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Amac: PPARGC1A geni glikoz-yag metabolizmasi ve enerji dengesin-
de 6nemli bir role sahiptir. Ayrica, ¢iftlik hayvanlarinda stit kalitesi ve
siit veriminde aday gen olarak kullanabilmektedir. Bu amagla, Anado-
lu Mandalarinda PPARGC1A geninin 8. eksonundaki polimorfizmler
arastirllmigstir.

Gere¢ ve Yontem: Arastirmada, Afyonkarahisar ilinde yetistirilen ve
“Anadolu Mandalarinin Halk Elinde Islah1” projesi kapsamindaki 183
bas disi malak incelenmistir. PPARGC1A gen bolgesinin 8. eksonu ile
9. intronu arasindaki 739 bp biiytikligiindeki boliim ABI 3500 DNA
dizileme cihaz ile arastirilmigtir. istatistik analizlerde GENETIX pa-
ket programi kullanilmistir.

Bulgular: PPARGC1A gen bolgesinin 8. eksonu ile 9. intronu ara-
sindaki 739 bp biiyiikligiindeki bolim ¢ogaltilmis ve 8. eksonuna
ait olan 526 bp lik kism1 degerlendirilmeye alinmistir. Aragtirmada,
PPARGC1A geninin 8. eksonunda ¢.1598 A>T polimorfizmi gozlen-
mistir. Yapilan Khi-kare (x2) analiz sonucunda popiilasyonun Hardy-
Weinberg dengesinde olmadigl, gézlenen ve beklenen degerler ara-
sindaki fark istatistiki acidan dnemli bulunmustur (P<0,001). Ave T
allelinin frekansi sirasiyla 0,768 ve 0,232 tahmin edilmistir. incelenen
popiilasyonda heterozigotluk %24,59 olarak hesaplanmistir.

Oneri: Sonug olarak, PPARGC1A geninin 8. eksonundaki ¢.1598 A>T
polimorfizmi amino asit dizilimini etkilemektedir. Dolayisiyla, GAC
kodonu Aspartik asiti (Asp), GTC kodonu ise Valin (Val) amino asi-
dini kodladig i¢in proteinin yapisi ve fonksiyonunun degisebilecegi
disiiniilmektedir. Bu nedenle, c.1598 A>T ve gendeki diger SNP’lerin
biiytime, laktasyonun baslamasi ve stirdiiriilmesi, siit verimi, siitiin
kalitesi ve siitteki yag miktar1 tizerine etkisinin arastirilarak, sonugla-
rin Anadolu Mandasi 1slah ¢alismalarinda kullanilabilecegi diisiiniil-
mektedir.

Anahtar kelimeler: Anadolu Mandasi, 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 (x2) 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, ¢.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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Giris

Mitokondriyal ve ekstra-mitokondriyal lipid metabolizmasin-
da gorev alan genlerin transkripsiyonlarinin diizenlenmesinde
bir grup niikleer reseptdr rol oynamaktadir (Issemann ve Gre-
en 1990, Kliewer ve ark 2001). Peroksizom proliferator aktive
edici reseptorler (PPAR) olarak adlandirilan bu reseptérler ¢ok
farkli biyolojik olaylarda gorev almaktadir. PPAR'lar, niikleer re-
septor ailesinin bir alt grubunu olusturmaktadir. Bu reseptorler,
hiicre icinde lokalize olmakta ve transkripsiyonunun diizenlen-
mesinde gorev almaktadir (Kliewer ve ark 2001). Yag asidi ve
karbonhidrat metabolizmasini diizenleyen, diyetsel lipid sen-
sorleridir. Ayrica, aterosklerotik lezyonlarda yer alan hiicreler-
de PPAR’larin anti-inflamatuar etkileri de tanimlanmistir (Marx
ve ark 2004). Farkli dokularda alfa (PPARa), beta (PPARR) ve
gamma (PPARY) tipleri belirlenmistir (Guillaume ve ark 2006).

Transkripsiyon faktorleri ile beraber ¢alisan ve transkripsiyon
hizini artiran proteinler koaktivator olarak adlandirilmaktadir.
Peroksizom Proliferatér Aktive Edici Reseptér Gamma Koakti-
vator-1 (PGC-1), ilk olarak PPARy’nin transkripsiyonel koaktiva-
tori 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 artmak-
tadir. Ozellikle, soguga maruz kalinmasi ile kas ve kahverengi
yag dokusunda, aglikta kalp dokusunda ve uzun fiziksel egzer-
siz sonrasi kas dokuda ekspresyonunda artis gozlenmektedir.
PGC-1'nin diger niikleer reseptorlerle etkilesimi ligand-bagimli
olmasina ragmen PPARYy ile ligand-bagimsiz olarak etkilesmek-
tedir. Mitokondride biyogenezis, oksidatif fosforilasyon ve yag
asitleri oksidasyonu enzimlerinin indiiklenmesinde rol almak-
tadir (Puigserver ve ark 1998).

Peroksizom Proliferator Aktive Edici Reseptor Gamma Koaktiva-
tor 1 Alfa (PPARGC1A) geni, glikoz-yag metabolizmasi ve enerji
dengesindeki dnemli rolii nedeniyle siit sigirlarinda laktasyon
siiresini de etkileyebilmektedir. Siit sigirlarinda, PPARGC1A ge-
ninin siit sigirlarinda laktasyonun baglamasi ve siirdiiriilmesin-
de siit sigirlarinda tarafindan gereksinim duyulan potansiyel bir
araci olabilecegi ifade edilmektedir (Weikard ve ark 2005). Hiic-
resel enerji metabolizmasinin diizenleyicisi olan PPARGC1A'nin
bir¢ok niikleer hormon reseptorii aktivitesinde, termogenesis-
de transkripsiyonel faktorlerle, adipogenesis ve glikogenesis ile
etkilestigi gosterilmistir. (Handschin ve Spiegelman 2006, Liang
ve Ward 2006, Liu ve Lin 2011).

insanlar ve hayvanlarda yapilan calismalar PPARGC1A geninin,
yag metabolizmasi lizerine 6nemli bir roliiniin oldugunu ortaya
koymaktadir. Insan PPARGC1A genindeki Gly482Ser polimorfiz-
minin tip 2 diyabet gelisimi i¢in risk faktori olusturdugu (Kunej
ve ark 2004) ve instilin salinimini etkiledigi gézlenmistir (Miil-
ler ve ark 2003). Domuzlarda, PPARGC1A genindeki cys430ser
polimorfizminin yagh ve yagsiz doku olusumu ile iliskili oldugu
ve bununda et kalitesini etkileyen dnemli faktorler arasinda yer
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aldig1 bildirilmistir (Kunej ve ark 2005). Bu polimorfizmin etgi
sigirlarda bilylime ve kas artisi tizerine bir etkisinin olmadigi
gozlenmistir (White ve ark 2007)

Sigirlarda bu genin, siit 6zelliklerini (Weikard ve ark 2005, Kha-
tib ve ark 2007, Komisarek ve Dorynek 2009, Kowalewska-Uc-
zak ve ark 2010), biiylime ve et kalitesini (Soria ve ark. 2009),
siit yag bilesimini (Komisarek ve Dorynek 2009, Schennink ve
ark 2009) etkileyen aday bir gen olabilecegi dne siiriilmistiir.

PPARGC1Anin memede yag sentezi ile de iligkili oldugu bildi-
rilmistir (Liang ve Ward 2006). Laktasyon siirecinde, meme
dokusunda mitokondri sayisinin ve biiyiikliigliniin artmasi
PPARGC1Anin ekspresyonundaki artisi ile iliskilendirilmistir
(Jones 1974). Sigirlarinda PPARGC1A geninin 9. intronundaki
¢.1892+19 T>C polimorfizmin siit yag1 verimi ile iligkili oldugu
gozlenmistir (Weikard ve ark 2005, Schennink ve ark 2009, Ko-
walewska-Uczak ve ark 2010). Siit sigirlarinda PPARGC1A'nin
8. eksonundaki ¢.1209T>C polimorfizminin siit yag: kalitesi ile
iliskili oldugu bildirilmistir (Weikard ve ark 2005).

Mandalardaki PPARGC1A geni ile siit verimi arasindaki iliskinin
arastirlldig bir calismada mandalara 6zel yeni SNP’ler tanim-
lanmigtir. Bu SNP’lerin mandalardaki siit kalitesi ve liretimin-
de belirleyici olarak kullanilabilecegini belirtilmistir (Javed ve
ark 2011). Mandalar ile yapilan bir diger ¢alismada, PPARGC1A
geninin irklar arasinda yapisal olarak farkliliklara sahip oldugu
ve bu degisimin siit icerigindeki farkliliklarla iligkili olabilecegi
bildirilmistir (Kumar ve ark 2012).

Anadolu Mandalarinda siit verimi, bliyiime ve gelisme ile ilig-
kili gen arasindaki iliskiyi belirlemeye yonelik az sayida aras-
tirmaya rastlanmistir. Anadolu Mandalarinda gevresel faktorler
ve bilylime hormon reseptorii (GHR) genindeki polimorfizmin
malaklarda biiylime egrisi ve canli agirlik parametrelerine et-
kisini arastirmak amaciyla yapilan bir ¢alismada, GHR geninin
10. eksonundaki ti¢ SNP belirlenmis ve bu SNP’ler ile biiylime ve
canli agirlik artis1 arasinda iligki oldugu bildirilmistir (Celike-
loglu ve ark 2015). Farkh boélge orijinli Anadolu Mandalarindan
olusturulan bir stirtide yapilan bir baska arastirmada (Tekerli
ve ark 2016), verim 6zellikleri, beden 6lgiileri ve biyokimyasal
polimorfizm yoniinden 1slah olanaklar1 karsilastirmali olarak
incelenmistir. Genetik arastirmalarin genisletilmesinin siit veri-
mini artirmaya katkisinin olacagi kanisina varilmistir.

PPARGC1A geninin glikoz-yag metabolizmasi ve enerji denge-
sindeki dnemli rol{, stit kalitesi ve siit veriminde aday gen ola-
rak kullanilabilmesi nedeniyle, bu arastirmada Afyonkarahisar
ilinde yetistirilen Anadolu Mandalarinda, PPARGC1A geninin 8.
eksonundaki polimorfizmleri arastirilmasi amaglanmigtir.

Gereg¢ ve Yontem

Bu aragtirma, Afyon Kocatepe Universitesi Hayvan Deneyle-
ri Yerel Etik Kurulunun 29.07.2013 tarih ve 364 sayili izni ile
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ylritilmistir. Arastirmada, Afyonkarahisar ilindeki “Anadolu
Mandalarinin Halk Elinde Islah1” projesi kapsamindaki 183 bas
disi malak kullanilmigtir. Malaklarin V. jugularis’lerinden alinan
kan o6rnekleri kullanilarak ¢alisma materyali DNA'lar izole edil-
mistir. DNA izolasyon, Boom ve ark (1990) tarafindan dnerilen
yontem modifiye edilerek ve spin kolon metodu kullanilarak
gerceklestirilmistir. Primerlerin tasariminda FastPCR 6.1.2 beta
(Kalender ve ark 2009) bilgisayar programi ve NCBI'dan elde
edilen PPARGC1A gen dizisinden (GU066311.1) yararlanilarak
ileri (forward) primer 5’-AGCTCCATGACTCCAGACAA-3’ ile geri
(reverse) primer 5’-CAACAATCTCCTTAGTTCCGGGAA-3’ tasar-
lanmistir. PCR karisimi igin 2,5 pl 10xPCR buffer, 2 pl MgCl2
(25 mmol), 0,5 pul ANTP karigimi (10 mM), 0,5 ul forward ve 0,5
ul reverse (10 pmol), 0,125 pl Platinium Taq polimeraz ve 2 pl
DNA (15-20 ng/ul) koyularak toplam hacim ultra distile su ile
25 pl'ye tamamlanmigtir. PCR cihazi, 6nce 94 °C'de 2 dk, sonra
94 °C’de 30 sn, 56 °C’'de 30 sn ve 72 °C’de 1dk olacak sekilde
35 dongt, 72 °C'de 10 dk ve 4 °C ‘de bekletilecek sekilde prog-
ramlanmistir. Elde edilen PCR iiriinleri, RedSafe (Intron, 21141)

Resim 1. PCR tiriinii jel gortintiisi
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Sekil 1. PPARGC1A geninin 8. eksonunda gozlenen ¢.1598 A>T polimorfizmi
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ilave edilmis %2’lik agaroz jelde yiirtitiilmiistiir (Sekil 1). Daha
sonra PCR 6rnekleri Ekzoniikleaz I (Thermo, EN0581) ve Fas-
tAP (Thermo, EF0654) kullanarak temizlenmistir. DNA dizile-
me PCR'1i¢in 12,0 pl 1xSequencing buffer, 2 ul BigDye, F veya R
primeri (5pmol) ve 1 pl temizlenmis PCR {iriini karistirilmigtir.
Hazirlanan bu karisim PCR cihazina yliklenmis ve PCR cihaz1 96
°C’'de 2 dk ve 96 °C’de 10 sn, 55 °C’de 15 sn ve 60 °C'de 4 dk
35 dongti olacak sekilde programlanmistir. Sekans PCR tirtinleri
etanol/EDTA protokoliine gore temizlenmis ve her 6rnek igin
15 pL Hi-Di formamide eklenerek ABI 3500 Genetic Analyser
cihazina ytiklenmistir.

DNA dizileme cihazindan alinan forward ve revers dizileri Sequ-
encher 5.4.1 (GeneCode) bilgisayar programinda eslestirilerek
diizenlenmistir. Daha sonra her bir drnege ait sonuglar BioEdit
7.2.0 bilgisayar programi (Hall 1999) yardimiyla degerlendiri-
lip polimorfik bélgeler belirlenmistir. Calisilan gendeki allel fre-
kanslari (Xi), heterozigotluk (Ho), beklenen ve gozlenen genotip
frekanslari (Nei 1972) GENETIX 4.05.2 bilgisayar programi yar-
dimiyla hesaplanmistir.

Bulgular

PPARGC1A gen bdlgesinin 8. eksonu ile 9. intronu arasindaki
739 bp biiyiikliigiindeki boliim ¢ogaltilmis ve agaroz jel elektro-
foreziyle UV 151k altinda goriintiilenmistir (Resim 1).

DNA dizilime analizi sonucu 739 bp’lik PCR {iriinlerinin 650
bp’lik bolimii sorunsuz okunabilmistir. PPARGC1A geninin 8.
eksonuna ait olan 526 bp lik kismi degerlendirilmeye alinmigtir.
Arastirmada, PPARGC1A geninin 8. eksonunda ¢.1598 A>T poli-
morfizmi gozlenmistir (Sekil 1). Protein sentezinde GAC kodonu
aspartik asiti (Asp), GTC kodonu ise valin (Val) amino asidini
kodlamaktadir.

PPARGC1A geninin 8. eksonundaki allel frekanslari ve heterozi-
gotluk indeksi Tablo 1'de verilmistir.

incelen mandalarin PPARGC1A genindeki c.1598 pozisyonun-
daki A allel frekansinin, T allel frekansina gore daha yiiksek ol-
dugu gorilmistir.

Yapilan Khi-kare (x2) analiz sonucunda incelenen popiilasyo-
nun Hardy-Weinberg dengesinde olmadigi, gozlenen ve bekle-
nen degerler arasindaki farklar istatistiki acidan 6nemli bulun-
mustur (P<0,001).

Farkli hayvan tiirlerinde PPARCC1A geninin 8. eksonunun bir
béliimiindeki polimorfizm Sekil 2’de verilmistir.

Tartisma

Kromozomal pozisyonu, enerji, yag ve glikoz metabolizmasin-
daki anahtar rolii nedeniyle PPARGC1A geninin siit verimi ve
siitteki yag miktari lizerine etkili oldugu bildirilmektedir. Bu ne-
denle, PPARGC1A geninin ineklerde laktasyonun baslamasi ve
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Tablo 1. Anadolu Mandalarinda PPARCC1A geninin 8.eksonundaki fenotiplerin dagilimy, allel frekanslari ve heterozigotluk (Ho)

Genotip Gozlenen Beklenen Allel Frekans Ho (%)
AA 118 107,9 A 0,768

AT 45 65,3 T 0,232

TT 20 9,9 24,59
***P<0,001

siirdlirlilmesinde, siit kalitesi ve miktarinda artisa, hizli biiyii-
mede etkili aday bir gen olabilecegi diisiintilmektedir (Weikard
ve ark 2005).

Weikard ve ark (2005), Alman Holstayn'larinda PPARGC1A ge-
ninin intron 9 bélgesinde ¢.1892+19T>C polimorfizmini belir-
lemisler ve bunun siit miktarinda artisa neden oldugunu ileri
siirmtislerdir. Khatib ve ark (2007) ise Amerikan Holstayn’la-
rinda yaptiklari arastirmada ayni gen bolgesindeki SNP'nin siit
verimini ve siitteki yag oranini etkilemedigini bildirmislerdir.
Schennink ve ark (2009), Alman Holstayn'larinda yaptiklari ¢a-
lismada PPARGC1A genin intron 8 bolgesinde ¢.1790+514G>A
polimorfizminin siit kalitesi ile iligkili oldugunu belirlemislerdir.

Mandalarda PPARGC1A geni {izerine yapilan sinirh sayida calis-
ma bulunmaktadir. Javed ve ark (2011), mandalarda PPARGC1A
geni lizerine yaptiklari ¢alismada, bu gende 6 adet SNP tanim-
lanmistir. Bu SNP’lerin intron 3’de C718T, ekson 6'da A1844G,
intron 6'da C1902T, ekson 8’de G2382T, C2529T ve A2657G po-
zisyonlarinda oldugunu belirlemislerdir. Bu SNP’ler amino asit
zincirinde degisiklige neden olmakta, dolayisiyla protein yapi-

sin1 ve fonksiyonunu degistirdigi, bu nedenle de tespit edilen
SNP’lerin mandalarda siit kalitesi, siit verimi ve siit yagi oraniyla
iliskili olabilecegi bildirilmistir (Javed ve ark 2011).

Bu ¢alismada, Afyonkarahisar kosullarinda yetistirilen olan 183
bas malagin PPARGC1A geninin 8. eksonunun bir béliimiindeki
polimorfizmin incelenmis ve ¢.1598 A>T polimorfizmi belir-
lenmistir. Bu polimorfizmin Javed ve ark (2011) belirledikleri
SNP’den farkli oldugu goriilmiistiir. Tespit edilen polimorfizm
amino asit dizilisinde degisiklige neden oldugu i¢in mandalar-
daki siit veriminin, siit kalitesinin ve siitteki yag miktarinin be-
lirlenmesinde etkili olabilecegi diisiiniilmektedir.

Oneriler

Sonug olarak, PPARGC1A geninin 8. eksonundaki polimorfizm-
lerin belirlenmesi i¢cin amaciyla yapilan bu ¢alisma sonucunda
bir SNP (c.1598 A>T) bulunmustur. Bu SNP amino asit dizilimi-
ni etkilemekte, dolayisiyla protein yapi ve fonksiyonunun degis-
mesine neden olabilecegi diistiniilmektedir. Anadolu Mandala-
rinda belirlenen bu SNP’'nin ve gendeki diger SNP’lerin biiylime,

T T TN TN T TR U RN R U T U T RN E [ F OR[N E [ R UT [T EA N [T U [ UU Nt [ U0 RN O r [ EAEA [ VT AT [ PRTE [T e v
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Sigir TACACTCTTCCACAGATTCCGACCCGTGCTACCTGAGAGAGACCGCGEAGETGAGCAGGCAGGTCTCTCCCGGCAGCACCAGRAARACAGCTCCAAGACCAGGARATCCGAGCTGAGCTGA
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Tibet Sigir
Keci
Koyun
Manda
Anadolu Mandasi
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Sekil 2. Hayvan tiirlerinde PPARCC1A geninin 8. eksonunun bir béliimiindeki polimorfizm
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laktasyonun baglamasi ve stirdiiriilmesi, siit verimi, siitiin kali-
tesi ve slitteki yag miktari tizerine etkisinin arastirilarak, man-
dalarda yapilmakta olan seleksiyon ¢alismalarinda kullanilabil-
me potansiyeli arastirilmalidir.
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