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Öz

Amaç: PPARGC1A geni glikoz-yağ metabolizması ve enerji dengesin-
de önemli bir role sahiptir. Ayrıca, çiftlik hayvanlarında süt kalitesi ve 
süt veriminde aday gen olarak kullanabilmektedir. Bu amaçla, Anado-
lu Mandalarında PPARGC1A geninin 8. eksonundaki polimorfizmler 
araştırılmıştır.

Gereç ve Yöntem: Araştırmada, Afyonkarahisar ilinde yetiştirilen ve 
“Anadolu Mandalarının Halk Elinde Islahı” projesi kapsamındaki 183 
baş dişi malak incelenmiştir. PPARGC1A gen bölgesinin 8. eksonu ile 
9. intronu arasındaki 739 bp büyüklüğündeki bölüm ABI 3500 DNA 
dizileme cihazı ile araştırılmıştır. İstatistik analizlerde GENETIX pa-
ket programı kullanılmıştır.

Bulgular: PPARGC1A gen bölgesinin 8. eksonu ile 9. intronu ara-
sındaki 739 bp büyüklüğündeki bölüm çoğaltılmış ve 8. eksonuna 
ait olan 526 bp lik kısmı değerlendirilmeye alınmıştır. Araştırmada, 
PPARGC1A geninin 8. eksonunda c.1598 A>T polimorfizmi gözlen-
miştir. Yapılan Khi-kare (χ2) analiz sonucunda popülasyonun Hardy-
Weinberg dengesinde olmadığı, gözlenen ve beklenen değerler ara-
sındaki fark istatistiki açıdan önemli bulunmuştur (P<0,001). A ve T 
allelinin frekansı sırasıyla 0,768 ve 0,232 tahmin edilmiştir. İncelenen 
popülasyonda heterozigotluk %24,59 olarak hesaplanmıştır.

Öneri: Sonuç olarak, PPARGC1A geninin 8. eksonundaki c.1598 A>T 
polimorfizmi amino asit dizilimini etkilemektedir. Dolayısıyla, GAC 
kodonu Aspartik asiti (Asp), GTC kodonu ise Valin (Val) amino asi-
dini kodladığı için proteinin yapısı ve fonksiyonunun değişebileceği 
düşünülmektedir. Bu nedenle, c.1598 A>T ve gendeki diğer SNP’lerin 
büyüme, laktasyonun başlaması ve sürdürülmesi, süt verimi, sütün 
kalitesi ve sütteki yağ miktarı üzerine etkisinin araştırılarak, sonuçla-
rın Anadolu Mandası ıslah çalışmalarında kullanılabileceği düşünül-
mektedir.

Anahtar kelimeler: Anadolu Mandası, PPARGC1A, Polimorfizm, SNP

Abstract

Aim: PPARGC1A gene has an important role in glucose-lipid meta-
bolism and energy balance. Also, PPARGC1A gene can be used as a 
candidate gene at milk quality and production at livestock animal. 
Therefore, this research has been conducted to determine the poly-
morphisms on 8. exon of PPARGC1A in Anatolian water buffaloes.

Materials and Methods: The total of 183 blood samples taken from 
Anatolian water buffaloes bred in Afyonkarahisar city and the Ana-
tolian Water Buffaloes in the frame of reclamation project by Animal 
Breeders were used as a research material in this study. ABI 3500 ge-
netic analyzer was used to investigate the region of 739 bp that from 
8. exon to 9. intron of PPARGC1A gene. GENETIX computer program 
was used for statistics analyses.

Results: In this study, an SNP located at the c.1599A>T on the 8. exon 
of PPARGC1A gene was found. The population showed disagreement 
with expected Hardy-Weinberg balance by Chi-square (χ2) analyses 
(P<0.001). Frequencies of A and T alleles were estimated 0.768 and 
0.232, respectively. Heterozigosities were calculated 24.59% in Ana-
tolian water buffaloes population.

Conclusion: As a result, c.1598 A> T polymorphism in exon 8 of 
PPARGC1A gene can affect the amino acid sequence. Thus, the struc-
ture and function of the protein would change the GAC codon enco-
des Aspartic acid (Asp) and the GTC codon encodes Valin (Val) amino 
acid. Therefore, determining the effects of c.1598 A>T and other SNPs 
in PPARGC1A gene on growth could have an effect on  the initiation 
and maintenance of lactation, milk yield, quality of milk and milk fat 
in Anatolian Water Buffaloes.
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Giriş

Mitokondriyal ve ekstra-mitokondriyal lipid metabolizmasın-
da görev alan genlerin transkripsiyonlarının düzenlenmesinde 
bir grup nükleer reseptör rol oynamaktadır (Issemann ve Gre-
en 1990, Kliewer ve ark 2001). Peroksizom proliferatör aktive 
edici reseptörler (PPAR) olarak adlandırılan bu reseptörler çok 
farklı biyolojik olaylarda görev almaktadır. PPAR’lar, nükleer re-
septör ailesinin bir alt grubunu oluşturmaktadır. Bu reseptörler, 
hücre içinde lokalize olmakta ve transkripsiyonunun düzenlen-
mesinde görev almaktadır (Kliewer ve ark 2001). Yağ asidi ve 
karbonhidrat metabolizmasını düzenleyen, diyetsel lipid sen-
sörleridir. Ayrıca, aterosklerotik lezyonlarda yer alan hücreler-
de PPAR’ların anti-inflamatuar etkileri de tanımlanmıştır (Marx 
ve ark 2004). Farklı dokularda alfa (PPARα), beta (PPARβ) ve 
gamma (PPARγ) tipleri belirlenmiştir (Guillaume ve ark 2006).

Transkripsiyon faktörleri ile beraber çalışan ve transkripsiyon 
hızını artıran proteinler koaktivatör olarak adlandırılmaktadır. 
Peroksizom Proliferatör Aktive Edici Reseptör Gamma Koakti-
vatör-1 (PGC-1), ilk olarak PPARγ’nın transkripsiyonel koaktiva-
törü olarak tanımlanmıştır (Knutti ve Kralli 2001). Kahverengi 
yağ dokusu, karaciğer, kalp, böbrek ve beyin gibi mitokondriden 
zengin dokularda fazla miktarda eksprese olmakta ve metabolik 
ihtiyaçlarla gelen sinyaller doğrultusunda ekspresyonu artmak-
tadır. Özellikle, soğuğa maruz kalınması ile kas ve kahverengi 
yağ dokusunda, açlıkta kalp dokusunda ve uzun fiziksel egzer-
siz sonrası kas dokuda ekspresyonunda artış gözlenmektedir. 
PGC-1’nın diğer nükleer reseptörlerle etkileşimi ligand-bağımlı 
olmasına rağmen PPARγ ile ligand-bağımsız olarak etkileşmek-
tedir. Mitokondride biyogenezis, oksidatif fosforilasyon ve yağ 
asitleri oksidasyonu enzimlerinin indüklenmesinde rol almak-
tadır (Puigserver ve ark 1998).

Peroksizom Proliferatör Aktive Edici Reseptör Gamma Koaktiva-
tör 1 Alfa (PPARGC1A) geni, glikoz-yağ metabolizması ve enerji 
dengesindeki önemli rolü nedeniyle süt sığırlarında laktasyon 
süresini de etkileyebilmektedir. Süt sığırlarında, PPARGC1A ge-
ninin süt sığırlarında laktasyonun başlaması ve sürdürülmesin-
de süt sığırlarında tarafından gereksinim duyulan potansiyel bir 
aracı olabileceği ifade edilmektedir (Weikard ve ark 2005). Hüc-
resel enerji metabolizmasının düzenleyicisi olan PPARGC1A’nın 
birçok nükleer hormon reseptörü aktivitesinde, termogenesis-
de transkripsiyonel faktörlerle, adipogenesis ve glikogenesis ile 
etkileştiği gösterilmiştir. (Handschin ve Spiegelman 2006, Liang 
ve Ward 2006, Liu ve Lin 2011).

İnsanlar ve hayvanlarda yapılan çalışmalar PPARGC1A geninin, 
yağ metabolizması üzerine önemli bir rolünün olduğunu ortaya 
koymaktadır. İnsan PPARGC1A genindeki Gly482Ser polimorfiz-
minin tip 2 diyabet gelişimi için risk faktörü oluşturduğu (Kunej 
ve ark 2004) ve insülin salınımını etkilediği gözlenmiştir (Mül-
ler ve ark 2003). Domuzlarda, PPARGC1A genindeki cys430ser 
polimorfizminin yağlı ve yağsız doku oluşumu ile ilişkili olduğu 
ve bununda et kalitesini etkileyen önemli faktörler arasında yer 
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aldığı bildirilmiştir (Kunej ve ark 2005). Bu polimorfizmin etçi 
sığırlarda büyüme ve kas artışı üzerine bir etkisinin olmadığı 
gözlenmiştir (White ve ark 2007)

Sığırlarda bu genin, süt özelliklerini (Weikard ve ark 2005, Kha-
tib ve ark 2007, Komisarek ve Dorynek 2009, Kowalewska-Uc-
zak ve ark 2010), büyüme ve et kalitesini (Soria ve ark. 2009), 
süt yağ bileşimini (Komisarek ve Dorynek 2009, Schennink ve 
ark 2009) etkileyen aday bir gen olabileceği öne sürülmüştür.

PPARGC1A’nın memede yağ sentezi ile de ilişkili olduğu bildi-
rilmiştir (Liang ve Ward 2006). Laktasyon sürecinde, meme 
dokusunda mitokondri sayısının ve büyüklüğünün artması 
PPARGC1A’nın ekspresyonundaki artışı ile ilişkilendirilmiştir 
(Jones 1974). Sığırlarında PPARGC1A geninin 9. intronundaki 
c.1892+19 T>C polimorfizmin süt yağı verimi ile ilişkili olduğu 
gözlenmiştir (Weikard ve ark 2005, Schennink ve ark 2009, Ko-
walewska-Uczak ve ark 2010). Süt sığırlarında PPARGC1A’nin 
8. eksonundaki c.1209T>C polimorfizminin süt yağı kalitesi ile 
ilişkili olduğu bildirilmiştir (Weikard ve ark 2005).

Mandalardaki PPARGC1A geni ile süt verimi arasındaki ilişkinin 
araştırıldığı bir çalışmada mandalara özel yeni SNP’ler tanım-
lanmıştır. Bu SNP’lerin mandalardaki süt kalitesi ve üretimin-
de belirleyici olarak kullanılabileceğini belirtilmiştir (Javed ve 
ark 2011). Mandalar ile yapılan bir diğer çalışmada, PPARGC1A 
geninin ırklar arasında yapısal olarak farklılıklara sahip olduğu 
ve bu değişimin süt içeriğindeki farklılıklarla ilişkili olabileceği 
bildirilmiştir (Kumar ve ark 2012).

Anadolu Mandalarında süt verimi, büyüme ve gelişme ile iliş-
kili gen arasındaki ilişkiyi belirlemeye yönelik az sayıda araş-
tırmaya rastlanmıştır. Anadolu Mandalarında çevresel faktörler 
ve büyüme hormon reseptörü (GHR) genindeki polimorfizmin 
malaklarda büyüme eğrisi ve canlı ağırlık parametrelerine et-
kisini araştırmak amacıyla yapılan bir çalışmada, GHR geninin 
10. eksonundaki üç SNP belirlenmiş ve bu SNP’ler ile büyüme ve 
canlı ağırlık artışı arasında ilişki olduğu bildirilmiştir (Çelike-
loğlu ve ark 2015). Farklı bölge orijinli Anadolu Mandalarından 
oluşturulan bir sürüde yapılan bir başka araştırmada (Tekerli 
ve ark 2016), verim özellikleri, beden ölçüleri ve biyokimyasal 
polimorfizm yönünden ıslah olanakları karşılaştırmalı olarak 
incelenmiştir. Genetik araştırmaların genişletilmesinin süt veri-
mini artırmaya katkısının olacağı kanısına varılmıştır.

PPARGC1A geninin glikoz-yağ metabolizması ve enerji denge-
sindeki önemli rolü, süt kalitesi ve süt veriminde aday gen ola-
rak kullanılabilmesi nedeniyle, bu araştırmada Afyonkarahisar 
ilinde yetiştirilen Anadolu Mandalarında, PPARGC1A geninin 8. 
eksonundaki polimorfizmleri araştırılması amaçlanmıştır.

Gereç ve Yöntem

Bu araştırma, Afyon Kocatepe Üniversitesi Hayvan Deneyle-
ri Yerel Etik Kurulunun 29.07.2013 tarih ve 364 sayılı izni ile 
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yürütülmüştür. Araştırmada, Afyonkarahisar ilindeki “Anadolu 
Mandalarının Halk Elinde Islahı” projesi kapsamındaki 183 baş 
dişi malak kullanılmıştır. Malakların V. jugularis’lerinden alınan 
kan örnekleri kullanılarak çalışma materyali DNA’lar izole edil-
miştir. DNA izolasyon, Boom ve ark (1990) tarafından önerilen 
yöntem modifiye edilerek ve spin kolon metodu kullanılarak 
gerçekleştirilmiştir. Primerlerin tasarımında FastPCR 6.1.2 beta 
(Kalender ve ark 2009) bilgisayar programı ve NCBI’dan elde 
edilen PPARGC1A gen dizisinden (GU066311.1) yararlanılarak 
ileri (forward) primer 5’-AGCTCCATGACTCCAGACAA-3’ ile geri 
(reverse) primer 5’-CAACAATCTCCTTAGTTCCGGGAA-3’ tasar-
lanmıştır. PCR karışımı için 2,5 μl 10xPCR buffer, 2 μl MgCl2 
(25 mmol), 0,5 μl dNTP karışımı (10 mM), 0,5 μl forward ve 0,5 
μl reverse (10 pmol), 0,125 μl Platinium Taq polimeraz ve 2 μl 
DNA (15-20 ng/μl) koyularak toplam hacim ultra distile su ile 
25 µl’ye tamamlanmıştır. PCR cihazı, önce 94 °C’de 2 dk, sonra 
94 °C’de 30 sn, 56 °C’de 30 sn ve 72 °C’de 1dk olacak şekilde 
35 döngü, 72 °C’de 10 dk ve 4 °C ‘de bekletilecek şekilde prog-
ramlanmıştır. Elde edilen PCR ürünleri, RedSafe (Intron, 21141) 

ilave edilmiş %2’lik agaroz jelde yürütülmüştür (Şekil 1). Daha 
sonra PCR örnekleri Ekzonükleaz I (Thermo, EN0581) ve Fas-
tAP (Thermo, EF0654) kullanarak temizlenmiştir. DNA dizile-
me PCR’ı için 12,0 μl 1xSequencing buffer, 2 μl BigDye, F veya R 
primeri (5pmol) ve 1 μl temizlenmiş PCR ürünü karıştırılmıştır. 
Hazırlanan bu karışım PCR cihazına yüklenmiş ve PCR cihazı 96 
°C’de 2 dk ve 96 °C’de 10 sn, 55 °C’de 15 sn ve 60 °C’de 4 dk 
35 döngü olacak şekilde programlanmıştır. Sekans PCR ürünleri 
etanol/EDTA protokolüne göre temizlenmiş ve her örnek için 
15 µL Hi-Di formamide eklenerek ABI 3500 Genetic Analyser 
cihazına yüklenmiştir.

DNA dizileme cihazından alınan forward ve revers dizileri Sequ-
encher 5.4.1 (GeneCode) bilgisayar programında eşleştirilerek 
düzenlenmiştir. Daha sonra her bir örneğe ait sonuçlar BioEdit 
7.2.0 bilgisayar programı (Hall 1999) yardımıyla değerlendiri-
lip polimorfik bölgeler belirlenmiştir. Çalışılan gendeki allel fre-
kansları (Xi), heterozigotluk (Ho), beklenen ve gözlenen genotip 
frekansları (Nei 1972) GENETIX 4.05.2 bilgisayar programı yar-
dımıyla hesaplanmıştır.

Bulgular

PPARGC1A gen bölgesinin 8. eksonu ile 9. intronu arasındaki 
739 bp büyüklüğündeki bölüm çoğaltılmış ve agaroz jel elektro-
foreziyle UV ışık altında görüntülenmiştir (Resim 1).

DNA dizilime analizi sonucu 739 bp’lik PCR ürünlerinin 650 
bp’lik bölümü sorunsuz okunabilmiştir. PPARGC1A geninin 8. 
eksonuna ait olan 526 bp lik kısmı değerlendirilmeye alınmıştır. 
Araştırmada, PPARGC1A geninin 8. eksonunda c.1598 A>T poli-
morfizmi gözlenmiştir (Şekil 1). Protein sentezinde GAC kodonu 
aspartik asiti (Asp), GTC kodonu ise valin (Val) amino asidini 
kodlamaktadır.

PPARGC1A geninin 8. eksonundaki allel frekansları ve heterozi-
gotluk indeksi Tablo 1’de verilmiştir.

İncelen mandaların PPARGC1A genindeki c.1598 pozisyonun-
daki A allel frekansının, T allel frekansına göre daha yüksek ol-
duğu görülmüştür.
Yapılan Khi-kare (χ2) analiz sonucunda incelenen popülasyo-
nun Hardy-Weinberg dengesinde olmadığı, gözlenen ve bekle-
nen değerler arasındaki farklar istatistiki açıdan önemli bulun-
muştur (P<0,001). 

Farklı hayvan türlerinde PPARCC1A geninin 8. eksonunun bir 
bölümündeki polimorfizm Şekil 2’de verilmiştir. 

Tartışma

Kromozomal pozisyonu, enerji, yağ ve glikoz metabolizmasın-
daki anahtar rolü nedeniyle PPARGC1A geninin süt verimi ve 
sütteki yağ miktarı üzerine etkili olduğu bildirilmektedir. Bu ne-
denle, PPARGC1A geninin ineklerde laktasyonun başlaması ve 

Resim 1. PCR ürünü jel görüntüsü

Şekil 1. PPARGC1A geninin 8. eksonunda gözlenen c.1598 A>T polimorfizmi
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sürdürülmesinde, süt kalitesi ve miktarında artışa, hızlı büyü-
mede etkili aday bir gen olabileceği düşünülmektedir (Weikard 
ve ark 2005).

Weikard ve ark (2005), Alman Holştayn’larında PPARGC1A ge-
ninin intron 9 bölgesinde c.1892+19T>C polimorfizmini belir-
lemişler ve bunun süt miktarında artışa neden olduğunu ileri 
sürmüşlerdir. Khatib ve ark (2007) ise Amerikan Holştayn’la-
rında yaptıkları araştırmada aynı gen bölgesindeki SNP’nin süt 
verimini ve sütteki yağ oranını etkilemediğini bildirmişlerdir. 
Schennink ve ark (2009), Alman Holştayn’larında yaptıkları ça-
lışmada PPARGC1A genin intron 8 bölgesinde c.1790+514G>A 
polimorfizminin süt kalitesi ile ilişkili olduğunu belirlemişlerdir.

Mandalarda PPARGC1A geni üzerine yapılan sınırlı sayıda çalış-
ma bulunmaktadır. Javed ve ark (2011), mandalarda PPARGC1A 
geni üzerine yaptıkları çalışmada, bu gende 6 adet SNP tanım-
lanmıştır. Bu SNP’lerin intron 3’de C718T, ekson 6’da A1844G, 
intron 6’da C1902T, ekson 8’de G2382T, C2529T ve A2657G po-
zisyonlarında olduğunu belirlemişlerdir. Bu SNP’ler amino asit 
zincirinde değişikliğe neden olmakta, dolayısıyla protein yapı-

sını ve fonksiyonunu değiştirdiği, bu nedenle de tespit edilen 
SNP’lerin mandalarda süt kalitesi, süt verimi ve süt yağı oranıyla 
ilişkili olabileceği bildirilmiştir (Javed ve ark 2011). 

Bu çalışmada, Afyonkarahisar koşullarında yetiştirilen olan 183 
baş malağın PPARGC1A geninin 8. eksonunun bir bölümündeki 
polimorfizmin incelenmiş ve c.1598 A>T polimorfizmi belir-
lenmiştir. Bu polimorfizmin Javed ve ark (2011) belirledikleri 
SNP’den farklı olduğu görülmüştür. Tespit edilen polimorfizm 
amino asit dizilişinde değişikliğe neden olduğu için mandalar-
daki süt veriminin, süt kalitesinin ve sütteki yağ miktarının be-
lirlenmesinde etkili olabileceği düşünülmektedir. 

Öneriler

Sonuç olarak, PPARGC1A geninin 8. eksonundaki polimorfizm-
lerin belirlenmesi için amacıyla yapılan bu çalışma sonucunda 
bir SNP (c.1598 A>T) bulunmuştur. Bu SNP amino asit dizilimi-
ni etkilemekte, dolayısıyla protein yapı ve fonksiyonunun değiş-
mesine neden olabileceği düşünülmektedir. Anadolu Mandala-
rında belirlenen bu SNP’nin ve gendeki diğer SNP’lerin büyüme, 

***P<0,001

Genotip

AA

AT

TT

Frekans

0,768

0,232

Allel

A

T

Beklenen

107,9

65,3

9,9

Gözlenen

118

45

20

Ho (%)

24,59

Tablo 1. Anadolu Mandalarında PPARCC1A geninin 8.eksonundaki fenotiplerin dağılımı, allel frekansları ve heterozigotluk (Ho)

Şekil 2. Hayvan türlerinde PPARCC1A geninin 8. eksonunun bir bölümündeki polimorfizm

Alyörük ve Erdoğan Anadolu Mandalarının PPARGC1A genindeki polimorfizm
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laktasyonun başlaması ve sürdürülmesi, süt verimi, sütün kali-
tesi ve sütteki yağ miktarı üzerine etkisinin araştırılarak, man-
dalarda yapılmakta olan seleksiyon çalışmalarında kullanılabil-
me potansiyeli araştırılmalıdır. 
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