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OZET

Laktasyondaki Kecilerde Lokosit CaSR Gen Ekspresyon Seviyesi ile

Plazma Kalsiyum Seviyesinin Belirlenmesi

Kegi yetistiriciliginde siit tiretimi biiylik 6neme sahiptir. Siit icerigindeki kalsiyum
ve diger bilesikler insan beslenmesinde olduk¢a 6nemli yer tutmaktadir. Kalsiyum; kas
kasilmasi, kanin pihtilasmasi, enzim aktivitesi, sinirsel uyarim ve hormonlarin salinmasi
ilehiicre membranlarinin gegirgenligi gibi biyolojik mekanizmalarda gorev almaktadir. Bu
nedenle kan kalsiyum diizeyinin devamliliginin saglanmasi olduk¢a 6nemli olup hormonal
kontrol mekanizmalari ile stabilitesi saglanmaktadir. Bu mekanizmalar; paratiroid hormon
(PTH) mekanizmasi, kalsitonin ve vitamin D mekanizmasidir. PTH iyonize kalsiyum
miktari1  arttirken  fosfor  diizeyini  azaltmaktadir. Kalsitonin  kan kalsiyum
konsantrasyonunun diizenlenmesinde gorev alip PTH’y1 ters etkileyerek bu fonksiyonunu
yerine getirmektedir. Vitamin D, PTH ile birlikte hareket etmektedir. Yani PTH
salgilanmasiyla birlikte kemikten kalsiyum ve fosfat salinimini arttirarak kan kalsiyum ve
fosfor dengesini saglamaktadir. Kan kalsiyum konsantrayonundaki kii¢iik degisiklikler bu
hormonal mekanizmay: harekete gecirmektedir. Ozellikle laktasyon déneminde siitteki
kalsiyum talebi artmaktadir. Laktasyon doneminde viicudun ihtiyaci olan kalsiyumu
Kalsiyuma Duyarli Reseptor (CaSR) geni yardimiyla siite koordine etmektedir. Bu
calismada Damascus kegilerde laktasyon boyunca sutte CaSR geni ekspresyon seviyesi ile
kan kalsiyum seviyesi Ol¢iilmiistir. CaSR geni ekspresyon seviyesi RT-gPCR ile
belirlenmistir. Elde edilen sonuglar ile Fold Regulation ve Fold Change grafikleri
olusturulmustur. Laktasyonun 1. ayma gore 3, 5 ve 7. aylarinda CaSR gen ekspresyonun
onemli seviyede down- regiile oldugu tespit edilmistir. Laktasyonun 1, 3,5 ve 7. aylarinda
alinan plazma 6rneklerinde kalsiyum seviyeleri sirasiyla 9,63; 9,57; 8,64 ve 8,32 (mg/dl)
olarak bulunmustur. Laktasyonun 1 ve 3. aylarina gbre 5 ve 7. aylarda dénemli seviyede
azalma goriilmiistiir. Plazma kalsiyum miktarindaki bu azalma CaSR gen ekspresyon
miktarindaki azalma ile uyum igerisnde olmustur. Bu ¢alisma ile laktasyondaki kegilerde
stitle birlikte meydan kalsiyum kaybinin kandaki regiilasyonunun CaSR geni iizerinden
saglandig tespit edilmistir.

Anahtar kelimeler: Kegci, laktasyon, kalsiyum, CaSR, gen ekspresyonu



ABSTRACT

Determination of Leucocyte CaSR Gene Expression Level and Plasma

Calcium Level in Lactated Goats

Milk manufacturing has an importance for goat breeding. It has a very important
place in human nutrition in terms of calcium and other compounds in milk. Calcium;
muscle contraction, blood clotting, enzyme activity, neural stimulation and together with
the release of hormones, participate in biological mechanisms such as theperme ability of
cell membranes. For this reason, maintaining the level of blood calcium level is very
important and its stability ensured with hormonal control mechanisms. These mechanisms
are; mecanism of parathyroid hormone (PTH), calcitonin and vitamin D. PTH, increases
the amount of ionized calcium and reduces the phosphorus level. Calcitonin participates in
the regulation of blood calcium concentration and adversly affects PTH. Vitamin D moves
in concert with PTH. With release of PTH, body balances blood calcium and phosphor by
increasing calcium and phosphate release from bone. Small changes in concentration of
blood calcium, activate this hormonal mechanism. Demand of calcium in milk increases
especially in period of lactation. In lactation period body coordinates calcium that needed,
to milk with help of Calcium sensing receptor (CaSR) gene. In this research, through out
lactation period CaSR gene expression and blood calcium levels were measured. CaSR
gene expression was determined with RT-qPCR. Fold Regulation and Fold Change graphs
were created with the results. It was determined significant down-regulated levels at 3, 5
and 7" months of lactation compared to1*t month of lactation. Blood plasma samples, 1%,
3 5N and 7" month of lactation, was measured for plasma calcium levels and their
quantity was found 9,63; 9,57; 8,64 and 8,32 (mg/dl), respectively. According to
lactation’s 1% and 3" months in blood plasma calcium levels were detected higher than 5%
and 7" months of lactation. The decreasing levels of CaSR gene expression were
compatible with the plasma. In this study, it has been determined the regulation in blood of
the calcium loss with the milk in the lactating goat via the CaSR gene.

Keywords: Goat, lactation, calcium, CaSR, gene expression



1.GIRIS

Hayvan yetistiriciligi tarih boyunca insan hayat: icin énemli olmustur. Insanlarin,
kiiltir ve egitim diizeyi ilerledik¢e hayvan yetistiriciligi faaliyeti artmig ve zamanla
hayvancilik endiistri haline gelmistir. Yetistiricilik ayn1 zamanda insan hayatinin sosyal ve
ekonomik yonden gelismesine de biliyiik katki saglamistir. Bugiin diinyada yapilan
hayvancilik faaliyeti bir¢ok iilke i¢in Onemli iretim alanlarindan birisi olup, Ulke
ekonomilerine katkilar saglamaktadir. Ulkelerin cografi yapisi ve iklim kosullari goz
ontinde bulundurularak yapilan hayvancilik faaliyetleri ¢esitlilik gdstermektedir
(Akcapinar ve Ozbeyaz 1999).

2000 yilindan itibaren iilkemizdeki ke¢i sayisinda 6nemli artis olmustur (Cizelge 1).
Kegi yetistiriciligi genellikle et ve siit iretimi amaciyla yapilmaktadir. Ancak yetistiriciligi
yapilan diger c¢iftlik hayvanlarina gore bakim beslenmelerinin kolay, adaptasyon
yeteneklerinin yiiksek olmasi ve hastaliklara karsi daha direngli olmasi sebebiyle daha ¢ok
tercih edilmektedirler (Ceyhan 2014).

Cizelge 1.1. Yillara gore yetistiriciligi yapilan kegi sayilari (bas) (TUIK 2016)

Yillar Kegci

2000 7.201. 000
2003 6.771.675
2006 6.643.294
2009 5.128.285
2012 8.357.286
2015 10.416.166




Tiirkiye’de Suriye sinir boyundaki illerde (Hatay, Kilis, Gaziantep ve Sanliurfa)
genellikle siit¢li verim Ozelligine sahip Damascus kegisi yetistirilmektedir. Cidago
yiiksekligi erkeklerde 80-85 cm disilerde 70-75 cm’dir. Ke¢i ve tekeler genellikle
boynuzsuzdur. Ki¢ik boynuzlara da rastlanabilmektedir. Vicutlar1 uzun killarla kaphdir.
Kulaklari uzun (25-30 cm) ve sarkiktir. Bas uzun, burun 6ne biikiiktiir (Giinlii ve Alagsahan
2010). Canli agirlik erkeklerde 70-90 kg, disilerde 55-65 kg arasindadir (Keskin 2002).
Cinsel olgunluga ulasma 8-12 aydir (Akgapimar ve Ozbeyaz 1999). Genellikle yilda 1 defa
dogum yaparlar. Laktasyon siuresi 7- 8 ay kadardir. Oglaklar siitten kesildikten sonra
keciler 5-6 ay daha sagilirlar (YYakan ve ark. 2016).

Memelilerde dogumla beraber meme bezlerinden siit salgilanmaya baglar ve bu
durum belli bir sire devam eder. Siit salgilanma olay1 laktasyon olarak adlandirilir. Siitgii
wklardaki laktasyon suresi genellikle 7-8 aydir. Laktasyonun basinda giinliik siit verimi
diisiik olmasina karsilik ilerleyen siirecte siit verimi zamanla artma egilimi gosterir. Ancak
laktasyonun ilerleyen zamanlarinda bu egri sifira kadar diiser. Bu dlzey irktan irka

degisiklik gosterir (Yakan 2012).

Kegilerde sut verimi genetik ve gevresel faktorlere baghidir. St veriminin toplamali
gen etkisinde olmasi sebebiyle ¢cogunlukla gevresel faktorlerden kismen de genetik yapidan
etkilendigi bilinmektedir. St verim ve kompozisyonunu etkileyen faktorler arasinda
hayvanin ki, yasi, besleme sekli ve laktasyon donemi yer almaktadir (Akgapinar ve
Ozbeyaz 1999).

Keci situniin igeriginde laktoz, protein, yag ve mineral madde (kalsiyum,
magnezyum, fosfor vs.) gibi besleyici unsurlar bulunmaktadir. Bu mineral maddelerden
kalsiyum metabolizma da aldigi onemli rollerden dolayr biiylik 6neme sahiptir. Kan
kalsiyum seviyesi metabolizmada o6zellikle laktasyon gibi metabolik olaylarin iginde
onemli yer alir. Kegi siitiindeki kalsiyum miktar siit kalitesi ve insan sagligi bakimimdan
da oldukga 6nemlidir (Coskun ve Ondiil 2004). Kas gelisimi icin kegi siitii, insan gidasi
olarak tiiketilebilecek siitler icerisinde, anne siitiine en yakin 6zellikte olan siit olmasi ile
6nem arz etmektedir. Kalsiyum igeriginin anne siitiine gore 34 kat daha yiiksek olmasi1 ve
inek sitt tiketiminde zaman zaman karsilasilan sindirim sistemi problemlerine neden
olmamasi ve alerjen Ozelliginin az olmasi gibi bircok Ozellik kegi siitiinii avantajli

kilmaktadir (Kosum 2010).



Kalsiyum bircok fizyolojik olayin gerceklesmesinde rol oynamaktadir. Vicutta
bulunan kalsiyumun yaklasik % 99’u iskelet yapisinda bulunurken, %1 kadar1 ekstraseliiler
stvida bulunmaktadir (Goodman ve Quarles 2002). Ekstraseliiler sividaki kalsiyum, plazma
proteine bagl, kompleks olusturmus veya iyonize kalsiyum seklindedir (Wills ve ark.
1970). Kanda total kalsiyum konsantrasyonun yaklasik olarak yarisi iyonize formdadir.
Geri kalan kismi ise iyonik olarak negatif yUkli proteinlere baghdir. Bir kismi esas olarak
albumin ve immunglobulinlere baglanir. Bir kismi da PO4, COs, sitrat, SOa4, okzalat veya
diger anyonlarla gevsek olan kompleksler yapar. Bu nedenle plazma protein
konsantrasyonlarindaki degisimler, direkt olarak kan total kalsiyum konsantrasyonunu,
Iyonize kalsiyum konsantrasyonun normal kalmasina karsin degistirebilmektedirler (S6zen
ve Gogas 2013). Laktasyon siresi boyunca sut emme donemindeki yavrunun ozellikle
iskelet sistemi gelisiminin yeterince saglanabilmesi i¢in dolasgimdan biylk miktarda

kalsiyum sute gegcmektedir (Kirby ve ark. 2011, Zheng ve ark. 2014).

Kalsiyuma duyarli reseptor (CaSR); kalsiyumun ekstraselliiler sivilardaki degisimine
bagli olarak, kalsiyumun G proteine baglanarak 7-transmemrandan gecisini saglayan bir
yuzey reseptoridir (Brennan ve Conigrave 2009). Bu sebeple CaSR geni vicutta kalsiyum
homeostazisini saglayan esas faktorlerden birisidir. Dolasimdaki kicik kalsiyum
konsantrasyon degisikliklerini algilayip bu bilgiyi intraseliler sinyal yolaklarina aktararak
PTH saliniminin diizenlenmesini saglamaktadir. Mineral iyon homeostazinda CaSR temel
rol oynamaktadir (Harpio ve Einarsson 2004). Reseptoriin aktivitesi fosfatidilinositol-
kalsiyum ikinci mesaj sistemini tetikleyen G proteini ile gerceklesir. Ekstraselller iyonik
kalsiyum konsantrasyonundaki kiigiik degisiklikler paratiroid bezinin plazma kalsiyumunu
diizenlemesini saglar (Nalefski ve Falke 1996). Bununla birlikte hiicresel farklilasma,
apoptozis ve hormon sekresyonu gibi ¢ok ©nemli metabolik olaylarda da rol oynar
(Kantham ve ark. 2009, Molostvov ve ark. 2008, Tu ve ark. 2008). CaSR geninin
Iokositlerdeki ekspresyon seviyesini gosteren sinirli sayidaki caligmalar enflamasyonla
iliskilendirilebilecegini gostermektedir (Ivona ve ark. 2000, Tingting ve ark. 2013). Ancak

kan plazma kalsiyum seviyesi ile iliskisini gosteren bir ¢aligmaya rastlanmamustir.

Laktasyon doneminde siit verimi ile orantili olarak kalsiyum ihtiyaci da artmaktadir.
Iskelet sisteminde bulunan kalsiyumun kana gecisi ile artan kalsiyum talebi

karsilanmaktadir. Buda kemik mineral yogunlugunu olumsuz etkilemektedir. Ozellikle



sltcu irktan olan Damascus kegilerinde bu durum laktasyonun ilerleyen ddnemlerinde
hipokalsemiye yol agmaktadir. Yapilan literatiir taramalarinda da laktasyondaki kalsiyum
kaybimin plazma kalsiyum seviyesi ile iliskisi veya bunun genetik dayanagi olarak

herhangi bir bilgiye heniiz rastlanilmamustir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Sut Verimi ve Kalsiyuam Metabolizmasi ile Tliskisi

Sat, insan beslenmesinde dnemli bir yer tutar ve artan niifusla orantili olarak

toplumlarmn beslenmesinde dnem kazanmaktadir (Akgapinar ve Ozbeyaz 1999).

St verimi tir, irk, genetik yap1, beslenme, gebelik ve iklim gibi genetik ve cevresel
faktorlerden etkilenmektedir. Memedeki siit salgi bezlerinin biiyiik bir kismi gebeligin son
haftalarinda siit salgilanmasi i¢in hazirlanmaktadir. Yaklasan doguma paralel olarak siit
salgilanmasi da artar. Dogum Oncesinde salgilanan siviya kolostrum (agiz siitii) denir.
Dogum 6ncesi memeler biiyiimiis ve gergin olup memeden siit gelmesiyle de (laktasyon)
dogum baglar. Gebelik doneminde kanda yiikselen progestoron seviyesi dogum
gerceklestikten sonra  diisiis  gosterirken, prolaktin - seviyesinde de ylkselme
gozlenmektedir. Progestoron gebelik doéneminde siit salgilanmasimi durdurucu etkiye
sahiptir. Bu nedenle gebeligin 5. ayindan itibaren siit verimindeki azalma; progestoron
seviyesinin yikselmesi ve bunun sonucu olarak prolaktinin etkisinin azalmasi ile

agiklanmistir (Akcapinar ve Ozbeyaz 1999).

Meme bezi, embriyonik yasamin baslangicinda tomurcuk benzeri bir uzanti olarak
olugmaktadir. Klguk olan bu bezin gelisimi ergenlige kadar devam etmektedir. Daha sonra
meme yag tabakasi olarak bilinen yagli stromal kompartiman i¢ine gomiilii dalli tiip
seklinde basit bir dizi olarak epidermisten asagi biiyimektedir (Cowin ve Wysolmerski
2010, Mikkola ve Millar 2006). Hormonlar kanal sisteminin biiyiimesini ve dallanmasini
harekete gecirerek ve tim meme sistemini dolduracak sekilde genislemesine neden
olmaktadir (Brisken ve O’Malley 2010, Robinson 2007). Pubertal meme gelisimi,
oncelikle 0ostrojen ve blyime hormonunun sinerjik etkilerine bagli olarak
gerceklesmektedir (Robinson 2007, Watson ve Khaled 2008). Yetiskin bireylerde kanal
sistemi miyoepitelyal ve lumen epitel hiucrelerinden meydana gelen basit iki-tabakali
hicreden olusmaktadir. Meme bezlerinin gelismesi ve invole olmasi iireme donguleri

sirasinda olugmaktadir. Gebelik esnasinda progesteron aktivitesi kanala lumeni ile birlikte



diuz olmayan yapida olan {iziimsii ya da alveolar hicreleri olusturmak icin terminal
kanalcik ve lumen epithel hicrelerinin ¢ogalmasini saglar (Anderson ve ark. 2007,
Robinson 2007). Ayni zamanda alveolar epitel hiicreleri siit olusumu iginde
uyarilmaktadir. Siit liretiminde ayrica, biiyiik miktarlarda trigliserit, immiinoglobiilin,
laktoz, proteinler, kalsiyum ve fosfor gibi minerallerin sentezi, tasinmasi ve salgilanmasi
da gerekmektedir (Anderson ve ark. 2007). Siit salinimi dogum ile birlikte, progesteron
seviyelerindeki diisme ve prolaktin seviyesindeki artis ile uyarilmaktadir (Anderson ve ark.
2007, Brisken ve O’Malley 2010). Siit salgisi, emme yoluyla ve sistemik olarak hipofiz
bezinden salgilanan prolaktin ile lokal olarak devam etmektedir. Emme sona erdiginde
meme bezi, invollisyon olarak bilinen doku yenileme modeli vasitasiyla gerilemektedir
(Watson ve Kreuzaler 2011). Bu siirecin sonucunda dogum yapmamis bireydeki gibi basit
duktal yapiya geri doniis gerceklesmektedir (Joshua ve ark. 2013).

SUt, neonatal donemde iskelet sisteminin hizli bilylimesi ve gelismesi i¢in gerekli
olan tiim kalsiyum ve fosforu saglamaktadir. Emme doneminde salgilanan siitiin igeriginde
her giin 300-400 mg kalsiyum (salgilanan siit miktarina baglidir) bulunmaktadir (Kirby ve
ark. 2011, Mamillapalli ve Wysolmerski 2010).

Laktasyon doneminde artan kalsiyum talebi maternal kalsiyum homeostazi ile
saglanir. Sonug olarak laktasyon, kalsiyum ve kemik metabolizmasini igeren bir dizi
adaptasyon ile devam eder (Wysolmerski 2010). Sut verme déneminde, gastrointestinal
sistem tarafindan kalsiyumun emilimini uyaran maternal hiperfaji ayni zamanda
prolaktinin de salgilanmasina neden olur (Ajibade ve ark. 2010, Smith ve Grove 2002). Bu
nedenle, laktasyon igin gereken ekstra kalsiyumun bir kismi diyetten gelir. Laktasyon
sirasinda bobrekler kalsiyumu tutar ve idrarla kalsiyum atilim1 ¢ok diisiik seviyelere iner.
Boylece kalsiyum idrardan geri kazanilir. Her ne kadar bazi mekanizmalar laktasyonda
kalsiyum atilimini sinirlasa da siit yoluyla elimine edilen kalsiyum, kemiklerden saglanan
mobilizasyon ile tedarik edilmeye c¢alisilir ve bdylece siitte bulunan kalsiyumun biiyiik
cogunlugu maternal iskelet sisteminden salgilanmig olur (Kovacs ve Kronenbergl997,
VanHouten 2005). Insanlardaki 6 aylik diizenli emzirme siiresi boyunca, Kemik mineral
yogunlugu (BMD) % 5 -8 arasinda azalmaktadir. Bu azalma tahmini olarak ayda % 1 -3
arasinda bir oranda degismektedir (Kovacs ve Kronenberg 1997). Siit salgis1 insanlardan

daha fazla olan ruminantlar, 3 haftalik laktasyondan sonra kemik kiditlelerinin% 20-30'unu



kaybederler (VanHouten 2005, VanHouten ve Wysolmerski 2003). Bu sebeple kegilerde
laktasyondaki kalsiyum metabolizmast ve bu durumun genetik alt yapisi biiyuk 6nem

tasimaktadir.

2.2. Kalsiyum Metabolizmasi

Kalsiyum vicutta en ¢cok bulunan mineraldir ve viicutta toplam 1,2-1,4 kg kalsiyum
bulunur (Goodman ve Quarles 2002). %1’i ekstrasiiler sivida bulunurken %99°u iskeletin
inorganik ve yapisal boliimiinii olusturmak {izere fosfat ile hidroksiapatit
[Ca10(PO4)s(OH)2)] kristalleri seklinde kemikte yer almaktadir (Onat ve ark. 2006). Plazma
kalsiyum miktar1 8,4-10,2 mg/dl (2,1-2,6 mmol/L) arasinda degismektedir. Plazma
kalsiyumu viicutta; %5’1 organik asitlerle (sitrat, fosfat ve diger anyonlarla) kompleks
halinde bulunurken, %45’ proteine (albumin (%80)-globulin (%20)) bagli, %50’si de
iyonize seklinde bulunmaktadir (Richard ve Denise 2007). Iyonize kalsiyum aktif formdur
ve kalsiyumun iyonize olmasi pH ve protein yogunluguna baglidir (Aksoy 2000, Baysal
2009). Serumda iyonize olmus kalsiyumun diizeyi de birgok evcil hayvanda yaklasik 1,25-
1,6 mmol/L (6,0-10,6 mg/dL) degerleri arasindadir (Kaneko ve ark. 1997).

Iskelet yapisinda hidroksi apatit seklinde bulunan kalsiyum fosfat tuzlarinmn iki
onemli fonksiyonu bulunmaktadir. Ilki, yasamsal éneme sahip i¢ organlarin korunmasini
ve hareket kolayligin1 saglayan iskelet yapisimi olusturmak, digeri ise bobrek ve ince
bagirsaklardan yeterli kalsiyum emiliminin olmadigr durumlarda ekstraselliiler siviya

kalsiyum ve fosfor saglamaktir (Simsek ve Kocabey 2002).

Viicutta iskelet sistemi basta olmak {izere yumusak dokularda, hiicre i¢i ve hiicre
dis1 sivilarda bulunan kalsiyum, organizmada meydana gelen biyolojik olaylarin pek
¢ogunda anahtar rol oynamaktadir (Kaneko ve ark. 1997). Kalsiyum; kas kasilmasi, kanin
pihtilagsmasi, enzim aktivitesi, sinirsel uyarim ve hormonlarin salinmasi ile hicre
membranlarinin gecirgenligi gibi biyolojik mekanizmalarda da 6nemli gérev yapmaktadir.
Bu nedenle, kalsiyum intrasellller ve ekstraselltler fizyolojik olaylarda oynadigi dnemli

rol ile omurgali canlilarda homeostazisin devamini saglamaktadir ( Pineda 2003).



Iskelet sistemi, hiicre ici ve hiicre dis1 sivilara kalsiyum saglayan ana depo olarak
fonksiyon gormektedir. Kandaki kalsiyum dengesinin saglanmasi igin iskelette bulunan
toplam kalsiyum deposundan sadece %1 oraninda kalsiyum hiicre dis1 siviya gegmektedir
(Kaneko ve ark. 1997). Kan kalsiyum diizeyinin devamliliginin saglanmasi i¢in hormonal
kontrol mekanizmalari bulunmaktadir. Bu mekanizmalar paratiroid hormon (PTH),
kalsitonin ve vitamin D (I,25-dihidroksikolekalsiferol) olmak dzere (¢ hormondan
olusmaktadir (Fidan ve Diindar 2007, Niranjan ve ark. 2002, Oleszek ve Marston 2000).

PTH, gastrointestinal sistemde intestinal kalsiyum ve fosfor emilimini hizlandiran
D3 vitamininin bobrekte 1,25-dihidroksikolekalsiferolden olusumunu uyarmaktadir. Bu
uyarim sonucunda da bagirsaktan kalsiyum ve fosforun emiliminin artmasina neden

olmaktadir (Onat ve ark. 2006).

PTH iyonize kalsiyum miktarini arttirmakta ve fosfor diizeyini azaltmaktadir (Onat
ve ark. 2006). PTH salgilanmas: kalsiyum tarafindan diizenlenmektedir. Iyonize kalsiyum
diizeyinin herhangi bir nedene baglh olarak azalmasi sonucunda PTH salgilanmasinda ani
bir artis gerceklesmektedir. Kalsiyum seviyesinin normal aralifa donmesiyle PTH’1n
salgilanmasi da baskilanir (Fischer ve ark. 1973, Lopez ve ark. 1990). lIyonize kalsiyum
paratiroid hiicrelerinde cAMP sentezini kisitlamaktadir. Bu nedenle iyonize kalsiyum
miktarindaki azalma CAMP miktarinda artisga neden oldugundan hormon salinimina da
neden olmaktadir.1,25-dihidroksikolekalsiferole ait reseptorlerin paratiroid hicrelerde
bulunmasi nedeniyle, 1,25-dihidroksikolekalsiferolin yiksek konsantrasyonunun da
PTH’1n salgilanmasi ve sentezini baskilamaktadir (Onat ve ark. 2006).

Vicutta kalsiyum dengesi barsak ve bobrekten emilimi, salgilanmasi, kemikten
rezorbsiyonu ve kemige reabsobsiyonu olarak ¢esitli sekillerde diizenlenmektedir. Yetiskin
bireyler diyetle glnlik ortalama 800-1200 mg kalsiyum almakta iken alinan bu
kalsiyumun 400-500 mg viicudun ihtiyacin1 karsilamaktadir (Popovtezer 2005). Ciftlik
hayvanlarinin rasyonlarinda da 6zellikle laktasyon doneminde mutlaka %5 oranindan az
olmamak {izere kalsiyum kaynagi kullanilir. Rasyonla alinan kalsiyumun %20-70 gibi
biiyiik bir kismi bagirsaktan emilimi gergeklesirken bu miktar bireyin ihtiyaclaria gore
degismektedir (Wills 1973). Giinde yaklasik 200 mg kadar kalsiyumun bagirsaktan kana
gecisi saglanmaktadir. (Sekil 2.1) ( Pineda 2003).
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Sekil 2.1. Kalsiyum hemostazi ( Kayaalp 2005)

2.3. Kalsiyuma Duyarh Reseptor (CaSR) Geni

Ekstrasellller kalsiyama duyarli reseptor (CaSR) ilk olarak 1993 yilinda sigir
paratiroid bezinden klonlanmistir (Brown ve ark. 1993). Kalsiyum iyonlarint baglayan ve
hiicrelerin hiicre dis1 kalsiyum konsantrasyonundaki degisikliklere tepki vermesini
saglayan G proteinine bagli bir hiicre ylizeyi reseptoriidir (Brown 1991, Brown ve
MacLeod 2001). Kalsiyumun ekstraselliiler sividaki degisimine bagl olarak kalsiyumun G
proteinine baglanip 7-transmemrandan gegisini saglayan bir yiizey reseptoriidiir (Brennan
ve Conigrave 2009). Ayni1 zamanda koku, tad ve feromon sensorleri i¢ceren G proteinine
bagl reseptor gen siiper ailesinin alt grubunun bir Gyesidir (Brown ve MacLeod 2001).
CaSR ve bu alt grubun diger iiyeleri bakterilerdeki besin veya periplazmik baglayict

protein ailesine mensup olarak goériinmektedir (Brown ve MacLeod 2001, Conklin ve



Bourne 1994, Oh ve ark. 1993). CaSR geni keci de 1. kromozomda bulunmaktadir
(Genbank 2013).

CaSR geni viicutta kalsiyum homeostazisini saglayan esas faktorlerden birisidir.
(Kantham ve ark. 2009, Molostvov ve ark. 2008, Tu ve ark. 2008). CaSR'nin en 6nemli rol
kalsiyum homeostazinin diizenlemesi olmasma ragmen, Kalsiyotropik olmayan dokularda
CaSR cksprese edilmektedir. Bu dokularda CaSR c¢ok sayida hiicresel faaliyeti
dizenlemektedir (Brown ve MacLeod 2001). Bu sebeple kan kalsiyum seviyesine CaSR

geninin ne derecede etkiledigini bilmek tiim sistem bakimindan olduga 6nemlidir.

Santral sinir sisteminde CaSR; oligodendroglial hiicrelerin olgunlagsmasi ve
fonksiyonunun yami sira ndronal hiicre biiylimesinin diizenlenmesinde yer alir. Sinir
uclarinda, plastisite ve sinir iletimi gibi sinaptik fonksiyonlar1 diizenler (Ruat ve Traiffort
2013). Epidermiste, hucre-hiicre yapismasini ve farklilagsmasini diizenler (Tu ve Bikle
2013). Pankreasda CaSR, hicresel adhezyon, hiicre-hiicre iletisimi ve insiilin
salgilanmasina aracilik eder (Squires ve ark. 2014). Kardiyovaskiler sistemde kan
basincini diizenler (Schepelmann ve ark. 2015). Eritrositlerde CaSR varligi heniiz tarif
edilmemistir ve bu hiicrelerde rolii belirsizdir (Ho ve ark. 1995). CaSR, paratiroid
bezlerinde ekstraseliiler kalsiyum degisikliklerine, bobrek tiiblllerinde kalsiyumun
taginmasina ve kemik olusumuna yanit olarak PTH salinimini diizenler. Ayrica paratiroid
hormonu sekresyonu ve gen ekspresyonun yani sira kalsiyum homeostazi, biiyiik oranda
ekstraselller CaSR tarafindan diizenlenir (VanHouten ve ark. 2004). Baska bir ifade ile
CaSR paratiroidlerde, ekstraseliiler kalsiyumdaki degisikliklere yanit olarak PTH
salgilanmasini diizenler (Brown 1991, Brown ve MacLeod 2001). Bobrek tibllerinde
kalsiyumun tutulmasimi diizenler ve bobrekte belirgin olarak eksprese edilir (Brown ve
MacLeod 2001,Quamme 1982). Bununla birlikte yapilan siirl sayidaki ¢alisma CaSR
geninin 16kositlerdeki ekspresyon seviyesinin enflamasyonla iliskilendirilebilecegini
gostermektedir (Ivona ve ark. 2000, Tingting ve ark. 2013). CaSR aym1 zamanda kemik
donglslnin dizenlenmesi, 1,25-dihidroksivitamin D'nin renal Gretimi ve gastrointestinal
kalsiyum emilimine de katilabilir (Brown 1991, Brown ve MacLeod 2001). Memede ise
CaSR, laktasyon doneminde siute kalsiyumun tasinmasini saglar (Mamillapalli ve ark.
2013).
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Memede sute kalsiyumun taginmasinda 6nemli rol oynar. Bu tasinim meme epitel
hicrelerinin (MEC) igerisinde yiksek konsantrasyon da bulunan kalsiyumun transferi ile
gerceklesmektedir. Kalsiyumun hiicre igersindeki artisina karsin, MEC'ler toksisiteyi
onlemek igin serbest kalsiyum konsantrasyonlarinida korumalidir. St igerisine paralel
olarak kalsiyum gecisi bulunmasa da (Neville 2005, Shennan ve Peaker 2000), MEC’de
transepitelyal sire¢c ile kalsiyumun hiicre disina salinmasi gerceklesmektedir.
Transepitelyal proseste MEC’lerden kalsiyum salinmaktadir. MEC’ler igindeki kalsiyum
hakinda fazla bilgi bulunmamakla beraber bu kalsiyumun salinimi prosesinin aktif iyon
kanallar1 lizerinden gergeklestigi bilinmektedir (Shennan 1998, Shennan ve Peaker 2000).
Siit kalsiyumunun c¢ogu, kazeinlere (Neville 2005) ve fosfoproteinlere (Farrell ve ark.
2002) baglidir. Bu nedenle, yaygin olarak kabul goren goriis, kalsiyaumun dncelikle kazein
miselleri icerisinde bulunan salgi yolu ile siite girdigi ve serbest kalsiyumun neredeyse
tamamen apikal membrandan tasinmakta oldugu belirtilmistir (Neville 2005, Neville ve
Watters 1983). MEC'lerde kalsiyum taginmasindan sorumlu spesifik molekdllerle ilgili gok
az bilgi bulunmaktadir. Ancak yapilan ¢alismalar ile, kalsiyumun ATPaz 2 (PMCA2)’nin
aktivasyonunu laktasyon doneminde arttirdigi 6ne siiriilmiistiir (Reinhardt ve ark. 2004,
Reinhardt ve ark. 2000). PMCA2’nin, laktasyon doneminde MEC’lere dolayisiyla siite,
kalsiyum tagimada gorevli oldugu belirtilmistir (Joshua ve ark. 2007). Reinhardt ve ark.
(2004) plazma membrani kalsiyum PMCAZ2'nin siit i¢ine normal kalsiyum salinimi igin
gerekli oldugunu belirtmislerdir. Yapilan baska bir ¢aligma ile de CaSR'nin aktivasyonu,
plazma PMCA2 pompasimin aktivitesini arttirarak siit igine kalsiyum taginmasini
uyarmaktadir (VanHouten ve ark. 2004). Sonug olarak laktasyon sirasinda MEC’lerin
bazolateral ylizeyinden siite kalsiyum taginmasi CaSR geni ile dlzenlenmektedir
(Ardeshirpour ve ark. 2006, VanHouten ve ark. 2004).

CaSR’nin aktivitesi fosfatidilinositol-kalsiyum ikinci mesaj sistemini tetikleyen G
proteini ile gerceklesir. Kalsiyum sensdr protein ekstraseliiler iyonik kalsiyum
konsantrasyonundaki kiiciik degisiklikler ile aktifleserek paratiroid bezinin Serum
kalsiyumunu diizenlemesini saglar (Nalefski ve Falke 1996). Bununla birlikte hiicresel
farklilagsma, apoptozis ve hormon sekresyonu gibi ¢ok énemli metabolik olaylarda da rol
oynar (Kantham ve ark. 2009, Molostvov ve ark. 2008, Tu ve ark. 2008). CaSR geninin

paratiroid hormon sekresyonu ve renal kalsiyumun diizenlenmesinde rol oynayan
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paratiroid bezlerde ve bobrekte yiksek dizeyde eksprese oldugu bilinmektedir (Joshua ve
ark. 2013)

CaSR organlara kalsiyumu algilama kabiliyetini kazandirarak, viicudun entegre
kalsiyum homeostazini yonlendirir. Sistemik kalsiyum homeostazinda yer almayan ¢ok
cesitli organlarda da tespit edilmistir (Brown 1991, Brown ve MacLeod 2001). Bu
bolgelerde, iyon ve su tasimaciligi, hiicre proliferasyonu, farklilagsmasi ve apoptoz gibi bir
dizi hucre prosesinin diizenlenmesinde rol oynamaktadir. Nonparatiroid bolgelerin
birgogunda CaSR'nin islevlerinden biri, paratiroid hormonu ile ilgili proteinin (PTHrP)
uretiminin dizenlenmesi olarak gorundr. PTHrP, hormonal hiperkalsemiyi malignitenin
klinik sendromunun nedeni olarak kesfedilen bir sitokindir (Philbrick ve ark. 1996,
Strewler 1997). PTH ve PTHrP genleri birbiriyle iliskilidir ve her ikisi de ortak bir atasal
genin kopyalanmasindan tiiremistir. PTHrP, klasik bir peptid hormonu gorevi goren
PTH" tersine normal olarak, hiicresel islevin lokal parakrini veya otokrin modiilatorii gibi
davranir. Bununla birlikte, her iki peptit de ortak tip 1 PTH / PTHrP reseptoriine baglanir
ve etkinlestirir (Philbrick ve ark. 1996). Dolayisiyla PTHrP dolasima girerse, sistemik
kalsiyum metabolizmasini PTH'nun hareketlerini taklit ederek degistirebilir. Emzirme
sirasinda meme kan dolagimindan biiyiikk miktarda kalsiyumu sute koordine eder (Horst ve
ark. 1989, Shennan ve Peaker 2000).

Laktasyon sirasinda ihtiya¢ duyulan kalsiyum, memeden alveoler hiicreler yoluyla
siite aktarimi ile temin edilmektedir. Kalsiyum sitotoksisitesini dnlemek icin, laktasyon
doneminde trans-selliiler kalsiyum miktarinin diizenlenmesi ve kalsiyumun tutulmasi
gerekmektedir. Inekteki meme bezi siit i¢in yeterli kalsiyumu 12 saatte depoladigi g6z
Oniine alindiginda bu sitotoksisitenin meydana gelmesi ¢ok zordur (Swanson ve ark. 1956).
Laktasyon doneminde olan ineklerde meme dokusundaki degeri 30-40 pumol Ca/g’dir
(Baumrucker 1978). Meme bezinde kalsiyumun depolanmasi, dogumda O6limciil
hipokalsemiye neden olabilecegini diisiindurmektedir (Horst ve ark. 1997, Reinhardt ve
ark. 1988). Meme bezindeki blyik hiicre ic¢i kalsiyum havuzunun golginin cevresinde
yogunlastigr diistintilmektedir (Cameron ve ark. 1980). Endoplazmik retikulum ve
golgideki mmol kalsiyum normal protein sentezi, islenmesi ve salinimi igin gereklidir
(Duncan ve Burgoyne 1996, Taylor ve ark. 1997). Sican ve inek siitii sirasiyla 60 ve 30

milimolar kalsiyum miktar1 bulunmaktadir. Bu kalsiyumun ugte ikisi, kazein miselinin bir
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parcasi olarak siite ulasmaktadir. Dolayisiyla, kalsiyum giriginin endoplazmik retikulum ve
golgiyi destekleyici bir mekanizmaya sahip oldugunu diisiindiirmektedir. Buna ek olarak,
hiicreden siite dogru gegiste tasinmasi gereken miktar 1-4 mmol serbest kalsiyumdur
(Neville ve ark. 1994, Neville ve Watters 1983). Golgi plazma membrani iizerinde,
PMCA?2? ile siite kalsiyum gecisini diizenlemektedir (Carafoli 1997, Carafoli ve Stauffer
1994). Ayrica, kalsiyumun transepitelyal akisi siit i¢ine aktarilmasinda meme epitel
hiicreleri tarafindan kullanilan molekiiler mekanizmalarinda ¢ok azi bilinmektedir
(Joshuave ark. 2013). Bu sebeple siite sekrete edilen kalsiyum seviyesine olan etkisini
belirlemek tiim metabolizmanin isleyisinin kalsiyum bakimindan tanimlanmasi adina

onemlidir.

Kalsiyumun meme bezinden siite gegisi sirasinda transport yolu kan plazmasidir.
Kanda bu gegise bagli olarak yani laktasyonun erken ya da ge¢ donemlerinde hipokalsemi
sekillenebilmektedir. Ozellikle Damascus kegisi gibi siit¢ii 6zelligi ile tanman irklarda
boyle sorunlara siklikla rastlanabilmektedir. Laktasyon siiresince kaybolan kalsiyumun
kandaki degisimi ile ilgili heniiz bir ¢alismaya rastlanilmamistir. Ozellikle laktasyon
stiresince kandaki kalsiyum seviyesindeki degisimin gen ekspresyonu ile ilgili herhangi bir

bilgi bulunmamaktadir.

2.4. Gen Ekspresyonu

Genel bir tanim olarak DNA’da bulunan genetik bilginin protein diizeyinde ifade
edilmesi Gen Ekspresyonu olarak bilinmektedir. Proteine doniisiim siirecindeki ilk
basamak, DNA’daki bilginin mRNA’ya aktarilmasidir. mRNA’ya aktarilan bu bilginin
miktar ve igerigiyle iliskili olarak protein sentezi gerg¢eklesmektedir. Kisaca hiicre icinde
bilgi akist DNA’dan RNA’ya son basamak olarak ta protein formuna gegisi seklinde
gerceklesmektedir ( Celebiler 2006) (Sekil 2.2).
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Sekil 2.2. DNA’dan proteine bilgi aktarimi ( Anonim 2016)

Molekiler yontemlerden Kantitatif Revers Transkriptaz Polimeraz Zincir
Reaksiyon (RT-qPCR)  metodu mRNA miktarimin 6lcimind saglayarak, genin
aktivasyonu hakkinda bilgi vermektedir. DNA’dan sentezlenen MRNA’lar Revers
Transkriptaz enziminin yardimiyla ¢cDNA’ya doniigiir ve gene spesifik primer ile PCR
(Polimeraz Zincir Reaksiyonu) gergeklestirilir. Bu yontem kullanilarak gen ekspresyonu
semikantitatif veya kantitatif olarak analiz edilebilmektedir. RT-gPCR analizlerinde Real
Time PCR cihazlar1 kullanilmaktadir. Bununla birlikte biitiin genlerin es zamanli olarak

kantitatif ekspresyon analizlerinin yapilabilmesi saglanmaktadir (Yiizbasioglu 2008).

RT-gPCR, niikleik asit artisint1 es zamanli olarak gdzlenmesini saglayan bir
teknolojidir. RT-gPCRyontemi gen ekspresyon analizinde duyarli ve giivenilir bir
yontemdir (Heid ve ark. 1996). SYBR Green DNA ¢ift sarmalina baglanarak floresan
1s1ma yapar veya yikima bagl sinyal olusturan prob dizileri araciligiyla amplifikasyon
miktarimni gézlemlemede yardimer olmaktadir. SYBR Green her bir PCR dongusi sonunda

meydana gelen driin miktarinin Glgiilebilmesi ve kantitatif analizlerin yapilmasinda
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kullanilmaktadir (Bustin ve Mueller 2005, Nolan ve ark. 2006). PCR Eksponansiyel faz,

lineer faz ve plato fazi olarak ii¢ fazdan olugmaktadir.
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Sekil 2.3. (A) RT-qPCR reaksiyonu PCR {iriin miktarina karst PCR dongli sayisimin teorik grafigi:
Eksponansiyel faz, lineer faz ve plato fazi. (B) PCR iiriin miktarinin logaritmasina kars1t PCR dongii sayisinin
teorik grafigi ( Heid ve ark. 1996).

PCR’m ilk segmenti olan eksponansiyel fazda ortamda yeterince reaktif bulundugu
icin Uiriin ¢cogalmaya baslar; ikinci segment olan lineer fazda {irlin artig1 devam eder ancak
reaktif yeterliligi azalmaya baglar; iiclincli ve son fazda ortamdaki reaktif tiikendigi igin
¢ogalma durur. Son segment olan plato fazinda reaktifler tiikenmesine karsilik {irin miktar1
degismez. RT- qPCR’1n eksponansiyel fazinda ideal kosullar altindaki PCR (rlnlerinin
miktar1 baslangigtaki kalip miktari ile orantilidir (Gibson ve ark.1996, Heid ve ark. 1996)
ve bu faz sirasinda ortam kosullart optimum ise her déngude Urin iki katina ¢ikar. Bu
miktart gozlemek icin DNA baglayan boyalar, veya hibridizasyon problart kullanilir
(Bustin 2000). SYBR Green’in bu baglanmasi sonucunda iiriin miktariyla orantili olarak
floresans acgiga c¢ikar (Sekil 2.4). Gen ekspresyonunun kantitasyonu ic¢in uygun primer
kullanimi1 SYBR Green tekniginde oldukca Onemli bir basamaktir ve basarili sekilde
gerceklestirilmesi i¢in; primerin sadece cDNA’ya spesifik baglanmasi, 6zgul olmayan

amplifikasyon drtinleri ve primer-dimer olusturmamasi, RNA izolasyonu sirasinda DNA
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kontaminasyonun gerceklesmemesi gibi hususlara dikkat edilmesi gerekmektedir. Ozgiil
amplifikasyon Urlnu elde etmek igin dikkat edilmesi gereken unsurlar; primerin baglandigi
ekzonlarin uzak segilmesi, 120-250 baz arasinda degisen amplikon uzunluklar1 arasinda
bulunmasi ve amplifikasyon primerlerinin farkli ekzonlardan secilmesidir (Yiizbasioglu
2008).

SYBR™ GREEN DETECTIOM

Sekil 2.4. SYBR Green metodu ¢alisma prensibi ( Anonim 2015)

SYBR Green’in 0zgul amplifikasyon elde etmek icin bir spesifitesi
bulunmamaktadir. SYBR Green 0zgul ¢ift zincirli  DNA  molekillerine de
baglanabilmektedir (Bustin ve Mueller 2005). Bu nedenle SYBR Green’in baglanmasi
sonucu olusan floresans artis1 her zaman 6zgul amplifikasyon drtnlerini temsil etmeyebilir.
Elde edilen bu amplifikasyon Urlnlerinin 6zgiin olup olmadigi agaroz jel elektroforezi
yardimiyla kontrol edilmektedir. Ayrica 6zgil olmayan amplifikasyon drinlerini tespit
etmek igin RT- PCR cihazinda “erime egrisi” (melting curve) analizi yapilabilmektedir.
Her DNA molekiiliiniin kendine 6zgiil bir “erime sicakligi (Tm)”degeri bulunmaktadir.
Amplifikasyon gerceklestikten sonra sicaklik miktarmi yavagga arttirilarak belirli
araliklarla floresans miktarinin tespiti yapilmaktadir. DNA c¢ift sarmali denature olmaya
basladiginda SYBR Green’in floresans verme 6zelligide azalmaya baslamaktadir. SYBR
Green’inin floresans verme Ozelliginden ve buna bagli olarak erime egrisinden
faydalanilarak amplifikasyonun 6zgiilliigiiniin kontrolii saglanmaktadir. Tm degerini
hesaplanmasinda en ¢ok bagvurulan yontem; erime egrisinin zamana kars1 olusturdugu

grafiktir (Womg ve Medrano 2005) (Sekil2.5).
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Sekil 2.5. Erime Egrisi Grafigi

Real Time PCR uygulamalarinda esik dongii degeri dnemli bir parametre olup esik
dongli sayist Ct (threshold cycle) olarak tanimlanir. Ct degeri baska bir ifade ile,
amplifikasyon sirasinda meydana gelen floresansin esik degerinin dongii sayis1 ya
daekspresyon isleminde meydana gelen ilk anlamli artisin gergeklesti§i noktay1
belirtmektedir. Farkli bi¢imlerde gerceklestirilen PCR reaksiyonlarinda kullanilan kalip
orneklerin miktarlarmin belirlenmesinde Ct degerleri karsilastirilarak yapilmaktadir

(Womg ve Medrano 2005).

Bu calisma laktasyonda olan Damascus kecilerinde, kan kalsiyum seviyesinin
laktasyon siiresince degisimini ve bu degisimin CaSR gen ekspresyonu ile olan iliskisini

ortaya koymak amaciyla yapilmistir.
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3. GEREC ve YONTEM

3.1. Hayvan Materyali

Calisma Hatay ili Asagioba Mahallesinde yetistirici elinde bulunan Damascus 1rki
10 bas keci iizerinde yiiriitiilmiistiir. Calisma materyali olan kegiler 4m?/bas zemin alanli
agilda bulunan 2. yada 3. dogumlarin1 yapanlar arasindan se¢ilmistir. Secilen keciler ikiz
dogum yapmis olup calisma boyunca kosantre yem ile beslenmislerdir. Calismaya
baslamadan oOnce tiim kegiler genel saglik yoniinden muayene edilmisler ve saglikli

olanlarda ¢alismaya baslanilmistir.

3.2. Orneklerin Toplanmasi

Laktasyonun 1, 3, 5 ve 7. aylarinda her bir kegiden kan 6rnekleri toplanmis ve bu
orneklerin plazma ve l6kositleri ayrilmistir. Plazma ayrimi igin Etilen Diamin Tetra Asetik
Asit(EDTA) i tlplere alinan 5 ml kan ornekleri 15 dk +4°C’ de 3000 rpm’de santrifiij
edilmis ve Ustte kalan plazma numunesi ependorf tiiplere alinarak —80°C’de analizler
yapilana kadar saklanmistir. Lokositler ise plazma ayrilan orneklerden yine pipet
vasitastyla miimkiin oldugunca eritrosit tabakaya bulasmayacak sekilde ayri bir falkon tiipe
almmistir. Falkon tlplerdeki l6kositlerin Gzerine 5 ml eritrosit cell lysis bufer sollisyon
ilave edilerek orbital shaker’da 10 dk ¢alkalandiktan sonra +4°C’ de 6000 rpm’de santrifiij
edilerek 16kositler dibe ¢oktiiriilmiistir. Supernatan dokulerek hicre peleti olusturulmustur.
Bu islem ikinci defa uygulanarak saf 16kosit hiicre peleti elde edilmis ve bu l6kositler Once

s1v1 azota ardindan da —80°C’de analizler yapilana kadar saklanmustir.
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3.3. RNA izolasyonu

— 80°C’den ¢ikarilan 16kosit hiicre peletinin tizerine 1 ml trizol ilave edildikten
sonra lokositlerin par¢alanmasi i¢in 30 sn sonikasyon 30 sn sogutma protokoliine gore 3
siklus sonikasyon uygulanmistir. Daha sonra TRI-Reagent protokolline gore (Protokoliine
no: T9424, Sigma- Aldrich, USA) RNA izolasyonu yapilmistir. ilgili protokole gore elde
edilen total RNA peletinin tzerine 50 pl DEPC su ilave edilerek nukleik asitolgerde
(Merinton SMA 1000 UV Spectrophometer, Pulton Tech. Ltd., China) konsantrasyon ve
saflik 6l¢timleri yapilmistir (Cizelge 3.1).

Cizelge 3.1. RNA konsantrasyon ve saflik miktarlar

= Laktasyonun Laktasyonun Laktasyonun Laktasyonun
Ozellik
1. ay1 3. ay1 5. ay1 7. ay1
Kor‘(fg}t[ﬁ;yo” 448.28+227.76  652,62+193.12 722.29+247.43  504.80+142,83
Saflik 1,99 +0.23 1,87 +0.16 1,85 + 0,09 1,84+ 03
(A260/280) w9 E 0, Sr =0, 0 =Y, 04 =

Konsantrasyonu 125 ng/ul’ den kiigiik olan ornekler kullanilmayarak tekrar
izolasyon yapilmistir. Konsantrasyon ve saflik bakimindan uygun olan ornekler jel-
elektroforezde kosturularak RNA biitiinliigli bakimindan kontrol edilmislerdir (Sekil 3.1).
18S ve 28S bantlar1 biitiin olarak tespit edilen orneklerde cDNA doniisiim islemine

baslanmistir.
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Sekil 3.1. RNA jel elektroforez goriintusi

cDNA doniistimiiniin ilk basamagi olarak tim 0Ornekler DNase ile muamele
edilmislerdir. Bunun igin 1 pl RNA, 1ul 10xReaction Buffer with MgClz, 1l DNase | ve
7ul Nuclease free su bir tip icinde 37°C’de 30 dk inkiibe edilmistir. Ardindan 1 pl 50 mM
EDTA ilave edilen tipler 65°C’de 10 dk inkiibasyona birakilmiglardir. Bdylece
orneklerdeki olasi DNA kontaminasyonu engellenmistir. ¢cDNA sentezi igin; total
RNA’dan 5pl, oligo (dT) Primerden 1pul, 4 pl 5x Reaction Buffer, 1 pl RiboLock RNase
Inhibito, 2ul 10 mM dNTP Mix, 1 pl RevertAid M-MuLVRT ve 6 ul Nuclease free su
ilave edilen tipler 60°C’de 42 dk, 25°C’de 5 dk, 42°C’de 60 dk ve 70°C’de 5 dk inkiibe
edilen protokolu uygulanmistir. Olusan cDNA 6rneleri son hacim 100 pl ulasacak sekilde

DEPC’li su ile sulandirarak RT- qPCR uygulamalari igin -20°C’de saklanmistir.

3.4. Reverse Transkripsiyon- Polimeraz Zincir Reaksiyonu (RT- qPCR)

CaSR geninin ekspresyon seviyesini belirlemek icin RPLPO geni internal kontrol
olarak kullanilmistir. Her 6rnek duplike olarak amplifiye edilmistir. Amplifikasyon i¢in
5ul cDNA, 10 pl SYBR Green Master Mix (Sso Advanced Universal SYBR Green
Supermix, Bio- Rad, USA), 4 ul Primer (Forward- Reverse) ve 1 pl Nuclease free su ile
hazirlanan 20 pl’lik 6rnekler RT-qPCR’da amplifiye edilmislerdir. RT-qPCR protokoli;
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10 dk 95°C’de, 15 sn 95°C’de, 60 sn 60°C’de (40 siklus) ve 30 sn 72°C olarak

ayarlanmistir. Kullanilan primerlerin biyiikliikleri ve sekanslar1 Cizelge 3.2.”de verilmistir.

Cizelge 3.2. CaSR ve RPLPO genleri primer sekanslari

Gen Sekans Kaynak
CaSR Forward CGAGACGCCTTACATGGATTAT  Bu ¢alismada dizayn
Reverse TTGTAGGGCATGGGCAATAG edilmistir.
Forward CAACCCTGAAGTGCTTGACAT )
RPLPO  Reverss AGGCAGATGGATCAGCCA Finot ve ark.(2011)

Calismada RT-qPCR analizleri amaciyla genlerin amplifikasyonu i¢in kullanilan
primer dizileri NCBI (National Center for Biotecnology Inormation) tzerinden Primer-

BLAST araciligiyla belirlenmistir.

3.5. Plazma Kalsiyum Ol¢uimii

Plazma kalsiyum seviyesini belirlemek icin; 50 ml’lik cam balonlarda 0,5 gr
plazma orneklerinin tizerine 10 ml Nitrik Asit ilave edilerek 6 saat siireyle kapali devre yas
yakma uygulanmistir. Daha sonra g¢ekerocak altindaki geri sogutucuda toplanan nitrik
asitten sonra cam balonlara 10 ml ultra saf su ilave edilerek oOrnekler sogumaya
birakilmistir. Soguyan oOrnekler 1 numara Watmann filtresinden gegirilerek 50 ml’lik
falkon tiiplere alinmustir. Falkon tiiplerdeki 6rnekler 25 ml hacme ulasana kadar ultra saf su
ile tamamlanmustir. Ilgili &rnekler igin kalsiyum 6lciimii Mustafa Kemal Universitesi
Teknoloji ve Ar-Ge Uygulama ve Arastirma Merkez Midirliigiinde bulunan MP- AES
(Agilent Tech, USA) cihazinda yapilmistir.

MP- AES, mikrodalga ile indiiklenmis plazmadan olusmaktadir. Biiylik ve kiiclik
elementlerin ayn1 anda birden fazla analiz tayinin saglayan bir yontemdir. MP- AES cihazi
icindeki silindirden sagladig1 azotu kullanarak veya ortam havasindan ¢ikarilan bir plazma
desarji iiretmek igin mikrodalga enerjiyi kullanir. MP-AES olg¢limlerinde kullanilacak

numuneler plazma ile etkilesimden once nebulize edilir. Atomize edilmis numune
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plazmadan gecer ve elektronlar uyarilarak yiikselirler. Yayilan elektronlar zemine geri
donerken 151k bir spektruma ayrilir ve her emisyon ¢izgisinin yogunlugu dedektdrde

olcaldr ( Anonim 2017).

MP- AES cihazinda 6l¢tim gerceklestirilmeden 6nce 1000 ppm’lik bir Multi IV
standarti hazirlanmistir. . Hazirlanan standart 0,25, 0,5, 1,0, 2,0, 4,0 (ppm) seklinde
seyreltilerek  9%0,5 HNO3 igeren ultra saf su ile 50 ml’ye tamamlanmistir. Bu sekilde
hesaplanarak hazirlanan standart ile kalibrasyon grafigi (0,25, 0,5, 1,0, 2,0, 4,0 (ppm))
olusmustur. Cihaz ¢alisma kosullari; Uptake time 30 sn, Rinse time 15 sn, stabilization
time 25 sn, Pumpspeed 15 rpm, dalga boyu 393 nm, nebulizer basinci 120 kPa olarak

ayarlanmistir.

3.6. istatistiksel Analiz

Bu tez galismasinda verilerinin degerlendirilmesinde IBM SPSS Statistics 20 (SPSS
Inc. ABD) paket program kullanilmistir. Plazma kalsiyum degeri i¢in gruplar arasindaki
farkliligin 6nem kontrolii Friedman testi ile belirlenirken, ikili gruplar arasindaki farkliligin
karsilastirmas1 ise Mann-Whitney U testi ile yapilmistir. Gen ekspresyonu verileri 2724Ct
(Livak ve Schmittgen 2001) yontemine gore degerlendirilerek Fold Change ve Fold

Regulation olarak verilmistir.

22



4. BULGULAR

4.1. RNA Izolasyonu

Laktasyon sirasinda l6kositten elde edilen RNA konsantrasyon ve saflik

bakimindan 6l¢timii Nikleik asit 6lger ile gerceklestirilmistir (Cizelge 4.1).

Cizelge 4.1. RNA konsantrasyon ve saflik miktarlari

. Laktasyonun Laktasyonun Laktasyonun Laktasyonun
Ozellik
1. ay1 3. ay1 5. ay1 7. ay1
Kon(sn"g}t:ﬁ;yo” 448,28+227,76  652,62+19312  722,29+247,43  504,80+142,83
Saflik
(A260/280) 1,99 + 0,23 1,87 +0,16 1,85+ 0,09 1,84 + 03

NiKleik asit ol¢iimii gergeklestirilen RNA ornekleri agaroz jel elektroforezinde

yuriitiilme islemi gergeklestirildi (Sekil 4.1).
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Sekil 4.1. RNA jel elektroforez goriintusu

4.2. Plazma Kalsiyum Olgumi

Laktasyon boyunca (1, 3, 5 ve 7. aylarda) alinan plazma orneklerinin kalsiyum
seviyesi MP-AES cihazi ile 6l¢iilmiistiir. Elde edilen sonuclar aylara gore sirasiyla 9,63;
9,57; 8,64 ve 8,32 mg/dl olarak bulunmustur (Cizelge 4.2). Laktasyonun 1. ve 3. ayina

gore diger aylarda anlamli bir azalma tespit edilmistir (P<0,05).

Cizelge 4.2. Laktasyon donemindeki plazma kalsiyum miktarlar1 (Median (Percentile % 25 75)) (n=10)

- Laktasyonun Laktasyonun Laktasyonun Laktasyonun
Ozellik
1. ay1 3. ay1 5. ay1 7. ay1
Plazma Kalsiyum 9,63 9,57 8,64 8,32 0021
seviyesi (mg/dl)  (8,49-10,07)? (8,58-10,73)2 (8,09-9,31)° (7,32-8,81)> ™

ab: Ayin satirda farkli harfleri tagtyan gruplar birbirinden farklidir.

24



4.3. CaSR Gen Ekspreyon Seviyesi

Laktasyon doneminde elde edilen drnekler RT- qPCR’da amplifiye edilmislerdir.
Bu reaksiyon sonucunda “erime egrisi” protokolii de uygulanarak olast “primer dimer”

veya “hedef olmayan gen bolgesi” ¢ogaltilma durumu da kontrol edilmistir (Sekil 4.2).

Sekil 4.2. CaSR geninin erime egrisi grafigi

RT- qPCR da analizleri yapilan CaSR genine ait ekspresyon seviyesi Fold Change
ve Fold Regulationolarak gosterilmistir (Sekil 4.3 ve 4.4). Laktasyonun 1. ay1 kontrol
olarak kabul edildigi zaman diger aylarda CaSR geninin ekspresyon seviyesinde dnemli

diizeyde down-regiilasyon olmustur (P<0,05).
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Sekil 4.3. CaSR geninin laktasyon dénemindeki ekspresyon seviyesi (Fold Regulation)
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Sekil 4.4. CaSR geninin laktasyon dénemindeki ekspresyon seviyesi (Fold Change)
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Laktasyon sirasinda artan kalsiyum talebini karsilamak ic¢in kemikten kana
kalsiyum gecisi de artmaktadir. Buna bagl olarak CaSR genin ekspresyon diizeyi de
artmakta ancak laktasyonun ilerleyen dénemlerinde artan kemik kaybini 6nlemek igin

CaSR’nin ekspresyon seviyesi de azalmaktadir.

RT-gPCR sonucunda elde edilen Grunler hedef genin ¢ogalip ¢ogalmadigini test
etmek icin agaroz jele yiiklenerek elektroforezde yiiriitiilmiistiir. Elde edilen goriintiide
sadece CaSR geninin ¢ogaltildig: tespit edilmistir (Sekil 4.5).

Ladder

D

i pison vk i iin o s st

Laktasyonun Laktasyonun Laktasyonun Laktasyonun’
l.ay1 3. ay1 5. ay1 7. ay1

Sekil 4.5. CaSR geni RT-gPCR Urin jel elektroforez géruntisu
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5. TARTISMA

Kegi siitii icerigi bakimindan insan sagligi i¢in olduk¢a 6nemlidir bu nedenle
yetistiriciligi yillar gectikce stirekli bir artis gostermektedir. Igeriginde laktoz, protein, yag
ve minaral madde (kalsiyum, magnezyum, fosfor vs.) gibi bircok besleyici unsur
bulunmaktadir ( Coskun ve Ondiil 2004). Bir baska deyisle kegi siitli, neonatal bilyiime icin
gerekli olan kalsiyum dahil tim besin maddelerini icermektedir (Kovacs 2005,
Wysolmerski 2010). Siitteki kalsiyum oranm1 %13 olup laktasyon suresince bu oran
degiskenlik gostermektedir. Zira sutle eksrete olan kalsiyumun CaSR gen regilasyon

mekanizmalari ile kompanse edilmeye calisildig: diisiiniilmektedir.

Gebelik sirasinda kegilerde kalsiyum ihtiyaci giinde 10,5 g iken laktasyon
doneminde bu miktar giinde 30 g'a kadar yiikselmektedir (Kessler 1999). Dogumla birlikte
laktasyonun baglamasi ile kalsiyum ihtiyaci artmaktadir. Her litre stt ile 1-1,5 g kalsiyum
atilmaktadir (Allen ve Samson 1985) ve dogum sonrasi erken donemde kalsiyum
mobilizasyonundaki yetersizlik, ruminantlar icin énemli bir sorun teskil etmektedir. Bu
kritik siire boyunca kana kalsiyum saglamak i¢in kemikten kalsiyum mobilizasyonunun
arttig1 yapilan ¢aligmalar ile kanitlanmistir (Liesegang ve ark. 2006, Liesegang ve ark.
1998). Brendehaug ve Abrahamsen (1986), Norveg’te yasayan laktasyon donemindeki
kecilerden siit Ornekleri alarak kalsiyum miktarmin Olgiimiinii gerceklestirmisler ve
laktasyon donemindeki kecilerin  surekli sitle birlikte kalsiyum kaybettiklerini
bildirmislerdir. Fredeen ve ark. (1988), kegilerde kalsiyum emiliminin laktasyon ile
yiikseldigini daha sonra zamanla azaldig1 bildirmislerdir. Fleet ve Peaker (1978), laktasyon
doneminde bulunan kegilerden siit 6rnekleri alarak yaptiklari ¢alisma da kalsiyumun
miktarinin ilk déonemde bu miktarin 31,2+0,9 (mM) olarak bulmuslarsa da laktasyonun
diger aylarinda ilk aya oranla azaldigini bildirmislerdir. Voutsinas ve ark. (1990),
laktasyon donemi boyunca Alp kecilerinden aldiklari siit 6rnekleri ile yaptiklar1 ¢aligmada
ortalama kalsiyum degerinin 140,06 (mg/100g) olarak bildirmislerdir. Bu miktarin
laktasyonun ilerleyen zamanlarinda azaldigim1 yine yaptiklari calismada belirtmislerdir.

Liesegang ve ark. (2007), laktasyon donemindeki Saanen kegileri ile yaptiklar1 ¢aligmada
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stitteki total kalsiyum miktarini1 laktasyonun 1, 2, 3 ve 4. aylarda sirasiyla 8,1; 4,8; 4,0 ve
3,8 (g/day) olarak bildirmislerdir. Zamora ve Davide (1969), laktasyon ddnemindeki
Saanen kegilerinden serum oOrnekleri almiglardir. Alinan siit ve serum ornekleri laktasyon
boyunca kalsiyum bakimindan Ol¢iilmiistiir. Siitteki kalsSiyum miktar1 ortalama 139,4
(mg/100 g) olarak bildirilirken serum kalsiyum miktarinin ortalama degeri 41,9 (mg/100 g)
olarak bildirilmistir. Bu c¢alismalarin tamaminda siitle eksrete edilen kalsiyumun genetik
regiilasyonu hakkinda bir fikir bulunmamaktadir. Ancak CaSR geninin viicut kalsiyum
homeostazinda primer etkili gen olmasi sebebi ile laktasyondaki kalsiyum kaybini
diizenledigi diisiiniilmektedir. Yakan ve ark. (2016), laktasyondaki Damascus kegilerinde
yaptiklar1 ¢alismada laktasyonun 1, 3, 5 ve 7. aylarinda siit kalsiyum seviyesini sirastyla
1156, 594, 485 ve 629 pg/lt olarak bildirmislerdir. Bu caligmada laktasyon siiresince tespit
edilen kan kalsiyum seviyesindeki azalma (laktasyonun 1, 3, 5 ve 7. aylarinda sirasiyla
9,63; 9,57; 8,64 ve 8,32 mg/dl) Yakan ve ark. (2016) laktasyonun 5 ve 7. aylarinda siit
kalsiyum seviyesindeki belirttikleri azalma ile uyum gostermektedir. Laktasyonun 3.
aymda 1. aya gore siitte kalsiyum seviyesi onemli diizeyde (1156 pg/lt’den 594 pg/lt’ye)
azalma olurken benzer etki kanda olmamistir (9,63 mg/dl’ye kars1 9,57 mg/dl). Bu durum
stitle ekstrete olan kalsiyumun kan tablosunda bir miiddet regiile olabildigi ancak siitle
meydana gelen kalsiyum kaybinin devam etmesi halinde (laktasyonun 5 ve 7. ay1) tablonun

kana da yansidigi tespit edilmistir.

Yapilan caligmalarda laktasyon doneminde 6zellikle kalsiyum depolarinda azalma
meydana geleceginden diyetle kalsiyum alinmasi Onerilmektedir. Laktasyondan sonra
kemik yogunlugundaki kazancin yine yemle alinacak kalsiyum ile artacagi
diisiiniilmektedir. Thomas ve Weisman (2006) yaptiklar1 ¢alismada, maternal kalsiyum
depolarimi tiikendigi takdirde, kemik saglig1 lizerinde olumsuz etkilerini belirterek gebelik
ve laktasyon sirasinda Ozellikle Onemli oldugunu vurgulamiglardir. Yapilan diger
caligmalarda ise, kalsiyum destegini laktasyondaki bireyin kemik kaybini ve bu kaybin
yalnizca laktasyon sirasinda Onlemedigini bildirmesine ragmen, Ozellikle gebelik ve
emzirme doneminde tiiketilen maternal iskelet kalsiyum depolarinin yerini almasi i¢in
kalsiyum tiiketimine tesvik edilmesi gerektigini gostermektedir. Siitten kesildikten sonra
kemik yogunlugundaki kazanci arttiracagi kanitlanmistir (Kalkwarf ve ark. 1997).
Ntailianas ve Whitney (1964), yapmis olduklar1 ¢alismada siit ile atilan kalsiyumun

bosalan rezervlerinin laktasyon sonrasinda yerine geldigi belirtmislerdir. Laktasyon
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suresince azalan kalsiyum rezervlerinin CaSR ile korunmaya ¢alisildig1 diisiiniilmektedir.
Zira yapilan bu ¢aligmada laktasyonun 1. ayina gore laktasyonun 3, 5 ve 7. aylarinda CaSR
geni 6nemli seviyede down-regile olmustur (P<0,05). Boylece kalsiyum mobilizasyonunu
azaltarak rezervler korunmaya calisilmistir. Bagka bir ifade ile, laktasyon ile meydana
gelen kalsiyum kaybmin CaSR geninin homeostaz yetenegi ile diizenlenmeye calisildig

ortaya konulmustur.

Kandaki kalsiyum araligt birgok mekanizma ile denetlenmektedir. Bu
mekanizmalar  paratiroid hormon (PTH), Kkalsitonin ve vitamin D (1,25-
dihidroksikolekalsiferol) olmak (zere ¢ hormondan olusmaktadir (Fidan ve Dundar
2007,Niranjan ve ark. 2002, Oleszek ve Marston 2000). Kalsitonin kan kalsiyum
konsantrasyonunun diizenlenmesinde gorev almakta ve bu fonksiyonu PTH’nu ters
etkileyerek yapmaktadir. Vitamin D (1,25-dihidroksikolekalsiferol) ise PTH ile birlikte
hareket etmektedir (John ve Hall 2001, Onat ve ark. 2006). Christophers ve ark. (1997)
yaptiklart bir ¢alismada 1,25-dihidroksivitamin D ve diger mekanizmalardaki artiglara
aracilik ettigi, kalsiyumun bagirsak emiliminde laktasyon doneminde 2 kat artig oldugunu
gostermektedir. Yani PTH salgilanmasiyla birlikte kemikten kalsiyum ve fosfat salinimini
arttirarak kan kalsiyum ve fosfor dengesini saglamaktadir (Holick 2006). Bu ¢aligsmalar,
kalsiyumun viicuttaki regiilasyonunun beslenme ile dogrudan ilgkili olabilecegini
gostermektedir. Bu sebeple laktasyon boyunca beslenme ile CaSR gen ekspresyon
iligkisinin incelenmesinin konunun daha iyi agiklanmasi bakimindan ©nemli olacag:

diistiniilmektedir.

Kohler ve ark. (2013), laktasyon déneminde bulunan kecilerde serum kalsiyum
miktarin1 dlgmisler ve laktasyonun ilerlemesiyle plazma kalsiyum seviyesinin azaldigini
bildirmislerdir. Bu bulgular mevcut calisma ile uyum gostermektedir. Samardzija ve ark.
(2011), puerperium donemdeki Boer kegilerinde yaptiklari ¢alismada serum kalsiyum
miktariin 2,29- 2,39 (mmol/L) olarak bildirmislerdir. Bu ¢alismada laktasyonun ilk 40
guninde plazma kalsiyum seviyesi takip edilmis ve laktasyon ile birlikte sabit bir seviye
tespit edilmistir. Bu durum mevcut agilma ile uyum gostermektedir. Zira bu ¢alismada da
plazma kalsiyum seviyesi laktasyonun 1 ve 3. aylarinda benzer olarak anlamli bir azalma

goriilmemis ve sabit kalmustir.
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Farkli ke¢i wrklarinda yapilan galismalarda serum kalsiyum seviyeleri 2,11-2,90
(mmol/L) olarak bildirilmistir (Erdogan ve ark. 2002, Kaneko ve ark. 2008). Mbassa ve
Poulsen (1991), laktasyon doneminde bulunan Danimarka keci irkinda yaptiklar1 ¢alismada
serum kalsiyum seviyesinin laktasyonun ilerlemesi ile diisiis gosterdigini bildirmislerdir.
Damascus kegilerinde yapilan bu ¢alismada plazma kalsiyum seviyesi bakimindan tespit

edilen bulgular Danimarka kegi 1rki ile benzerlik gostermistir.

Milewskil ve ark. (2012), koyunlarda serum kalsiyum miktarini laktasyonun ilk
doneminde 2,53 (mmol/L) olarak bildirirken, laktasyonun ilerleyen zamanlarinda bu
seviyenin diizenli olarak azaldigini bildirmislerdir. Damascus kegilerinde yapilan mevcut
caligmada, laktasyonun 1, 3, 5 ve 7. aylarinda alinan plazma 6rnekleri Uzerinde yapilan
kalsiyum Ol¢timii sonuglarinda laktasyonun 1 ve 3. aylarindaki tespit edilen degerler (9,63
ve 9,57 mg/dl) benzer olurken 5 ve 7. aylarda bir azalma (8,64 ve 8,32 mg/dl) tespit
edilmistir. Bu durum laktasyondaki koyunlarda serum kalsiyum seviyesi icin tespit edilen
laktasyon boyunca diizenli azalma ile farklilik gostermektedir. Bu durumun koyun ve
keciler i¢in tiir farkindan kaynaklandig1 disiiniilmektedir. Genel bir tanim olarak “kii¢iik
ruminantlar” olarak tanimlanan ve metabolizma olarak birbirlerine benzetilen koyun ve

keci tiirleri arasinda boyle bir farklilik oldugu da tespit edilmistir.

Kalsiyum duyarli reseptér (CaSR), ekstraseliiler sivilardaki kalsiyum ve diger
organik ve inorganik katyonlardaki degisikliklere yanit olarak sinyal veren 7-
transmembran yayilimli, G proteinine bagl bir reseptordiir (Brown ve ark. 1993, Brown ve
MacLeod 2001). CaSR geni viicutta kalsiyum homeostazisini saglayan esas faktorlerden
birisidir. Baslangicta bir paratiroid kalsiyum sensorii olarak kesfedildi ve daha sonra
sistemik kalsiyum metabolizmasinin diizenlenmesinde kritik bir bilesen oldugu belgelendi
(Brown ve ark. 1993, Tfelt-Hansen ve Brown 2005). CaSR, paratiroid hormonunun sentezi
ve sekresyonunu diizenleyerek plazma kalsiyum konsantrasyonundaki degisikliklere cevap
veren bir proteindir (Brown ve ark. 1993). Genetik deneyler, bu reseptériin paratiroid
bezleri ve bobrekler tarafindan kalsiyum algilamasindan sorumlu oldugunu ve dolasimdaki
kalsiyum miktarinin korunmasinda gerekli oldugunu gostermistir (Ho ve ark. 1995, Pollak
ve ark. 1994). Loupy ve ark. (2012), yaptiklari ¢alismada CaSR'nin PTH'dan bagimsiz kan
kalsiyum konsantrasyonunun dogrudan bir Dbelirleyicisi oldugunu belirtmislerdir.

Ardeshirpour ve ark. (2006) yaptiklar1 ¢alisma ile paratiroid ve renal CaSR arasindaki
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sinyallesmelerin normal kalsiyum homeostazinda kritik oldugu bildirilmistir. BObrek ve
tiroid bezi lizerinde yapilan calismalara destek olarak bu calisma ile CaSR geninin kan
dokuda da kalsiyum sentezini reglle ettigi ortaya konulmustur. Zira, sute kalsiyum
gecisinin kaynagi olan kanda CaSR genini laktasyon ilerledik¢e laktasyonun basina gore
down-regiile olmaktadir (P<0,05). Bu nedenle CaSR geninin down- regiilasyonuna bagl

olarak kana dolayisiyla siite kalsiyum ge¢isinin azaldig: diisiiniilmektedir.

Laktasyonun 1, 3, 5 ve 7.aylarinda kan drneklerinden izole edilen RNA ile CaSR
ekspresyon seviyesi Olcllmiistiir. CaSR’nin ekspresyon seviyesi laktasyon donemi
baglarina gore daha sonraki sirecte down- regiile oldugu goézlemlenmistir (P<0,05).
Yapilan bir bagka ¢alismada (Mamillapalli ve ark. 2013) farelerin laktasyon déneminde
site gecen kalsiyumun CaSR geni tarafindan diizenlendigi bildirilmistir. Kegilerde de
CaSR ekspresyonun laktasyon sirasinda zamanla down- regiile olmasi bireyin hipokalsemi

riskinin azaltildig1 diisiincesini olusturmaktadir.
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6. SONUC

Laktasyon déneminin 1, 3, 5 ve 7.aylarindaki Damascus kecilerinden alinan kan
ornekleri hem plazma kalsiyum miktar1 hemde CaSR geni ekspresyon seviyesi
bakimindan degerlendirilmistir.

Plazma kalsiyum miktar1 laktasyonun 1 ve 3. aylarinda benzer olurken laktasyonun
5 ve 7. aylarinda daha diisiik seviyelerde tespit edilmistir.

Lokosit CaSR gen ekspresyonu laktasyonun 1. ayina gore 3, 5 ve 7. aylarda down-
regiile olmustur.

. Bu caligmada elde edilen 16kosit CaSR gen ekspresyon seviyesi bulgulari,
laktasyondaki kecilerin plazma kalsiyum metabolizmasinin CaSR geni ile regiile
edildigi fikrini olusturmustur.

. CaSR geninin Iokositlerdeki ekspresyon seviyesinden yola ¢ikarak laktasyondaki
ciftlik hayvanlarinda meydana gelebilecek “Hipokalsemi” gibi metabolik
bozukluklarin  tahmini ve prognozu hakkinda fikirler iiretilebilecegi
diistiniilmektedir.

. Bu ¢aligma sirasinda yapilan literatiir tarama bilgileri ve ¢alisma bulgular1 beraber
degerlendirildiginde; tiir, irk, yas, dogum tipi ve beslenme gibi faktorlerin CaSR
gen ekspresyonu ve plazma kalsiyum  seviyelerini  etkileyebilecegi
diistiniilmektedir. Bu sebeple ilgili 6zelliklerin CaSR gen ekspresyonu ile iliskisi

hakkinda yeni ¢alismalara ihtiya¢ bulunmaktadir.
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