilanmasi gerekir. Ciinkii
hayvansal kaynakli proteinlerde ekzogen aminoasitler dengeli olarak mevcuttur.
Bunlardan siit baglica sigir, koyun, kegi, mandadan, saglanir ve protein en ¢ok manda
stitinde bulunmaktadir. Ayrica manda siitii icerigindeki diger maddelerle de sigr,
koyun ve kegi siitiine gore daha iistiin konumdadir. Tirkiye'nin hayvansal protein
aciginin fazla olmasi, manda yetistiriciliginin az yapiliyor olmasi ve manda siitiine
yeterli 6nemin verilmemesi nedeniyle mandalarin verimleri iizerine etkili oldugu
diisiiniilen genlerin arastirilmasi ve bu bilgilerin seleksiyon ¢aligmalarinda
kullanilmasi: Anadolu Mandalarinda genetik ilerlemeye ivme kazandiracaktir.

Tez konumun belirlenmesinde fikir, destek ve onay veren, yiiksek lisans
egitimim siiresince engin bilgi ve tecriibelerini aktaran, bilimsel ve akademik
konularda yardimlarini ve desteklerini esirgemeyen, degerli tez danigsman hocam
Dog. Dr. Metin ERDOGAN-a tesekkiirii bir borg bilirim. Yiiksek lisans ders dénemi
siiresince verdikleri zaman ve degerli bilgileri igin Prof. Dr. Cevdet UGUZ ve Dog.
Dr. Mine DOSAY AKBULUT hocalarima sonsuz tesekkiirlerimi sunarim.
Laboratuar calismalarimda yardimlarin1 ve desteklerini hi¢cbir zaman esirgemeyen
degerli arkadasim Dr. Fahriye ZEMHERI’ye sonsuz tesekkiir ederim. Ayrica,
“Anadolu Mandalarinin Halk Elinde Islah1” projesi kapsaminda alinan kan
orneklerinden yararlanmama izin verdigi i¢in Tarimsal Arastirmalar ve Politikalar
Genel Miidiirliigiine sonsuz tesekkiirii bir borg bilirim.

Ayrica bu giinlere gelmemde biiyiik emegi olan babam Imdat KOPARAL ve
annem Saliha KOPARAL’a tesekkiirii bir bor¢ bilirim. Her tiirlii sikintiyr benimle
paylasan ve her zaman bana destek olan esim M. Menderes ALYORUK ve nese
kaynagim oglum S. Mirag ALYORUK e tesekkiirlerimi sunarim.
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1. GIRIS

Insanligin beslenme yetersizligi ile kars1 karsiya oldugu, giiniimiiz diinyasinin bilinen
bir gercegidir (Nanda ve Nakao, 2003). insan niifusundaki hizli artisa ragmen,
tarimsal triinlerde azalma meydana gelmektedir. Ayn1 zamanda, gida gereksiniminin
kargilanmasinda ucuz, c¢evre dostu organik iirlinlere olan talepte de bir artig
gozlenmektedir. Manda ve manda iiriinleri bu agidan iiretici ve tiiketicilere oldukca

onemli bir secenek sunmaktadir (Demirytirek, 2004).

Manda, doga sartlarina ve hastaliklara karsi dayanikliligi, yemden yararlanma
giiclinlin yiiksek olmasi, kalitesiz kaba yemleri dahi et ve siite doniistiirebilmesi ve
yetistirme giderlerinin diisiik maliyetiyle yetistiricilikte onemli bir yere sahiptir
(Atasever ve Erdem, 2008). Manda, diinyada 6nemli ekonomik etkinlige sahip ciftlik
hayvanidir (Anonim, 2007).

Manda giiniimiizden 5000 yil once evcillestirilmis (Anonim, 2007) ve
giinlimiizde 40’a yakin iilkede yaygin bir sekilde yetistiriciligi yapilmaktadir (Nanda
ve Nakao, 2003). Fransa disindaki tim Akdeniz {iilkelerinde, Giineydogu Asya,
Giliney Amerika, Kuzey Afrika ile Avusturalya, Balkan {ilkeleri ve bazi Orta Avrupa
tilkelerinde manda yetistirildiginin yapildig1 rapor edilmektedir (Anonim, 2007).
Tiirkiye’de manda yetistiriciligi genel olarak Karadeniz bolgesinde Diizce, Samsun
ve Tokat’ta, Marmara Bolgesi'nde Istanbul ve Balikesir’de, Dogu Anadolu’da Mus,
Bitlis, Bingol, Kars ve Sivas’ta, Giliney Dogu Anadolu Bolgesi’nde Diyarbakir’da,
Ege Bolgesi’'nde ise Kiitahya ve Afyonkarahisar’da yapilmaktadir (Atasever ve
Erdem, 2008).

Mandanin (Bubalus bubalis) bilimsel siniflandirilmasi Tablo 1.1°de, manda
wrklari da Sekil 1.1°deki gibi gruplandirmaktadir (Anonim, 2007).



Tablo 1.1. Manda’nin (Bubalus bubalis) bilimsel siniflandirilmast (Anonim, 2007)

Alem Animalia
Sube Chordata
Siuf Mammalia
Takim Artiodactyla
Familya Bovidae
Alt Familya Bovinae
Cins Bubalus
Tir B. bubalis

Manda, ¢ift tirnakl, gevis getiren sigir ailesinin bir iyesi olup, Bubalus

familyasindandir. Asya mandalar1 (bubalina) ve Afrika mandalari (synserina) olmak

tizere iki gruba ayrilmaktadir (Anonim, 2007).

MANDA

Afrika Yabam
Mandast

'

Asya Mandas1

'

Yabani Manda

}

Evcil Manda

! |

Hindistan Yabani  Anoa Mandas1
Mandast

}

Tamaroa

|
!

Nehir Mandas1

}

Bataklik Mandasi

Sekil 1.1. Manda irklarina ait genel gruplandirma (Ligda, 1998).

Asya mandalar1 yabani ve evcil olmak iizere iki farkli gruba ayrilmaktadir ve

toplam 74 Asya manda irki bulunmaktadir. Evcil mandalar bataklik mandalar1 ve

nehir (irmak) mandalar1 olarak ikiye ayrilir. Genellikle bataklik mandalari yiik

hayvanlar1 olarak, nehir mandalar1 ise eti ve siitii igin yetistirilmektedir (Anonim,

2007).



Tiirkiye’de yetistirilen mandalar, nehir mandalarinin bir alt grubu olan Akdeniz
mandalar igerisinde yer almaktadir. Halk arasinda dombay, camiz, camis ve komiis

olarak da adlandirilmaktadir (Anonim, 2007).

1.1. Manda Eti

Manda eti yagsiz ve koyu renkte olmasi nedeni ile sucuk yapiminda tercih
edilmektedir (Sekerden, 2001). Mandalar sigir karkasina gore daha ¢ok kas, daha az
kemik ve yag i¢cermektedir (BSTID, 1981). Manda etinde sigir etine oranla daha az
kolesterol (%40), yag (%12) ve kalori (%55), daha fazla protein (%11) ve %10
mineral madde bulunmaktadir. Bu 6zelliginden dolayr ABD ve Japonya’da manda
etine olan talep artmaktadir (Kiigiikkebab¢1 ve Sahin, 2002). Manda eti kimyasal
icerigi, besin degeri ve tadi bakimindan sigir etine benzemektedir. Mandanin yaglari
beyaz, sigirin ise sarimsi renktedir (Anonim, 2012d). Son yillarda sadece et iiretimi
icin manda yetistirenlerin orani artmaktadir. Mandadan saglanan et tiretiminin artigi
insan beslenmesine 6nemli 6lciide katkida bulunabilir. Florida Universitesi bilim

adamlar1 manday1 “Amerika’nin gelecekteki ciftlik hayvani” olarak tanimlamaktadir

(Ziauddin ve Rao, 1991).

1.2. Manda Siitii

Manda siitii yag orani bakimindan en yiiksek degere sahip siitler arasindadir. Bu
nedenle, fizyolojik acidan degerli bir siit olarak kabul edilmektedir. Ozellikle
tereyagi, lile kaymagi ve yogurt liretiminde kullanilmaktadir. Bazi tilkelerde manda
siitiinden peynir de yapilmaktadir (Metin, 2001; Ugiincii, 2004). Tamamiyla beyaz
olan peyniri Italya’da mozarella adiyla iinlenmistir. Irak’ta “gemir”, Italya’da
“rncoyyain”, Misir’da tuzlu peynir, Bulgaristan’da “pecorini” peyniri manda
stitinden yapilmaktadir (Soysal, 2009). Manda siitii Hindistan, Pakistan, Misir ve
Nepal gibi bazi gelismekte olan iilkelerde igme siitii olarak tiiketilmektedir (Zicarelli
2004). Diinya siit retiminin %5’i mandalardan elde edilmektedir. Yapisal olarak
manda siitii inek siitiine gére daha az su, daha ¢ok yag, protein ve kalsiyum, demir,

fosfor gibi mineral madde icermektedir (Soysal, 2006). Ayrica, inek siitiine oranla



yag miktart iki kat yiiksek olmasina ragmen kolesterol oraninin inek daha diisiik
oldugu, bunun ise yag globiillerinin c¢apinin kiiciik olmasi dolayisiyla coklu
doymamis yag asitlerince zengin olmasindan kaynaklandigi bildirilmektedir
(Zicarelli 2004). Cesitli biyokoruyucu maddelerin (immunoglobulinler, laktoferrin,
lisozim, laktoperoksidaz) manda siitiinde daha fazla olmasi, 6zel diyetlerde ve
saglikli gida hazirlamada bu siitii inek siitiine gore daha {istiin duruma getirmektedir
(Anonim, 2012b). Manda siitii sadece lezzet yoniinden degil, %58 daha fazla
kalsiyum, %40 daha fazla protein, %43 daha az kolesterol icermesi gibi besleyici
yonden de inek siitiine gore daha listiin oldugu ifade edilmektedir (Phill, 2005).

Tiirk Standartlar1 Enstitiisii’ne gére manda siitii kendine has koku, tat, renk ve
kivamda olan ve mandadan sagilarak elde edilen siit olarak ifade edilmektedir
(Anonim, 2012c). Yag oraninin ve kuru maddesinin daha fazla olmasi tereyagi ve siit
tozu gibi iiretimlerde verimi artirmaktadir. Ayrica, manda siitiinden {iretilen peynir,
yogurt, siit tozu, dondurma ve kaymak gibi iirinler daha beyaz renklidir. Manda siitii
kremasi kahvede kullanmak igin inek siitii kremasina gore daha uygundur (Anonim,
2012a). Igerdigi protein, yag ve mineral madde ile iliskili olarak manda siitiinden
elde edilen peynir ve yogurt kendine has o&zellikler gostermektedir. Ornegin
geleneksel Italyan mozzarella ve Hindistan paneer peynirleri gibi iiriinler en kaliteli

olarak manda siitiinden tiretilmektedir (Verruma ve Salgado, 1993).

Manda siitiinii, inek, koyun ve keci gibi siitlerle karsilastirdigimizda bir¢ok

0zellik bakimindan daha {istiin oldugu Tablo 1.2°de goriilmektedir.

Tablo 1.2. Manda Siitiiniin Diger Siitlerle Karsilastirilmasi (Kiigiikkebape1 ve Sahin, 2002)

Maddeler Manda Sigir Koyun Keci
Su 82,20 87,50 82,70 86,60
Yag 7,90 3,76 6,26 417
Protein 4,20 3,13 5,27 3,61
Laktoz 4,50 4,84 4,91 4,83
Kuru madde 17,80 12,50 17,30 13,40
Mineral 0,74 0,80 0,86 0,79




TUIK verilerine gore Tiirkiye’de hem manda siitii iiretimi hem de manda
slitlinlin pay1 hayvan sayisinin azalmasiyla diismiis, son birkac yil da ise yiikselmeye

baslamistir (Tablo 1.3 ve 1.4).

Tablo 1.3. Tiirkiye Manda Siitii Uretimi (TUIK, 2012)

Manda Sayis1  Sagihr Manda Uretilen

Yillar (Bas) Sayisi (Bas) Siit (Ton)
2005 104.965 38.205 38.058
2006 100.516 36.353 36.358
2007 84.705 30.460 30.375
2008 86.927 31.440 31.422
2009 87.207 32.361 32.443

Tablo 1.4. Tiirkiye’de Manda Siitiiniin Tiim Siitler icindeki Pay1 (TUIK, 2012)

Yillar _Toplam Siit Manda Sitii Manda Siitiiniin
Uretimi (Ton) Uretimi (Ton) Pay1 (%)
1991 10.239.942 161.348 1,58
1995 10.601.552 114.534 1,08
2000 9.793.962 67.330 0,69
2005 11.107.897 38.058 0,34
2006 11.952.100 36.358 0,3
2007 12.329.789 30.375 0,25
2008 12.243.040 31.422 0,26
2009 12.542.186 32.443 0,26

Mandalarin siit verimlerinin 1k, bakim-besleme, yas, laktasyon ve kuruda
kalma siiresi gibi c¢esitli faktorlere bagli oldugu bilinmektedir. Manda 1rklar
arasindaki siit verimlerindeki farklilik genetik yapinin incelenmesini Onemli
kilmaktadir. Bu nedenle, genetik polimorfizm calismalar1 yapilmaktadir. Bu amacla
ilk olarak 1990 yilinda kesif edilen bir grup niikleer reseptoriin, mitokondriyal ve
ekstra-mitokondriyal  lipid metabolizmasinda  fonksiyon goéren  genlerin
transkripsiyonunun diizenlenmesinde rol oynadigi bilinmektedir (Kliewer ve ark

2001; Issemann ve Green, 1990). Peroksizom proliferator aktive edici reseptorler



(PPAR) olarak adlandirilan bu reseptorler ¢ok farkli biyolojik olaylarda fonksiyon
gormekte oldugu, 6zellikle peroksizom proliferator aktive edici reseptor koaktivator
1 alfa (PPARGCIA)’nin siit verimi ve slitteki yag miktar1 {izerine etkili oldugu
diistiniilmektedir. Dolayisiyla PPARGCIA ‘nin yiiksek kalitedeki manda siitiiniin

verimi ve siitteki yag miktari iizerine etkisinin incelenmesi 6nem arz etmektedir.

1.3.  Peroksizom Proliferatorleri ile Aktive Olan Reseptorler (PPAR)

Peroksizom Proliferatorleri ile Aktive olan Reseptorler (PPAR), niikleer reseptor
ailesinin bir alt grubunu olusturmaktadir. Hiicre iginde lokalize oldugu, gen
transkripsiyonunun diizenlenmesinden sorumlu oldugu bildirilmektedir (Kliewer ve
ark. 2001). Yag asidi ve karbonhidrat metabolizmasini diizenleyen, diyetsel lipid
sensorleridir. Ayrica, aterosklerotik lezyonlarda yer alan hiicrelerde PPAR’larin anti-
enflamatuvar etkileri de tamimlanmistir (Marx ve ark, 2004). ilk olarak 1990 yilinda

Issemann ve Green (1990) tarafindan belirlenmistir.

1.3.1. PPAR Aktivasyonu

PPAR’lar Retinoik X reseptorii (RXR) ile heterodimer olusturarak PPRE (PPAR
yanit elemani) tizerinden DNA’ya baglanmaktadir. Bu reseptorler 6zgiil ligandlar ile
aktive olmaktadir. Ligand hedef hiicrenin zarinda, sitoplazmasinda veya niikleus
zarinda yer alan, reseptorlere baglanarak istenen etkinin olusmasmi saglayan
maddeler olarak ifade edilmektedir. Kofaktorler (koaktivatdr veya korepresor)
niikleer reseptorlerin transkripsiyonu aktive etmesine veya baskilamasina aracilik
etmektedirler. Boylece hedef genlerin transkripsiyonu ger¢eklesmektedir (Sekil 1.2).
Liganda bagli olmadigi durumda PPAR anti-repressor kompleksi ile etkilesmekte,
korepressoriin deasetile durumda aktivitesi gen transkripsiyonunu inhibe etmektedir.
Ekzojen (ilaglar) veya endojen (yag asitleri, vb.) ligandlara baglandiginda PPAR
RXR ile heterodimerize olmakta ve histon deasetilaz aktivitesini i¢eren koaktivator
yerleserek cesitli genlerin transkripsiyonunu kolaylastirmaktadir (Kota ve ark.,
2005).
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Sekil 1.2. PPAR’larin gen transkripsiyon mekanizmalar: (Kota ve ark., 2005).

PPRE dizisi AGGTCAnAGGTCA seklinde direk tekrar (DR 1) motifinden
olusmaktadir. PPAR’ lar bu niikleotid dizisinin 5’ kismina baglanmaktadir. PPAR’
lar, ligandlar1 olmadig1 durumda histon deasetilaz iceren kompleks (korepresor) ile
etkilesim icindedir. Ligandlari hiicre ¢ekirdeginde mevcut oldugunda korepresor
reseptorden ayrilirken, koaktivatdr reseptore baglanmakta ve transkripsiyon
gerceklesmektedir. PPRE dizisi biitiin PPAR izotipleri i¢in aymidir (Juge-Aubry ve
ark, 1997). PPAR, niikleer reseptorlere yapisal olarak benzerlik gostermektedir
(Ferre, 2004). PPAR’n yapisal bolgeleri A’dan F’ ye kadar adlandirilmistir (Sekil
1.3). Burada,

A/B: Transaktivasyon/fosforilasyon bdlgesi,

C: DNA’ ya baglanma bdlgesi,

D: Yapisal degisiklikten sorumlu bdlge ve

E/F: Ligandin baglandig1 dimerizasyon/transaktivasyon bolgesidir.

A (= (=] E/F
fj Mentese l .
DNA baglayan Heterodimerizasyon ve
boige Ligand baglayan bdige

Sekil 1.3: Niikleer reseptorlerin yapisi (Friedmann ve ark, 2005)



1.3.2. PPAR izoformlar

Yapilan ¢aligmalarla farkli dokularda farkli PPAR tipleri oldugu ortaya ¢ikartilmistir.
Dreyer ve ark. (1992) PPARa’ya benzeyen PPARP (PPARS) ve PPARYy’y1
klonlamislardir. PPAR izotipleri Xenopus, rat, sigan, hamster ve insan olmak iizere
omurgalilarda tanimlanmislardir. Insan PPARa (NR1C1) geni 22. kromozomda yer
almaktadir (Sher ve ark, 1993). PPARB (NRIC2) 6. kromozomda ve PPARy
(NR1C3) ise 3. kromozomda lokalize olmustur (Beamer ve ark, 1997). PPAR’larin
lipid ve lipoprotein metabolizmas1 ile glukoz homeostazisindeki etkileri
bilinmektedir. Bundan baska monosit-makrofaj farklilasmasi, trombosit
fonksiyonlart ve inflamasyondaki rolleri nedeniyle ateroskleroz hastaliginin

patogenezinde ¢ok etkin fonksiyonlara sahip olduklar1 belirtilmektedir (Lehmann ve
ark, 1995).

PPAR izotiplerinin hangi durumlarda aktive olduklari, ligantlari, dokulardaki
dagilimi ve islevleri Tablo 1.5’ de gosterilmistir (Kuenzli ve Saurat, 2003).

1.3.2.1. PPAR Alfa (u)

PPARa 6zellikle karaciger, kalp, bobrek, iskelet kasi, ince barsak ve pankreas olmak
tizere bircok dokuda diisiik seviyede eksprese olmakla birlikte serbest yag asidi
oksidasyonunu, lipoprotein seviyesini ve inflamasyonu diizenleyen yaklagik 100
genin ekspresyonunun kontroliinde gorev almaktadir. Ayrica, PPARa agonisti
fibratlar trigliserit yiiksekligi ve diisik HDL seviyesi tedavisinde de
kullanilmaktadir. (Ahmed ve ark, 2007).

1.3.2.2. PPAR Beta (B/5)

PPARP/6’nin  birgok dokuda eksprese olmasi nedeniyle membran lipid
metabolizmas1 gibi temel hiicresel fonksiyonlarda yer aldigi (Escher ve Wahli,
2000), ayrica prenatal donemde organogenezde de dnemli rol oynadigr bilinmektedir

(Kiec-Wilk ve ark, 2005). Lipid metabolizmasinda, epidermal hiicre



proliferasyonunda ve miyelinizasyonda etkin olup (Komar, 2005), kasta serbest yag
asidi oksidasyonunu arttirmaktadir (Semple ve ark, 2006). Lipid depolanmasinda da
gorevi olabilecegi ve c¢ok diisiik dansiteli lipoproteine (Very Low Density
Lipoprotein, VLDL) cevap olarak makrofajlarda lipid birikmesine neden oldugu
disiiniilmektedir (Zieleniak ve ark, 2008). Ayrica embriyonun implantasyonu ve

yara iyilesmesinde de rol aldig1 da gosterilmistir (Komar, 2005).

Tablo 1.5. PPAR izotiplerinin dokuda dagilimlari ve islevleri

Aktivite

izotipleri Durumu Ligandlari Dokudaki Dagilimlar: Islevleri
PPAR alfa  Acglik Yag asitleri Karaciger Peroksizom ¢ogalmasi
(Fibratlar) Kahverengi Yag dokusu (yalnizca kemirgenlerde)
Iskelet kasi -Lipid katabolizmasi
Kalp -Inflamasyonun kontrolii
Bobrek -Keratinosit farklilagmasi
Enterositler ve ¢ogalmast
-Deride yara iyilesmesi
PPAR beta  Hareket Proteinler Kas -Kolesterol taginimi
Yag asitleri Adipoz -Hiicre ¢ogalmasi ve
apoptozis
-Miyelinizasyon
-Embriyo implantasyonu
-Yag hiicresi farklilagmasi
-Deride yara iyilesmesi
PPAR Tokluk Yag asitleri Yag doku -Lipid anabolizmasi
gamma (TZD ilaglar1) Kolon -Yag hiicresi farklilagmasi
Makrofajlar -Inflamasyonun kontrolii
Dalak -Makrofaj olgunlagmast
Retina -Embriyo implantasyonu
Hematopoietik hiicreler -Antidiyabetik
glitazonlarin molekiiler
hedefi
1.3.2.3. PPAR Gamma (y)

PPARy primer olarak adipositlerde, daha az oranda iskelet kasi, karaciger, kalp ve
kalin bagirsakta eksprese olmaktadir (Escher ve Wahli, 2000; Komar, 2005).
PPARy’nin adipoz hiicre farklilasmasi, lipid depolanmasi ve glukoz homeostazinda
gorev alarak, bu olaylarla ilgili bircok genin transkripsiyonunu kontrol ettigi

bilinmektedir. Makrofaj igindeki lipid dengesinin kontroliinden de sorumlu oldugu



belirtilmistir. Yag asidi tastyicis1 CD36’nin diizeyini arttirarak lipidlerin hiicre igine
tasinmasin1 saglarken, ATP-baglayan kaset protein Al’i (ATP binding cassette
protein Al, ABCAI) indiikleyerek lipidin hiicre disina c¢ikarilmasina sebep
olmaktadir (Ahmed ve ark, 2007).

PPARy’nin aminoasit sayisina gore iKi izoformu tanimlanmistir. Bunlar;
PPARy1 ve PPARYy2 izoformlaridir. PPARY2’yi PPARyI’den farkli kilan 6zellik;
PPARYy2’nin amino ucunda ilaveten 28 aminosit bulunmasidir (Zieleniak ve ark,
2008). PPARY1 izoformu adipoz doku, karaciger, iskelet kasi, prostat, bobrek, meme,
bagirsak ve gonadlar gibi hemen hemen her dokuda eksprese olurken, PPARY2
izoformu adipoz dokuda eksprese olmakta ve adipoz doku diferensiyasyonunu

diizenlemektedir (Sainis ve ark, 2008).

PPARy’nin kromozomal lokalizasyonu 3p25°te bulunmaktadir. PPARy geni 9
ekzonlu olup, 100 kilobazdan fazla uzunluga sahiptir. Farkli promotorlar ve alternatif
kesip- ekleme mekanizmasiyla olusan 4 ayri PPARy mRNA’s1 tanimlanmistir.
Kesip-ekleme varyantlarindan PPARy1, y3 ve y4 mRNA’lari PPARy1 izoformunu
kodlarken, kesip-ekleme varyantt PPARy2 mRNA’s1i ise PPARy2 izoformunu
kodlamaktadir. PPARy1 8 ekzonla kodlanirken, PPARY2 7 ekzonla kodlanmaktadir.
Hem PPARy1 hem de PPARY2’yi kodlayan boélgenin ilk 6 ekzonu ortaktir (Komar,
2005; Zieleniak ve ark, 2008).

1.4.  Peroksizom Proliferator Aktive Edici Reseptor Gamma Koaktivator 1
Alfa (PPARGCI1A)

Transkripsiyon faktorleri ile beraber calisip gen transkripsiyon hizini artiran
proteinlere koaktivator olarak ifade edilmektedir. Peroksizom Proliferator Aktive
Edici Reseptor Gamma Koaktivatorl (PGC-1), ilk olarak PPARy’nin
transkripsiyonel koaktivatorii olarak tanimlanmistir (Knutti ve Kralli, 2001).
Kahverengi yag dokusu, karaciger, kalp, bobrek ve beyin gibi mitokondriden zengin
dokularda fazla miktarda eksprese olmakta ve metabolik ihtiyaclarla gelen sinyaller

dogrultusunda ekspresyonu artmaktadir. Ozellikle, Soguga maruz kalinmas ile kas ve
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kahverengi yag dokusunda, aglikta kalp dokusunda ve uzun fiziksel egzersiz sonrasi
kasta ekspresyonunda artis gozlenmektedir. PGC-1, diger niikleer reseptorlerle
etkilesimi ligand-bagimli olmasina ragmen PPARy ile ligand-bagimsiz olarak
etkilesmektedir. Mitokondride biyogenezis, oksidatif fosforilasyon ve yag asitleri
oksidasyonu enzimlerinin indiiklenmesinde rol almaktadir (Puigserver ve ark, 1998).
PGC-1, PPARa ile ligand-bagimli olarak etkilesmekte ve mitokondride yag asidi
oksidasyon enzimlerinin ekspresyonlarinin arttirilmasinda transkripsiyonel kontrolii

saglamaktadir (Knutti ve Kralli, 2001).

Peroksizom Proliferator Aktive Edici Reseptor Gamma Koaktivator 1 Alfa
(PPARGC1A) genin, glikoz-yag metabolizmasi ve enerji dengesindeki Onemli
roliinlin yan1 sira insanlarda ve farelerde karacigerdeki, adipoz ve kas dokusundaki
metabolik islemlerin diizenlenmesindeki etkisi siit ineklerindeki laktasyon siiresi
tizerine muhtemel etkisini giindeme getirmistir. Bu yiizden, PPARGCIA geni, siit
ineklerinde laktasyonun baglamasi ve siirdiirilmesinde metabolizma tarafindan
gereksinin duyulan potansiyel bir araci olabilecegi 6ne siiriilmiistiir (Weikard ve ark.
2005).

1.5. Polimorfizm

Genetik polimorfizm en az iki allel tarafindan meydana getirilen ve bir popiilasyon
icinde aym1 zamanda farkli olarak ortaya cikabilen 6zellikler olarak tarif edilebilir.
Basit genetik polimorfizmin nedeni, genetik olaylarin olusumundan sorumlu ve bir
lokusta bulunan farkli allellerdir (Erdogan, 2000). Polimorfizmler, organizmada
patoloji yaratmayan mutasyonlar olarak da tamimlanabilir (Yigitbas, 2006).
Toplumda %1°den daha yiiksek siklikla bulunan genetik cesitlilik ya da gen
secenekleri polimorfizm olarak adlandirilmaktadir (Ekmekgi ve ark., 2008).

1.5.1. DNA Polimorfizm

Polimorfizm c¢aligmalari, rekombinant DNA teknolojisinin gelismesi ve PZR

(Polimeraz Zincir Reaksiyonu) ‘nun kesfi sonucu molekiiler teknikler ile daha hizl
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ve kesin sonuglar vermektedir. Son yillarda ¢esitli molekiiler teknikler (AFLP,
RAPD, RFLP, mikrosatalitler, DNA dizileme analizi vb.) gelistirilmistir (Kiraz,
2010).

1.5.1.1. Tek Niikleotid Polimorfizmi (SNP)

Tek niikleotid polimorfizmi (SNP), genomik veya mitokondriyal DNA’nin bir
popiilasyonun bireyleri arasinda farklilik gosterdigi tek baz-gifti degisiklikleri olarak
ifade edilmektedir. Gen polimorfizmleri popiilasyonda yaygin olarak goriilmekte,
etnik ve cografi farkliliklar gostermektedirler. Birgok durumda hiicre metabolizmasi
i¢cin 6nemli olan DNA tamiri, hiicre dongiisii kontrolii, sinyal iletimi gibi yolaklarda
rol alan genler kritik roller tistlenmektedir. Bazi durumda genin kodladigi proteinin
fonksiyonu ya da enzim aktivitesi bu degisikliklerden dnemli Olclide etkilenebilir

(Deligezer ve ark., 2004).

Hiicresel enerji metabolizmasinin diizenleyicisi olan Peroksizom proliferator
aktive edici reseptor gama koaktivator 1 alfa proteini, PPARGCIA (PGC-1A) geni
tarafindan kodlanmaktadir. PPARGCIA’nin bir c¢ok niikleer hormon reseptorii
aktivitesinde, termogenesisde transkripsiyonel faktorlerle, adipogenesis ve
glikogenesis ile etkilestigi gosterilmistir. (Handschin ve Spiegelman 2006; Liang ve
Ward 2006; Liu ve Lin 2011). PPARGC1A geninde c¢esitli polimorfizmler

saptanmistir.

Insanlarda, PPARGCI1A geninin obezite, diyabet ve kardiyomiyopati gibi
hastaliklarm olusumunda rol aldign gériilmiistiir (Liu ve Lin 2011). Insanlar ve
hayvanlar iizerine yapilan calismalar PPARGC1A geninin, yag metabolizmasi
lizerinde 6nemli bir rolii oldugunu ortaya koymaktadir. insan PPARGC1A genindeki
bir Gly482Ser polimorfizminin tip 2 diyabet gelisimi i¢in risk faktorii olusturdugu
(Kunej ve ark, 2004), ve insiilin salinimint etkiledigi gozlenmistir (Miiller ve ark,
2003).
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Domuzlarda, PPARGC1A genindeki cys430ser polimorfizminin yagl ve
yagsiz doku olusumu ile iligkili oldugu ve bununda et kalitesini etkileyen 6nemli
faktorler arasinda yer aldigi bildirilmistir (Kunej ve ark, 2005). Bu polimorfizmin
etei sigirlarda biiyime ve kas kiitle yogunlugu iizerine bir etkisi olmadigi

gozlenmistir (White ve ark, 2007).

Farelerde yapilan ¢alismalarda, bu geninin kas lif tipini tayin eden temel bir
faktor oldugu sonucuna vartlmistir (Lin ve ark. 2002). Ayrica, yapilan detayl
aragtirmalar sonucunda PPARGC1A geninin kalp kasindaki damar olusumunu
diizenledigi ve kardiyak PPARGCI1A eksikligi olan farede mikrovaskiiler yogunlugu
azalttig1 bununda gebeligi koti yonde etkiledigi gortilmistiir (Patten ve ark. 2012).

Wu ve ark. (2006) tavuklar {izerine yaptiklar1 ¢alismada, PPARGC1A
genindeki 646 A-T pozisyonundaki polimorfizmin abdominal yag oraniyla iligkisi
oldugunu ancak biiylimeyi etkilemedigini belirtmistir. Daha sonra yapilan baska bir
arastirmada ise bu SNP’nin tavuklardaki et kalitesi {izerine etkisi oldugu tespit
edilmistir (An ve ark., 2008).

Bu genin sigirlarda, siit 6zelliklerini (Weikard ve ark. 2005; Khatib ve ark.
2007; Komisarek ve Dorynek 2009; Kowalewska-Uczak ve ark. 2010), biiyiime ve et
kalitesini (Soria ve ark. 2009), siit yag bilesemini (Schennink ve ark. 2009,

Komisarek ve Dorynek 2009) etkileyen aday bir gen olabilecegi one siirtilmiistiir.

Sigirlarda PPARGC1A geni 6.kromozomda bulunmakta ve 13 ekzondan
olugsmaktadir (Weikard ve ark. 2005). Bu gende birkag polimorfizm tanimlanmistir
(Weikard ve ark. 2005; Schennink ve ark. 2009; Soria ve ark. 2009). PPARGC1A
geninde intron 9 daki bir SNP nin siit sigirlarindaki siit yagi verimi ile iliskili oldugu
gozlenmistir (Weikard ve ark. 2005; Schennink ve ark. 2009; Kowalewska-Uczak ve
ark. 2010), bununla birlikte farkli sigir irklar iizerine yapilan ¢aligmalar arasinda bir
uyum gozlenememistir (Khatib ve ark. 2007). Mitokondriyal biyogenezis ve enerji
metabolizmasiin diizenlenmesinde 6nemli rolii oldugu bilinen PPARGCIA’nin

meme yagi sentezi ile de iliskili oldugu belirtilmistir (Liang ve Ward, 2006).
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Laktasyon siirecinde, meme dokusunda mitokondri sayisinin ve biiyiikligiiniin
artmast PPARGCI1A genin artist ile iliskilendirilmistir  (Jones, 1974).
PPARGC1A’nin ekzon 8 deki SNP’nin siit ineklerinde siit yag kalitesi ile ilgili
oldugu bilinmektedir (Weikard ve ark. 2005).

Mandalardaki PPARGCI1A geninin siit verimi iizerindeki etkisinin
arastirildigi bir calismada, mandalara 6zel yeni SNP’ler tanimlanmistir. Bu SNP’lerin
mandalardaki siit kalitesi ve iiretiminde belirleyici olarak kullanilabilecegini
belirtilmistir (Javed ve ark. 2011). Mandalar ile yapilan bir diger ¢alismada da farkli
tiirlerdeki, PPARGCI1A geninin yapisal karsilastirmasi sonucu kiiclik farkliliklara
sahip olduklar1 gézlenmistir. Farkli manda tiirlerindeki PPARGC1A geninin, gen ve
protein diziliminde mutasyonlar goriildiigi ve bunun baglanma bolgelerinde farkli
etkiler olusturdugu belirtilmistir. Baglanma boélgelerindeki bu degisimin, siit

icerigindeki farkliliklarla iliskili olabilecegi bildirilmistir (Kumar ve ark. 2012).

Bu arastirma ile PPARGC1A geninin, glikoz-yag metabolizmasi1 ve enerji
dengesindeki énemli roliiniin yani sira siit kalitesi ve siit veriminde aday gen olarak
kullanilabilmesi nedeniyle ~Anadolu Mandalarindaki PPARGC1A geninin

8.ekzonundaki polimorfizmi belirlemek amaglanmistir.

14



2. GEREC ve YONTEM

2.1. Materyal

2.1.1 Hayvan Materyali

Bu arastirmada, Afyonkarahisar ilinde yetistirilen ve Afyon Kocatepe Universitesi
Veteriner Fakiiltesi Medikal Biyoloji ve Genetik Anabilim Dali1 laboratuvarinda
bulunan ve Anadolu Mandalarinin Halk Elinde Islah1 projesi kapsaminda alinmis 200

disi malak kan 6rnegi kullanilmstir.

2.1.2. Teknik Aletler

2.1.2.1. Mikropipet

Tiim sulandirmalar ve uygulamalar igin 0.5-10, 2-20, 10-100 ve 100-1000 ul’lere

ayarlanabilen Eppendorf Research plus mikro pipetleri kullanilmustir.

2.1.2.2. Ultra Saf Su Cihaz1

Primerlerin, DNA’larin ve PCR reaksiyonlari i¢in gerekli olan ultra saf su Milli-Q
Synthesis (MILLIPORE) cihazindan saglanmistir.

2.1.2.3. Gii¢c Kaynag

Elektroforez ¢alismasinda Thermo 4000P programlanabilir gii¢ kaynagi

kullanilmastir.

2.1.2.4. Yatay Elektroforez Sistemi

Elde edilen DNA’larin ve PCR iiriinlerinin elektroforezde yiiriitiilmeleri i¢cin Thermo

midicell primo EC 320 ve EC 330 elektroforez jel sistemlerinden yararlanilmistir.
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2.1.25. PCR Cihaz1
Uygun primerler kullanilarak istenilen DNA bolgelerinin ¢ogaltilmasi Applied
biosystem Veriti 96-Well Thermal Cycler PCR cihazi ile gergeklestirilmistir.

2.1.2.6. Jel Goriintiileme Sistemi

DNA izolasyonu ve PCR sonucu elde edilen iiriinlerin elektroforez sonucu
goriintiilenmesi amaciyla Vilber Lourmat BIO-VISION jel goriintileme sistemi

kullanilmustir.

2.1.2.7. Multiskan Go Microplate Spektrofotometre

DNA’larin = miktarin1  ve safligimi  belirlemek i¢in  Multiskan Go pdrop
Spektrofotometre (Thermo Scientific) kullanilmig ve 260/280 oran1 1,8 -1,9 arasi
degerler olan DNA’lar kullanilmistir. Tiim DNA’lar 20 ng/ul olacak sekilde

ayarlanmistir.

2.1.2.8. DNA Dizileme Cihaz1

PCR ile ¢ogaltilan DNA’lara ait baz dizilimlerini belirlemek i¢in Applied Biosystem

3500 Genetic Analyzer cihazindan yararlanilmigtir.

2.2. Metod

2.2.1. Kanlarin Ahnmasi1 Hazirlanmasi ve islenmesi

Afyon Kocatepe Universitesi Veteriner Fakiiltesi Medikal Biyoloji ve Genetik
Anabilim Dali laboratuarinda -20 °C’de derin dondurucuda saklanmis ve

antikoagulantli (EDTA) tiiplere alinmis kan 6rnekleri arastirmada kullanilmistir.
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2.2.2. DNA izolasyonu

DNA izolasyon, Boom ve ark. (1990)’nin yontemi modifye edilerek ve spin kolumn
kullanilarak gergeklestirilmistir. 200 pl kan 6rnekleri 1.5 ml’lik eppendorf tiiplere
aktarildi, tizerlerine 200 pl ekstraksiyon ¢ozeltesi eklenerek 15 sn. kuvvetlice
vortekslenip, 56°C’de 15 dk. etiivde birakildi. Daha sonra iizerlerine 250 ul etanol
(96-100%) eklenerek 15 sn vortekslendi ve lizatlar spin kolumnlara aktarildu.
Ardindan, 8.000 rpm’de 1dk santrifiij edilerek, alt kismu dokiildii. Daha sonra, spin
kolumnlarin tizerine 500 pl yikama soliisyonu I eklenip 8.000 rpm’de 1dk santrifiij
edilerek, alt kismi atildi. Spin kolumnlara 500 pl yikama soliisyonu II eklenerek
8.000 rpm’de 1dk santrifiij edildi ve bu asama 2 kez tekrarlandi. Spin kolumn yeni
tillere aktarildi ve 14.000 rpm’de 3 dk. santrifiij edilerek kurutuldu. Daha sonra spin
kolumn yeni eppendorf tiiplere aktarildi ve tizerine 150 ml TE buffer (10mM Tris, 1
mM EDTA pH 8,0) soliisyonu eklenip, 5 dk oda sicakliginda bekledikten sonra 8.000

rpmde 1 dk santrifiij edildi.

2.2.3. Primer Tasarim

Primerlerin tasariminda Fast PCR Professional 6.1.2 beta (Kalender ve ark., 2009)
bilgisayar programi ve NCBI’dan elde edilen PPARGCIA gen dizinden
(GU066311.1) yararlanilarak ileri (forward) primeri 5'-
AGCTCCATGACTCCAGACAA-3'  ile  geri (revers)  primerleri  5'-
CAACAATCTCCTTAGTTCCGGGAA-3 elde edilmistir.

2.24. PCR

Yapisma sicakliginin belirlenmesi amaciyla gradient PCR uygulanmistir. 16,75 pl
ultra distile su, 2,5 ul 10xPCR, 2 ul MgCl, 0,5 ul dNTP, 0,5 ul forward, 0,5 ul
reverse, 0,25 pl Platinium Taq polimeraz ve 2 pul DNA koyularak toplam hacim 25 pl
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olacak sekilde PCR karigimi hazirlanmistir. PCR cihazi, 6nce 94 °C’de 2 dk, sonra
94 °C’de 30 sn, 55-63 °C’de 30 sn ve 72 °C’de 1dk olacak sekilde 35 dongii, 72
°C’de 10 dk ve 4 °C ‘de bekletilecek sekilde programlanmistir.

Elde edilen PCR firlinleri (% 2’lik) agaroza jel de yiiriitiilmiis, RedSafe ile

boyanmis ve olusan 1simalar degerlendirilmistir.

2.2.5. Agaroz Jel Elektroforezi

Agaroz jeli (% 2’lik) hazirlamak i¢in 50 ml 1XxTAE (Tris asetat EDTA) soliisyonu
(Merck, 1.06023.1000) ve 1 g agaroz (Merck, 1.01236.0100) karistirilip, mikrodalga
firinda eritildi ve i¢ine 0,7 pl RedSafe boya soliisyonu (Intron Biotechnology, 21141)
eklendi. Karigim icinde tarak bulunan elektroforez jel tepsisine dokiildii. Jelin
katilagsmasi i¢in 30 dk oda 1sisinda, 30 dk da 4 °C’de bekletildi. Daha sonra, jeldeki
tarak uzaklagtirilarak elektroforez tankina yerlestirilip lizeri 1XTAE soliisyonu ile
dolduruldu. Her kuyucuga 8 pl yiikleme soliisyonu (6XTriTrack™ DNA Loading
Dye, Thermo Scientific, R1161) ile 2 ul DNA veya PCR fiiriiniinden olusan karisim
eklenip, 90 V’ta 30 dk yiritildi. Daha sonra DNA’lar veya PCR firiini jel
goriintiileme sistemiyle kontrol edildi. Isimanin oldugu bantlar pozitif, 1stmanin

goriilmedigi bantlar ise negatif olarak degerlendirildi.

2.2.6. DNA Dizileme Analizi

Her bir 6rnege ait 5 ul PCR iriinii, 0,5 pl Ekzoniikleaz | (Thermo, EN0581) ve 1 pl
FastAP (Thermo, EF0654) olacak sekilde karistirildi. Bu karisim, 37°C’de 15 dk,
85°C’de 15 dk ve 4°C’de bekletildi.

DNA dizileme PCR igin 13,0 ul 1xSequencing buffer, 1 ul BigDye, 5 ul F
veya R primeri (1pmol) ve 1 ul EXoSAP ile temizlenmis PCR iirlini karistirild.
Hazirlanan bu karisim PCR cihazina yiiklendi ve PCR cihazi 96 °C’de 2 dk ve 96
°C’de 10 sn, 55 °C’de 15 sn ve 60 °C’de 4 dk 35 dongii olacak sekilde programlandi.

Sekans PCR iiriinlerini temizlemede 96’lik pleyt icin 125 6rneklik karigim

hazirlandi. Pleytin kuyucuklarindaki sekans PCR iiriinlerinin tizerine 50 pl etanol
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(%96) ve 2 ul 3M sodyum asetattan (NaOAc, pH 5,07) olusan 52 ul karisimdan
eklendi. Daha sonra pleyt sealing ile kaplanarak 10-15 sn hafifce vortekslendi ve 40
dk -20 C’de bekletildi. 30dk. Sonra +4 °C’de en yiiksek devirde (4600 rpm) plate
rotoru ile santrifiij edildi. Usteki kaplama gikartilip pleyt pegete veya havlu iizerine
ters gevirerek koyuldu ve +4 °C’de 700 rpm’de 1 dk santrifiij ederek pleyt
icerisindeki fazla sivi atildi. Her bir kuyucuga %70’lik etanolden 70 pL koyuldu ve
tizeri sealing ile kaplanarak 15-20 sn kuvvetlice vortekslendi. Daha sonra 10 dk. +4
°C’de en yiiksek devirde santrifiij edildi. Usteki sealingi ¢ikarilip pleyt pecete veya
havlu tizerine ters g¢evirerek koyuldu, 700 rpm’de 1 dk +4 °C’de santrifiij ederek
pleyt icerisindeki fazla sivi atildi. Etanol artigi kalmasini engellemek igin pleyt oda
sicakliginda ve karanlik bir yerde 25-30 dk bekletildi. Sonrasinda her 6rnek igin 15
uL Hi-Di formamide eklendi. Pleyt sealing ile kaplanarak, kuvvetlice vortekslenip

1300 rpm’de santrifiij edildi ve sealing ¢ikarilarak septa ile kapatilip cihaza yiiklendi.

DNA dizileme cihazindan alinan forward ve revers dizileri Sequencher 4.1.4
(GeneCode) bilgisayar programinda hizalanarak diizenlendi. Daha sonra her bir
ornege ait sonuglar BioEdit 7.2.0 bilgisayar programi (Hall 1999) yardimiyla
degerlendirilip polimorfik bolgeler belirlendi.

2.2.7. istatistik Analizi

Calisilan polimorfik lokuslarda gen frekanslarinin (X;) hesaplanmasinda allel (gen)

sayma yontemi (Nei, 1978 ve 1987) kullanilmis ve heterozigotluk (H,) yiizde olarak

hesaplanmistir. Beklenen ve gozlenen genotip frekanslar xz testi ile
karsilagtiritlmistir.  Analizlerde Genetix Version 4.05.2 bilgisayar programindan

yararlanilmagtir.
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3. BULGULAR

Dizayn edilen primerler icin en iyi yapisma sicakligini belirlemek amaciyla yapilan
gradient PCR’da en uygun yapisma (anneling) sicakligi 56 °C olarak belirlenmistir.
Yapilan PCR ile PPARGC1A gen bdlgesinin 8. ekzonun ile 9. intronu arasindaki 739
bp biyiikligindeki bolim cogaltilmistir ve agaroz jel elektroforeziyle UV 1sik
altinda goriintiilenmistir (Sekil 3.1).

Sekil 3.1. PCR iiriiniinii jel goriintiisii

Yapilan DNA dizilime analizi sonucu 739 bp’lik PCR iiriinlerinin 650 bp’lik
bolimii sadece 183 oOrnekte bir problemle karsilagsmaksizin okunabilmistir.
Orneklerden 17 tanesinde sonug elde edilememistir. PPARGC1A geninin 8.ekzona
ait olan 526 bp lik kisimi degerlendirilmeye alinmistir. Arastirmada kullanilan
orneklerin PPARGC1A geninin 8.ekzonunda ¢.1598 A>T mutasyonu gozlenmistir.
Bu mutasyon protein sentezinde amino asit dizilisinde degisiklige neden olmaktadir.
DNA dizisindeki GAC kodonu Aspartik asiti (Asp), GTC kodonu ise Valin (Val)
amino asitinin kodlanmasina neden olmaktadir. PPARGCLA geninin 8.ekzonundaki
allel frekanslart ve heterozigotluk indeksi Tablo 3.1°de verilmistir.  Incelen
mandalarin PPARGCIA geninin ¢.1598 ninci bazinda A allelinin frekansinin, T
alleli frekansina gore daha yiiksek oldugu goriilmektedir.

Yapilan ki-kare (x?) analiz sonucunda popiilasyonun Hardy-Weinberg
dengesinde olmadig1 gozlenmistir (Tablo 3.2). Yani gozlenen ve beklenen degerler

arasinda farklar istatistiki agidan 6nemli bulunmustur (P<0,001).
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Tablo 3.1. PPARGC1A geninin 8. ekzonundaki allel frekanslar1 ve heterozigotluk (H,)

Allel Frekans Ho
A 0,768
24,59
T 0,232

Tablo 3.2. Anadolu Mandalarinda PPARCC1A geninin 8.ekzonunda daki
fenotiplerin dagilimi

Genotip Gozlenen Beklenen
AA 118 107,9
AT 45 65,3
TT 20 9,9
***P<(),001

Farkli hayvan tiirlerinde PPARCCI1A geninin 8.ekzonunun bir béliimiindeki
polimorfizm Sekil 3.2°de verilmistir. Farkli hayvan tiirlerinde incelenen gen

bolgesinde polimorfizm oldugu goriilmektedir.

Sigir

Bizon
Tibet Sigin
Keci
Koyun
Manda .-
Anadolu Mandas:

Sigir

Bizon
Tibet Sigi1
Keci
Koyun
Manda -
Anadolu Mandas1 -

Sigir
Bizon
Tibet Sigirn
Keci
Koyun

Manda -
Anadolu Mandas1 - -

Sigir
Bizon
Tibet Sigi1
Keci
Koyun
Manda .-
Anadolu Mandast

Sigir

Bizon
Tibet Sigin1
Keci
Koyun
Manda .-
Anadolu Mandas:

Sekil 3.2. Farkli hayvan tiirlerinde PPARCCIA geninin 8.ekzonunun bir
boliimiindeki polimorfizm
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4. TARTISMA

Kromozomal pozisyonu, enerji, yag ve glikoz metabolizmasindaki anahtar rolii
nedeniyle PPARGC1A geninin siit verimi ve siitteki yag miktari tizerine etkili oldugu
distiniilmektedir. Bu nedenle, PPARGC1A geninin ineklerde laktasyonun baslamasi
ve suirdiiriilmesinde, siit kalitesi ve miktarinda artisa, hizli biiyiimede etkili aday bir

gen olabilecegi ifade edilmektedir.

Weikard ve ark. (2005), Alman Holstayn’larinda PPARGC1A geninin intron
9 bolgesinde €.1892+19T>C mutasyonunu belirlemisler ve bunun siit miktarinda
artisa neden oldugunu ileri siirmislerdir. Khatib ve ark. (2007) ise Amerikan
Holstayn’larinda yaptiklar1 arastirmada ayni gen bolgesindeki SNP’nin siit verimini
ve siitdeki yag oranimi etkilemedigini ifade etmektedirler. Schennink ve ark.(2009)
Alman Holstayn wrki ineklerde yaptiklart ¢alismada PPARGCIA genin intron 8
bolgesinde, siit kalitesi ile iliskili oldugu diigiiniilen bir SNP’i (c.1790+514G>A)

rapor edilmiglerdir.

Mandalarda PPARGC1A geni iizerine yapilan smirli sayida calisma
bulunmaktadir. Javed ve ark. (2011), mandalarda PPARGCIA geni iizerine
yaptiklari ¢alismada, bu gende 6 adet SNP tanimlanmistir. Bu mutasyonlarin intron
3’de C718T, ekzon 6’da A1844G, intron 6’da C1902T, ekzon 8’de G2382T, C2529T
ve A2657G pozisyonlarinda oldugunu belirlemislerdir. Bu SNP’ler amino asit
zincirinde degisiklige neden olmakta, dolayisiyla protein yapisini ve fonksiyonunu
degistirmektedir. Bu nedenle, tespit edilen SNP lerin mandalardaki siit kalitesi, siit

verimi ve siit yagi oranmiyla iligkili olabilecegi bildirilmistir.

Bu galismada, Afyonkarahisar kosullarinda yetistirilen olan 183 bas malagin
PPARGC1A geninin 8.ekzonunun bir boliimiindeki polimorfizmin incelenmistir.
Yapilan incelemeler sonucunda PPARCCI1A geninin 8.ekzonunda ¢.1598 A>T
mutasyonu belirlenmistir. Bu mutasyonun Javed ve ark. (2011) belirledikleri

mutasyondan farkli oldugu goriillmektedir. Tespit edilen mutasyon amino asit
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dizilisinde degisiklige neden oldugu i¢cin mandalardaki siit veriminin, siit kalitesinin
ve sitteki yag miktarinin belirlenmesinde etkili olabilecegini diisiintilmektedir.
Mandalarda ve diger ¢iftlik hayvanlarinda PPARGCI1A geni ile iliskili sinirli sayida

arastirma oldugu i¢in tartigilamamastir.
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5. SONUC

Peroksizom Proliferator Aktive Edici Reseptor Gamma Koaktivator 1 Alfa
(PPARGC1A) geni, glikoz-yag metabolizmasi ve enerji dengedeki 6énemli roliiniin
yani sira adipoz ve kas dokusundaki metabolik islemlerin diizenlenmesinde de rol
oynamaktadir. Bu nedenle, PPARGC1A geni ineklerde laktasyonun baslamasi ve
stirdiirtilmesi, siit kalitesi ve miktari ile biiylime ve et kalitesiyle iligkili aday bir gen

olabilecegi ifade edilmektedir.

Afyonkarahisar kosullarinda yetistirilen mandalarda PPARGC1A genindeki
polimorfizmin belirlenmesi i¢in amaciyla yapilan bu g¢alisma sonucunda genin 8.
ekzonunda bir SNP (c.1598 A>T) belirlenmistir. Bu SNP amino asit dizilimini
etkilemekte, dolayisiyla protein yapi ve fonksiyonunun degismesine neden olabilir.
Anadolu Mandalarinda belirlenen bu SNP’nin ve gendeki diger SNP’lerin siit verimi,
stitiin kalitesi ve siitteki yag miktar1 {izerine etkisinin belirlenmesi mandalarda

yapilan seleksiyon ¢aligmalarina katki saglayacaktir.
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OZET

Anadolu Mandalarinda Peroksizom Proliferator Aktive Edici Reseptor-
Koaktivator 1 Alfa (PPARGC1A) Genindeki Polimorfizmin Belirlenmesi

Bu calismada Afyonkarahisar kosullarinda yetistirilen Anadolu mandalarinda
PPARCGI1A genindeki polimorfizmin, siit verimi ve siitteki yag orani {izerine
etkisinin belirlenmesi amaglanmigtir. Arastirmada 200 mandadan alinan kan

ornekleri kullanilmistir.

Elde edilen sonuglara gore PPARGCIA geninin 8. ekzonunda 1599A>T
pozisyonunda SNP tespit edilmistir. Bu polimorfizmin, protein amino asit dizilimini
ve dolayistyla protein sentezini ve protein fonksiyonunu etkileyecegi
disiiniilmektedir. S6z konusu olan durumun mandalardaki siit verimi ve siitteki yag

orant ile iliskili olabilecegi tahmin edilmektedir.

Sonu¢ olarak, inekler {izerine yapilan arastirmalardan yararlanilarak
PPARGCI1A geninin siit verimi ve siit kalitesi ile ilgili oldugu bilinmektedir. Ancak
mandalarda bu genle alakali kisitlhh ¢alisma olmasi nedeniyle sonug¢larimizi
destekleyecek giiglii belgeler bulunamamistir. Mandalart konu alan bu ve benzer

konularda ¢alismalarin arttirilmasi gerekmektedir.

Anahtar kelimeler : Kromozom, manda, polimorfizm, PPARGCIA, siit

verimi.
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SUMMARY

Determination of the Polymorphism in the Peroxysome proliferator activated

receptor coactivator-1 gene (PPARGC1A) in Anatolian Water Buffaloes

The aim of this study is to investigate the PPARGC1A polymorphism in Anatolian
water buffaloes, and determine the effect on milk yield and milk fat ratios. 200 blood

samples were used for investigation.

According to the results of our study, one SNP located at the ¢.1599A>T on
the 8. exon of PPARGC1A gene was found. It is supposed that, this polymorphism
may impress protein synthesis and function via the change in amino acid sequencing.

This polymorphism may affect the milk yield and fat ratio for buffaloes.

As a result, the relation of the PPARGC1A polymorphism and the milk
quality is known from the previous dairy cattle studies. But, there is a limited
research related with water buffaloes so it is hard to find clear evidences supporting
our results. Further studies about the polymorphism encountered in the study would

be useful in the water buffaloes.

Anahtar kelimeler : Chromosome, water buffalo, polymorphism,
PPARGCI1A, milk yield.
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