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OZET

KiLIS KECILERINDE POU1F1, PRLR, B-LG, GH GEN POLIMORFiZMLERIi
ve SUT VERIM OZELLIKLERI ile iLISKiSi

Bu c¢alismada Kilis kegilerinde POUI1F1, PRLR, B-LG ve GH gen
polimorfizmlerinin belirlenmesi ve genotipler ile laktasyon siit verimi, laktasyon siiresi
ve ortalama giinliik siit verimleri arasindaki iligkinin ortaya konulmasi amaglanmaistir.
Calismanin hayvan materyalini T.C. Tarim ve Orman Bakanligi, Tarimsal Arastirmalar
ve Politikalar Genel Midiirliigii tarafindan yiiriitiilen “Kilis Kegilerinin Halk Elinde
Islah1” projesi kapsaminda yetistirilen dort farkli elit siirtideki hayvanlar olusturmustur.
Bu dogrultuda toplamda 227 bas disi ke¢iden kan 6rnegi alinmis ve PCR-RFLP yontemi
kullanilarak genotipler belirlenmistir.

POUIF1 intron 5, ekzon 6 ve 3’ flanking bolgesinde Alul restriksiyon
endoniikleaz enzim kesimi sonucu T ve C allel frekanslar1 sirasiyla %67.08 ve %32.92,
TT, TC ve CC genotip frekanslar1 ise %40.83, %52.50 ve %6.67; PRLR 3° UTR
bolgesinde Rsal lokusu i¢in C ve T allel frekanslar1 sirasiyla %86.80 ve %13.20; CC, CT
ve TT genotip frekanslar ise %75.42, %22.35 ve %2.23; B-LG ekzon 7 ve 3° UTR
bolgesinde Sacll lokusu i¢cin A ve B allel frekanslari sirasiyla %59.04 ve %40.96, AA,
AB ve BB genotip frekanslari ise %30.34, %57.86 ve %11.80; GH1 ekzon 2, intron 2 ve
ekzon 3 bolgesinde Haell lokusu i¢cin A ve B allel frekanslar sirasiyla %55.08 ve %44.92,
AA, AB, BB genotip frekanslari ise %10.17 ve %89.83, %0.00; GH2 ekzon 4 bolgesinde
Haelll lokusu i¢in C ve D allel frekanslar1 sirasiyla %0.83 ve %99.17, CC, CD ve DD
genotip frekanslarinin ise %0.00, %1.66 ve %98.34 oldugu tespit edilmistir. POU1F1, -
LG ve GH1 genleri i¢in popiilasyonun Hardy Weinberg dengesinden sapma gosterdigi
(P<0.05, P<0.01, P<0.001), ancak PRLR lokusu bakimindan popiilasyon dengede olup,
GH2 lokusunda homozigotlugun arttig1 saptanmastir.

Laktasyon siit verimi lizerine POU1F1, PRLR ve B-LG gen bolgelerinde elde
edilen genotipler arasindaki farkliligin 6nemli oldugu ve sirasiyla TC, TT ve AB
genotiplerine sahip hayvanlarin siit verimlerinin diger genotiplere gore yiiksek oldugu
tespit edilmis (P<0.05, P<0.05, P<0.001) ancak GH1’in herhangi bir etkisinin olmadigi
belirlenmistir. Laktasyon siiresi incelendiginde ise POU1F1 lokusu iizerinde elde edilen
genotipler arasindaki farkliligin 6nemli ve TC genotipine sahip hayvanlarin laktasyon
siiresinin diger genotiplere gore uzun oldugu (P<0.05) ve PRLR, B-LG ve GH1
lokuslarinin herhangi bir etkisinin olmadigi tespit edilmistir. Ortalama giinliik siit
verimleri incelendiginde POUIF1, PRLR ve B-LG genleri i¢in elde edilen genotipler
arasindaki farklilik istatistiksel anlamda 6nemli ve TC, TT ve AB genotiplerine sahip
hayvanlarin siit verimlerinin yiiksek oldugu tespit edilmis (P<0.05, P<0.05, P<0.001)
ancak GH1 in herhangi bir etkisinin olmadig: belirlenmistir.

Yapilan bu ¢alisma ile Kilis ke¢i popiilasyonlarinda POU1F1, PRLR ve B-LG
genlerinin ¢alismada tizerinde durulan 6zellikler bakimindan Markor Destekli Seleksiyon
icin kullanilabilecegi sonucuna varilmistir.
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ABSTRACT

POUI1F1, PRLR, B-LG, GH GENE POLYMORPHISMS in KiLIS GOATS and
ITS RELATIONSHIP with MILK YIELD TRAITS

The aim of this study was to determine POU1F1, PRLR, B-LG and GH gene
polymorphisms in Kilis goats and to reveal the relationship between genotypes and
lactation milk yield, lactation lenght and average daily milk yields. Totally four elite
flocks were obtained for animal material in “The National Breeding Project of Kilis Goats
under Farm Conditions” which was supported by General Directory of Agricultural
Research and Policy, Republic of Turkey Ministry of Agriculture and Forestry.
Accordingly, blood samples were taken from 227 head goats in total and genotypes were
determined using PCR-RFLP method.

T and C allele frequencies were 67.08% and 32.92%, TT, TC and CC genotype
frequencies were 40.83%, 52.50% and 6.67% as a result of restriction endonuclease
enzyme Alul for intron 5, exon 6 and 3 ’flanking region in POU1F1; C and T allele
frequncies were 86.80 % and 13.20%, TT, TC and CC genotype frequncies were 75.42%,
22.35% and 2.23% for Rsal loci 3’UTR region in PRLR; A and B allele frequncies were
59.04% and 40.96%, AA, AB and BB genotype frequncies were 30.34%, 57.86% and
11.80% for Sacll loci ekzon 7 and 3°’UTR region in B-LG; A and B allele frequncies were
55.08% and 44.92%, AA, AB and BB genotype frequncies were 10.17%, 89.83% and
0.00% for Haelll loci ekzon 2, intron 2 and ekzon 3 region in GH1; C and D allele
frequency were 0.83% and 99.17%, CC, CD and DD genotype frequencies were 0.00%,
1.66% and 98.34% for Haelll loci ekzon 4 in GH2, respectively. In terms of POU1F1, B-
LG and GH1 loci, flocks were not found in Hardy-Weinberg equilibrium (P<0.05), but
PRLR loci were found in Hardy-Weinberg equilibrium and the homozigoty icreased in GH2
loci.

Differences between genotypes obtained in POU1F1, PRLR and 3-LG gene regions
on lactation milk yield were significant and milk yields of TC, TT and AB genotypes
were higher than other genotypes, respectively (P<0.05, P<0.05, P<0.001), but GH1 had
no effect on lactation milk yield. When the lactation lenght was examined, it was found
that the differences between the genotypes on POU1F1 locus were significant and the
lactation lenght of the TC genotype was longer than the other genotypes (P <0.05) and
PRLR, B-LG and GH1 loci had no effect on lactation lenght. The difference between the
genotypes obtained for POU1F1, PRLR and B-LG genes was statistically significant and
the milk yield of TC, TT and AB genotypes were found to be high (P <0.05, P<0.05,
P<0.001), but GH1 had no effect on average daily milk yield.

In this study, it is concluded that POU1F1, PRLR and B-LG genes can be used for
Marker Assisted Selection in Kilis goat populations.

2020, 189 pages
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TESEKKUR

Lisansiistii egitim siirecinde bilimsel vizyonu ile bana daima 1s1k tutan, insani ve
ahlaki degerleri ile kendime ornek edindigim, yasama dair kendisinden ¢ok sey
ogrendigim ve birlikte ¢alismaktan onur duydugum danigsman hocam Sayin Prof. Dr.
Osman BICER’e sonsuz tesekkiirlerimi sunarim. Yasama dair tecriibelerinden kendi
payima ¢ikarimlarimla hayatta “iyi ki yollarimiz kesismis dedigim bu kiymetli insanla
tanismis olmaktan dolay1 kendimi ¢ok sansli hissediyorum. Birlikte calistigimiz stire
boyunca akademik danismandan 6te bir baba gibi verdigi biitiin manevi destekten dolay1
kabul buyurmalar1 durumunda bu tezi kendilerine ithaf ediyorum.
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tesekkiir ederim. Calismanin istatistik analizlerinin yapilmasi ve degerlendirilmesinde
destegini esirgemeyen Sayin Dog¢. Dr. Onur YILMAZ’a tesekkiir ederim. Calismanin
laboratuvar analizlerini gerceklestirdigim Aydin Adnan Menderes Universitesi Tarimsal
Biyoteknoloji ve Gida Giivenligi Uygulama ve Arastirma Merkezi’ndeki (ADU-
TARBIYOMER) biitiin olanaklar1 kullanmami saglayan Sayin Prof. Dr. Ibrahim
CEMAL, Prof. Dr. Zeynel DALKILIC ve ¢alisma siirecinde her tiirlii destegi saglayan
Ars. Gor. Dr. Nezih ATAya tesekkiir ederim.

Tezin saha ¢alismalar1 esnasinda destegini esirgemeyen Dr. Ogr. Uyesi Siileyman
Erciiment ONEL, Kilis Kecisi Halk Elinde Islah Projesi Proje Teknik Elemani Sinan
KIZILKAYA ve siirii sahipleri olan Abdi SURUCU, Okkas DOGANYILMAZ, Cemil
KAYA ve Osman COBAN’a tesekkiir ederim.

Calismaya maddi destek saglayan Hatay Mustafa Kemal Universitesi Bilimsel
Arastirma Projeleri Koordinatorligii’ne, T.C. Tarim ve Orman Bakanligi Tarimsal
Arastirmalar ve Politikalar Genel Miidiirliigii’ne, c¢aligmanin yiiriitiilmesi i¢in tanidigi
imkanlardan dolay1 Kilis Damizlik Koyun Kegi Yetistiricileri Birligi Baskan1 Mehmet
CIRNAVUK'’a tesekkiirlerimi sunarim.

Ayrica, bugiine gelmemde iizerimde biiyiik emekleri olan aileme ve varliklarim

her zaman yanimda hissettigim dostlarima minnetle. ..
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1. GIRIS

Hayvansal iiretim ig¢erisinde dnemli bir yere sahip olan kegi yetistiriciligi Anadolu
kiiltiiriinde ekonomik oldugu kadar manevi bir role de sahiptir. Evcillestirildigi M.O.
7000’11 yillardan bu yana kegiler insan1 eglendiren ve diisiindiiren bir tiir olmakla birlikte
kimi zamanlar kutsallagtirilmis kimi zamanlarda ise seytani degerlerle 6zdeslestirilmistir
(Cikin ve Kaymake1, 2005).

Glineyde Arabistan Colii ile kuzeyde Tirkiye’nin Glineydogu ve Dogu
Anadolu’nun daglik bolgeleri arasinda kalan, sinirt Dicle ve Firat nehirleri ile Basra
korfezine kadar uzanan ve Bereketli Hilal (Miinbit Hilal) olarak adlandirilan bolge
gliniimiiziin temel tarim triinleri ve 6zellikle hayvancilik agisindan bir evciltme merkezi
oldugu bilinmektedir. Birgok canli tiirlinde oldugu gibi ke¢i de bu bolgeden koken
almaktadir. Kegilerin, 10.000 y1l 6ncesine dayanan bu siiregte iran ve Irak topraklarinda
bulunan ve ¢ok genis bir alana yayilan Zagros Daglari’nda evcillestirildigi ve zaman
icerisinde farkli alt tiirlere ayrildig1 diisiiniilmektedir (Zeder ve Hesse, 2000). Kegiler,
hayvanlar aleminin (Animalia) kordalilar (Chordata) subesinin memeliler (Mammalia)
smifinda yer almaktadir. Boynuzlugiller (Boviae) familyasindan olan kegiler, Capra cinsi
olup “Capra aegagrus” olan yaban ke¢isinden evcillestirilerek bugiinkii evcil kegi olan
“Capra aegagrus hircus” olarak siiflandirilmustir.

Tiirkiye, evciltme siirecinde Bereketli Hilal’in bir pargasi olmasi sonucu yerli
koyun, keci ve si8ir popiilasyonlarinda farkli irklara ve genis varyasyona sahip olmasi
nedeni ile genetik gesitlilik a¢isindan 6nemli bir potansiyele sahiptir (Karaca ve Cemal,
1998). Gliniimiizde, tarima ve gida liretimine katkida bulunan ciftlik hayvanlari ve irklar
bakimindan sahip oldugu g¢esitlilik tarihsel siiregte bugiinkii seklini almistir (Cemal ve
ark., 2013a).

Kegi, hayvansal iiretim igerisinde 6zellikle gelismekte olan tilkelerde zayif mera ve
bitkisel liretime uygun olmayan alanlar1 etkin bir sekilde degerlendirebilmesi, bakim
beslemenin kolay olmasi, degisik ve zor ¢evre kosullarina uyum yeteneklerinin yiiksek
olmasi, girdi maliyetinin az olmasi, kegi siitiiniin besin degerinin yiiksek olmasi gibi
nedenlerle genellikle kiigiik aile isletmelerinde yetistiriciligi yapilan 6nemli bir hayvan
tiirtidiir.

Diinya’da keci siitii toplam {iretilen siitler igerisinde %2.3’liik bir paya sahiptir

(FAO, 2018). Kegi siitii, genellikle gelismekte olan iilkelerde temel besin kaynagi olur



iken, gelismis {ilkelerde ise tiriin ¢esitliligi ile saglik ve kozmetik sektoriinde alternatif bir
{irin olarak dikkat cekmektedir. Ozellikle saglik ve kozmetik sektdriine dayali kegi siitii
tirlinleri baz1 Avrupa iilkelerinde 6zel fiyatlara satilmaktadir. Son yillarda, Amerika
Birlesik Devletleri ve bazi Avrupa lilkelerinde inek siitii yeteri miktarda tiretilmesine
ragmen, keg¢i yetistiriciligi i¢in yeni ve modern ¢iftliklerin kuruldugu bilinmektedir.
Diinya’da kegi popiilasyonlarinin yaygin oldugu iilkeler gz oniine alindiginda
tilkelere gore hayvan varligi ve siit iretim miktarlarina iliskin bazi bilgiler Cizelge 1.1.’de

sunulmustur.

Cizelge 1.1. Diinya’da kegi varlig1 ve siit iiretim miktarlari

Ulkeler Hayvan  Sagilan hayvan Stit Gretimi - Siit verimi*
sayisi (bag) sayist (bas) (ton)  (kg/bas)
1 Cin 138,383,129 1,285,381 237,109 184
2 Hindistan 132,749,780 36,834,310 6,098,730 166
3 Pakistan 74,134,000 8,549,374 915,000 107
4 Banglades 60,074,080 30,096,753 1,122,646 37
5 Cad 36,524,515 2,386,834 152,325 64
6 Etiyopya 33,048,456 1,224,216 82,707 68
7 Sudan 31,837,000 17,979,000 1,151,000 64
8 Mogolistan 27,124,703 4,207,670 149,837 36
9 Kenya 26,710,775 4,049,403 227,797 56
10 Mali 25,224,990 18,918,743 526,130 28
11 Endonezya 18,721,000 7,342,391 365,922 50
12 Tanzanya 18,385,463 3,634,453 210,211 58
13 Nijer 17,411,659 6,094,081 365,645 60
14 Burkina Faso 15,586,023 2,002,284 117,805 59
15 iran 14,992,396 5,454,425 271,302 50
16 Giiney Sudan 13,547,848 6,904,497 459,343 67
17 Nepal 11,647,319 1,950,524 128,704 66
18 Somali 11,536,738 6,281,256 374,869 60
19 Tiirkiye 10,634,672 5,327,166 561,826 105

*Sagilan hayvan basina elde edilen ortalama siit verimi FAO (2018) verileri ile hesaplanmistir.

Kegi yetistiriciliginin girdi maliyetinin az olmas1 sebebi ile 6zellikle Asya ve Afrika
gibi gelismekte olan veya az gelismis iilkelerde “fakirin inegi” olarak adlandirilmaktadir.
Bu tip iilkelerde sagilan hayvan basina iiretilen siit miktarlari incelendiginde ise oldukga
diisiik rakamlar karsimiza ¢ikmaktadir. Ulkelerin yapisal dinamikleri gdz Oniine
alindiginda kegi yetistiriciliginin ekstansif sartlarda yapildig, iiretim sistemlerinin yeteri

diizeyde gelismedigi ve 1slah programlarinin etkin olmadigini sylemek olasidir. Ancak,



keci popiilasyonlarinin az gelismis veya gelismekte olan iilkelerde yaygin olmasinin diger
bir nedeninin ise soz konusu iilkelerin cografi yapilari ile keg¢i tiiriiniin daglik alanlarda
ormanlik bolgeleri ve zayif arazileri kendine has otlama big¢imiyle iyi bir sekilde
degerlendirmesinden kaynaklandigin1 da goz ardi etmemek gerekir.

Kegi yetistiriciligi konusunda modern siit kegiciligi yetistirme sistemlerine sahip
olarak anilan Fransa, Hollanda ve Almanya gibi gelismis iilkeleri de icerisinde barindiran
ve keci popiilasyonunun yogun oldugu Avrupa iilkelerinde, iilkelere gére hayvan varlig

ve siit tiretim miktarlarina iligskin baz1 bilgiler Cizelge 1.2.’de sunulmustur.

Cizelge 1.2. Avrupa iilkelerinde kegi varligi ve siit tiretim miktarlari

Ulkeler Hayvan  Sagilan hayvan Siit liretimi Siit verimi*

sayist (bag)  sayisi (bag) (ton) (kg/bas)
1 Tiirkiye 10,634,672 5,327,166 561,826 105
2 Yunanistan 3,997,519 2,973,646 397,785 134
3 Ispanya 2,764,790 1,202,746 461,375 384
4 Fransa 1,298,656 887,426 652,327 735
5 Italya 986,255 577,141 28,497 49
6 Ukrayna 582,100 437,100 220,495 504
7 Hollanda 561,357 361,202 258,547 716
8 Portekiz 333,000 42,595 27,098 636
9 Almanya 146,000 40,718 29,247 718
10 Makedonya 117,447 86,865 22,846 263
11 Awvusturya 91,134 38,613 26,106 676
12 Isvigre 80,552 36,821 23,300 633
13 Norveg 65,706 34,469 21,905 635

*Sagilan hayvan bagina elde edilen ortalama siit verimi FAO (2018) verileri ile hesaplanmustir.

Cizelge 1.2. incelendiginde Tiirkiye, Avrupa iilkeleri arasinda sayisal olarak keci
popiilasyonu ve sagilan hayvan sayis1 bakimindan en {ist sirada olmasina ragmen sagilan
hayvan basina diisen yillik ortalama siit tiretimi goz 6niine alindiginda ise Sekil 1.1.’den
de goriilecegi lizere son siralara geriledigimiz iiziici bir gercek olarak karsimiza

¢cikmaktadir.
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Sekil 1.1. Ulkelere gore hayvan basina diisen yillik ortalama siit iiretimi

Fransa, kegi yetistiriciliginde seleksiyonun etkin bir sekilde yapilmasi sonucu 1slah
programlarinin basarisi ile modern yetistirme sistemleri bakimindan Diinya’da lider
konumdadir. Uygulanan 1slah programi Progeny Test temelli olup diinya c¢apinda en
verimli ve en giivenilir program olarak kabul edilmektedir. Fransa, basarili 1slah
programlarina sahip olmasina ragmen literatiirde bu programlarin nasil uygulandigi ve
1slah altindaki popiilasyonlarin genetik ¢esitliligi hakkinda bilgi ¢ok azdir (Burge ve ark.,
2012). Fransa’da siit iiretimi i¢in performans kayitlarinin tutulmasi 1960’1 yillarda
baslamistir. Ancak, genetik anlamda gelisme silirecinde suni tohumlamanin kullanilan
baslica yontem olmasi ve 1980’lerde ise teke spermalarinin dondurularak saklanmasi ile
birlikte 1slah programinin tamamen iglevsel hale geldigi bilinmektedir (Piacere ve ark.,
2000). 1992 yili itibari ile damizlik hayvanlar BLUP hayvan modelini kullanarak
degerlendirilmis (Boichard ve ark., 1992) ve 2001 yilinda ise modele varyans
heterojenligi hesaba katilarak gelistirilmistir. Seleksiyon igin uygunluk 6lgiitleri, 6zellikle
meme Ozelliklerini de dikkate alarak 1 ile 9 arasinda skorlama ile dogrusal olgek
temelinde degerlendirilmektedir. Son 10 yilda ise ¢ok 6zellikli hayvan modeline dayanan
genetik degerlendirme isabet derecesi yliksek damizlik deger tahmini yapmay1 miimkiin
kilmaktadir (Burge ve ark., 2012). Bu ¢ok 6zellikli hayvan modelinde 6zellikle meme
ozellikleri total deger indeksine dahil edilmistir (Clement ve ark., 2006). Fransa’da 1slah

programu ¢ift yonlii seleksiyon (siit ve tip) yaklasimini benimsemektedir. Uygulanan 1slah



programlarinin siit verim Ozelliklerinin artirilmasina yonelik olmasinin yaninda, dol
verim Ozellikleri ve bazi kalitatif 6zellikleri géz Oniinde bulundurarak toplamda 22
Ozelligi genetik 1slah programlarina entegre etmislerdir. Siit verimi tizerinde durulan
Ozellikler i¢in “Caprine Combined Index: ICC”, tip 6zellikleri tizerinde durulan 6zellikler
icin ise “Composite Type Index: IMC” degerleri hesaplanmaktadir. Seleksiyon
programinda, 150.000 bas kayith keci ve 1.000 yetistirici yer almaktadir. Aday tekelerin
iiretilmesi i¢in kullanilan en iyi disi kegilere planh bir sekilde suni tohumlama yapilarak
gebe birakilir. Dogan yavrularin arasindan secilen 360 bas aday teke Progeny Test
istasyonunda Avrupa ve Uluslararas: standartlara gore yetistirilir ve bu tekelerden elde
edilen spermalar y1l boyu toplanir. Aday tekelerden toplanan spermalar bazi testlerden
gecerek Progeny Test i¢in kullanilmak iizere ciftliklere dagitilir. Bu ¢iftliklerden elde
edilen verim kayitlar1 ile indeks degerleri hesaplanir ve en iyi indeks sonuglarini veren 40
bas teke suni tohumlama i¢in onaylanir (Anonim, 2019a). Goriildiigi lizere 1slah
programlarinda genetik degerlendirme ve biyoteknolojik yontemlerin ileri diizeyde
uygulanmasi 1slah programlarinin basarisini artirarak keci yetistiriciligi konusunda
Fransa’y1 zirveye tagimistir.

Tiirkiye’deki durum incelendiginde ise kegi yetistiriciligi gegmisten gliniimiize
diger tarimsal tretim faaliyetleri tarafindan degerlendirilemeyen arazinin sarp oldugu
orman i¢i ve kenar bolgeler ile calilik alanlarda ekstansif ya da yari entansif sekilde
yapilmaktadir. Bu yapi igerisinde kegi yetistiriciligi; aile isletmeleri, tarim isletmeleri,
koy sirileri, yaylacilik ve goger siiriiler seklinde yapilmaktadir (Sengonca, 1989;
Kaymake1, 2005; Giliney, 2010). Cografi olarak, vejetasyon ve iklim 0&zellikleri
bakimindan oOzellikle Akdeniz ve Giineydogu Anadolu bdlgelerinde yetistiriciligin
yogunlagtigr goriilmektedir (Giliney, 2010). Bununla birlikte son yillarda Tirkiye’de
insanlarin gida tiiketimine yonelik farkindaliklarinin artmasi sonucu kegi siitiiniin insan
beslenmesindeki 6nemi anlasilmis, kegi siitii tiiketimine de talebin artmasiyla 6zellikle
Ege ve Marmara bolgelerinde modern siit kegisi isletmeleri yayginlasmaya baglamis ve
kegi yetistiriciligi daha ¢ok bilgi ve teknolojiye dayali hale gelmistir.

Sekil 1.2. incelendiginde Tiirkiye, TUIK 2020 yil1 verilerine gore 12.350.811 bas
kegi varlig1, TUIK 2019 yili verilerine gore ise 5.471.086 bas sagilan hayvan sayisi ve
yillik 577.209 ton siit iiretimine sahiptir.
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Sekil 1.2. Tiirkiye'de yillara gore kegi varligi ve siit tiretim miktarlar

Goriildiigii iizere 1991 yilindan 2010 yilina dogru mevcut hayvan sayisinda ve buna
bagl olarak sagilan hayvan ve yillik {iretilen siit miktarinda azalmalar goriilmektedir.
Bunun nedenleri arasinda Tiirkiye’de yaygin olarak yetistirilen ancak diisiik siit verimine
sahip olan Kil kegisinin agirlikli olarak siit kecilerine ¢evrilmesi dogrultusunda Ziraat
Fakiilteleri tarafindan aragtirma bazinda projeler yiiriitiilmiis, ancak T.C. Tarim ve Orman
Bakanlig1 ile arasinda esgiidiim saglanamadigi ve gerekli adimlar atilamadigt igin siit
kegisi yetistiriciliginde istenilen noktaya gelinememistir (Kaymake¢1 ve ark., 2005;
Tolunay ve ark., 2005). Diger yandan kegi-orman iligkilerinde ormanlarin denetimsiz bir
bicimde otlatmaya acik tutulmasi ve ke¢inin ormana verdigi zararlar 6ne siiriilmektedir.
Ancak, zaman igerisinde bu tezin dogru olmadig1 ve dogru sekilde yonetildigi takdirde
keginin ormana Onemli yararlar saglayabilecegi ifade edilmistir (Kaymakei ve Dellal,
2006; Giinlii ve Alasahan, 2010; Karag6l, 2016). Biitiin bunlara ek olarak mevcut hayvan
sayisinin azalmasi, kirsal alanlardan sehir merkezlerine terdr ya da sosyal nedenlerden
dolay1 goclerin artmasi sonucu hayvancilikla ugrasan kisi sayisinin azalmasi ve ekonomik
olarak yeterli diizeyde gelir elde edilememesinden kaynaklanmaktadir.

Diger yandan 2010 yil1 itibari ile 2020°ye dogru mevcut hayvan sayisi ve buna bagl
olarak sagilan hayvan sayisi ve yillik iiretilen siit miktarinin arttigi goriilmektedir. T.C

Tarim ve Orman Bakanligi’nin 2010 y1l1 itibari ile “Halk Elinde Kii¢iikkbas Hayvan Islahi



Ulkesel Projeleri”ni baslatmasi ile yeni adimlar atilmis ve iilkesel anlamda iiretime katki
saglamistir. Bu proje ile birlikte yetistiricilere kayit tutma aliskanliklar1 kazandirilmis ve
verim kayitlarinin soy kiitiigli zemininde siireklilik kazanmasi ile hedeflenen 1slah
programinda projenin ilk bes yillik donemi sonundan itibaren mevcut durumun iyilestigi
goriilmektedir. Bununla birlikte son 10 yil igerisinde kegilerin genglestirme alanlari
disinda kalan orman alanlar1 igerisinde otlatilmasina izin verilmis olmasi da bu siirece
olumlu katki sagladig: seklinde ifade edilmistir (Keskin ve ark., 2017a).

Gelismekte olan iilkeler arasinda olan Tiirkiye, Avrupa iilkeleri ile kiyaslandiginda
verim yoniindeki farkliliklar géze ¢arpmaktadir. Yukarida da ifade edilenlerden de
anlasilacagi lizere 1slah programlari ve kullanilan seleksiyon yontemlerinin 6nemi dikkat
¢cekmektedir. Genotip, fenotip ve pedigri kayitlarina dayali seleksiyon, 1slah programlari
icin biiyiik 6nem arzetmektedir. Bu baglamda klasik 1slah programlarina genoma yonelik
bilgilerin entegre edilmesi genetik ilerleme i¢in biiyiikk 6neme sahiptir.

Klasik hayvan 1slahi, hayvanlardan elde edilen fenotipik veriler dogrultusunda
damizlik deger tahminini esas almaktadir. Bu yontem ile ¢iftlik hayvanlarinda genetik
ilerleme uzun yillar almakta ve damizlik deger tahminleri belirli bir sapma ile
yapilabilmektedir. Son yillarda molekiiler genetik alaninda yasanan gelismeler sonucu
klasik hayvan 1slaht uygulamalarinda bu kisitlamalar1 ortadan kaldirmak ve damizlik
deger tahminlerinin isabet derecesini artirmak amaciyla genoma yonelik bilgilerin
seleksiyon programlarina dahil edilmesine yonelik ¢aligmalar yapilmaya baslanmistir
(Cemal ve ark.,, 2013b). Tirkiye’de kiigiikbas hayvan yetistiriciligi, yetistirme
sistemlerinin temel benzerlikleri ile yetistiriciligin yapildigi cografi bolgelere gore
belirgin farklhiliklar1 bakimindan 6zgilindiir. Islah programlarinda temel yaklasim
evrenseldir. Altyapr imkanlarmin izin verdigi dl¢lide popiilasyonun genetik 6zelliklerini
dikkate alarak, genetik ilerlemeyi maksimize edecek ve isabet derecesi yiiksek damizlik
deger tahmini yonteminin belirlenmesi ile uygun giftlestirme sistemlerini kapsayan 1slah
programlarmin basarili olacagi 6ngoriilmektedir (Karaca ve ark., 2013). Hayvancilik
yoniinden gelismis olan {ilkelerde sistematik 1slah programlarinin uygulanmasiyla
tizerinde durulan 6zellik bakimindan verimde biiyiik artislar saglanmis ve hatta bazi
verimlerde arzulanan hedeflere ulasilmistir. Seleksiyon programlarinda major genlerden
faydalanilmis ve biiylik olasilikla genotiplerde majér genler sabitlenmistir. Ancak,

tilkemizde su ana kadar etkin bir 1slah programi siirdiiriilemediginden dolay1 verimde



Oonemli artig saglanamamistir. Dolayist ile verim bakimindan wrklar ici, irklar arasi ve
sentetik popiilasyonlarda biiyiik varyasyonlar gozlemlenmektedir (Karaca, 1998; Karaca
ve ark., 2002). Ekonomik 6neme sahip poligenik kalitim gosteren kantitatif karakterler
tizerinde fenotipin ¢ogu zaman genotipi iyi ifade edememesi neticesinde fenotipe dayali
klasik 1slah metodlar1 kalitim derecesi diisiik karakterler iizerinde sinirl kalmigtir. Ayni
zamanda aralarinda negatif korelasyon gosteren ozellikler lizerinde uygulandiginda ise
yetersiz olmustur (Schwerin ve ark., 1995; Dogan ve Kaygisiz, 1999). Ekstansif ve
entansif Uiretimde oncelikli amacin verim artis1 oldugu diisiiniiliirse 1slah programlarinin
en uygun sekilde planlanabilmesi ve uygulanabilirligi biiylik 6nem tasimaktadir.
Tiirkiye’de iiretim sistemleri géz Oniine alindiginda ¢ayir ve mera alanlarinin kullanimina
yonelik iyilestirmeler, yem bitkilerinin {iretimi, siirii yOnetimi, mekanizasyon,
hastaliklarla miicadele gibi g¢evresel etmenlerin iyilestirilmesi de hayvanin genetik
potansiyelini ortaya koyabilmesi adina en az uygulanan 1slah programlar1 kadar
onemlidir.

Uzerinde durulan kantitatif karakterler yoniinden genetik ilerleme, bazi 6zelliklerin
cinsiyete bagli olmasi, toplamali (additive) gen etkisi, ¢gevre faktorleri nedeniyle nispeten
yavas olmaktadir. Uzerinde durulan verim &zelliklerinin ergin hayvanlarda dlciilebilmesi
ise generasyon araligini uzatmakta ve yillik genetik ilerleme oranini diisiirmektedir (Lara
ve ark., 2002). Dolayisi ile yillik genetik ilerleme hizi generasyon araliginin miimkiin
oldugunca kisa olmasina baghdir. Kiigiikbas ve biiylikbas hayvanlarda generasyon aralig1
dort ve yedi yili bulabilmekte buna bagli olarak ta genetik ilerleme hiz1 diigmektedir. Son
yillarda, ciftlik hayvanlarinda genomik degerlendirme ¢alismalar1 hiz kazanmis ve
hayvanlarda damizlik deger tahmininin daha erken yapilmasi generasyon araliginin
kisalmasini miimkiin kilmistir (Ozbeyaz ve Kocakaya, 2011). Bu baglamda, ekonomik
oneme sahip olan kantitatif karakterlerin degerlendirilmesine yonelik kan gruplari,
protein polimorfizmleri (kan serum proteinleri ve siit proteinleri) ve DNA
polimorfizmleri gibi genetik degerin tahmininde isabeti arttiracak ve seleksiyonun erken
yaslarda uygulanabilmesini saglayacak yontemlere ihtiya¢ duyulmustur (Lin ve ark.,
1992).

Molekiiler markorler, hayvanlarda bireysel tanimlama, ebeveyn tayini, genetik
cesitlilik ve genetik hastaliklarin kontroliinde yaygin olarak kullanilmaktadir. Ancak,

markdr destekli seleksiyon (MAS, Marker Assisted Selection) gibi genotipik seleksiyon



uygulamalari igerisinde asil kullanim alanlar1 kantitatif karakter lokuslarinin (QTL,
Quantitative Trait Loci) belirlenmesi yoniinde olmaktadir. Molekiiler markdrlerin hayvan
1slahinda kullanimini kisa ve uzun dénem olmak tizere iki baslik altinda toplamak
miimkiindiir. Kisa donem uygulamalar1 bireysel tanimlama, ebeveyn tayini, genetik
hastaliklarin kontrolii, genetik cesitlilik, yavru cinsiyeti ve dogum tipinin belirlenmesi,
uzun donem uygulamalari olarak ise genom hatitalarinin olusturulmasi, kantitatif karakter
lokuslarinin belirlenmesi, markor destekli seleksiyon ve genetik kaynaklarin korunmasi
amacli yapilan ¢alismalardir (Hillel ve ark., 1992; Nicholas, 1996; Kozanoglu, 2002;
Marle-Koster ve Nel, 2003; Giirses ve Bayraktar, 2014). Boylelikle, klasik 1slah
metodlarinda karsilasilan kisitlamalar molekiiler markorlerin kullanima ile asilabilecektir
(Kinghorn ve ark., 1994).

Polimorfizm, ¢ok anlamina gelen “poly” ve sekil anlamina gelen “morph”
kelimelerinin birlesmesiyle olusmus ve Yunanca’dan koken almis bir terimdir (Ford,
1965; Soysal, 1983). Popiilasyon genetigi agisindan aynu tiir popiilasyonda farkli allellere
bagli olarak iki ya da daha fazla farkli genotipin goriilmesi polimorfizm olarak
tanimlanmustir (Ford, 1965). Genellikle, bir lokusun yaygin allel frekansinin %99 ya da
%95’ten daha az oldugu durumlarda o lokus polimorfik olarak degerlendirilir (Ayala,
1984). Bugiine kadar yapilan g¢alismalarda polimorfizm tiirleri morfolojik, protein,
immiinolojik ve DNA polimorfizmi olarak karsimiza ¢ikmaktadir (Devrim ve Kaya,
2004). DNA diizeyindeki polimorfizmleri belirlemek amaciyla birgok yontem
gelistirilmistir. Bu yontemler arasinda kullanilan DNA markdrleri, polimorfizm tiirii ve
tarama teknigi gibi birgok faktor dikkate alinarak siniflandirilabilmektedir. Giiniimiizde
kullanilan DNA markérlerini eski tip ve modern tip molekiiler markérler olarak iki baglik
altinda toplamak miimkiindiir. Eski tip markoérler; bi-allelik dominant markorler
(RAPD,), bi-allelik ko-dominant markoérler (RFLP, SSCP), multiallelik ko-dominant
markorler (VNTR, Mikrosatelitler, Minisatelitler); modern tip molekiiler markorler ise
SNP’ler olarak siniflandirmak miimkiindiir (Giindiiz ve ark., 2015; 2016). Bunlarin
disinda farkli alanlarda kullanilan ISSR, SRAP, SCAR, STS, CAPS, TRAP, ALP gibi
isaretleyiciler de mevcuttur (Filiz ve Kog, 2011; Yorgancilar ve ark., 2015).

DNA polimorfizmleri, genom iizerinde protein kodlayan veya kodlamayan
bolgelerde karsimiza ¢ikar ve sonraki generasyona Mendel kurallarina uygun olarak

aktarilirlar (Reid, 1998). Polimorfizmler; tek niikleotid degisimi (SNP), insersiyon



(ekleme) ve delesyon (¢ikarma) seklinde meydana gelmektedir. SNP, transisyon veya
transversiyon yoluyla ortaya c¢ikmaktadir (Ozden ve Emir, 2006). Transisyon tanim
olarak, bir piirin bazinin diger piirin bazina (A—G veya G—A) veya bir pirimidin bazinin
diger pirimidin bazina (T—C veya C—T) doniismesi olayidir. Transversiyon ise bir plirin
bazinin (A, G) bir pirimidin bazina (C, T) doniismesidir (Collins ve Jukes, 1994).
Insersiyon, eklenecegi gen dizisinin uzamasma neden olarak niikleotid eklenmesiyle
meydana gelir. Niikleotid eklenen gen, protein kodlayan bir gen ise aminoasit dizilimi
degisir ve ortaya ¢ikan protein islevini artik yitirir. Delesyon ise insersiyonun aksine,
genin boyutunun kisalmasina neden olarak DNA dizisinden niikleotidin silinmesi
durumudur. Yine, silindigi gen eger protein kodlayan bir gen ise insersiyonda oldugu gibi
proteinin aminoasit dizisinde degisim olacak ve protein islevini yitirecektir. Insersiyon ve
delesyonlarin ikisi birden indeller olarak adlandirilmaktadir (Ogurtsov ve ark., 2004;
Kondrashow ve Rogozin, 2004). SNP, bir genomda yaygin sekilde goriilen bir
polimorfizm tiirii olup genomda meydana gelen SNP’lerin ¢gogunun fenotip {lizerinde bir
etkisi yoktur ve notral SNP olarak adlandirilmaktadir. SNP’ler eger protein fonksiyonunu
etkiliyorsa DNA’nin kodlanan bélgelerinde goriilmektedir (Wright, 2005).

RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphism, Kesilmis Par¢a Uzunluk
Polimorfizmi), DNA dizisi lizerinde olusan farkliliklari taniyan bazi restriksiyon
endoniikleaz enzimlerinin, DNA ile reaksiyonu sonucunda ortaya ¢ikan fragment
uzunluklarmin degismesi olarak tanimlanmaktadir (Snustad ve Simmons, 2011). Eger
DNA iizerinde polimorfik bolgede restriksiyon enzimlerinin tanityacag dizi biliniyor ise,
hedef bolgenin PCR ile ¢ogaltilmas1 ve ardindan restriksiyon endoniikleaz enzimiyle
reaksiyonu sonucu olusacak fragment degisimi kolayca saptanabilmektedir. PCR-RFLP,
DNA dizisinde bulunan SNP’leri tespit etmek i¢in hizli ve giivenilir bir yontem olarak
gorilmektedir. RFLP markorleri  yiiksek polimorfizm ve ko-dominant kalitim
gostermeleri, tekrarlanabilirliginin yiiksek olmasi ve 6zgiin DNA dizisine ait bilgiye
thtiyag duyulmamas: gibi bir¢ok avantajinin olmasmin yaninda analiz i¢in yeterli
miktarda ve iyi kalitede DNA’ya ihtiya¢c duyulmasi ve restriksiyon endoniikleaz
enzimlerinin kullanilmasi agisindan pahali ve asamali bir yontem olarak kargimiza
¢ikmaktadir. RFLP, genomda SNP’lerin tespit edilmesi, kromozom kalitim1 ¢alismalari,
gen polimorfizmlerinin tanimlanmasi, genetik baglanti haritalariin  ¢ikarilmasi,

bakteriyel ve viral suslardaki mutasyonlarin tanimlanmasi, genetik kaynaklarin
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korunmas: ve genetik hastaliklarin tespiti gibi bir¢gok alanda yaygin olarak
kullanilmaktadir. (Botstein ve ark., 1980; Gelehrter ve ark., 1998; Lymer ve ark., 2008;
Snustad ve Simmons, 2011; Ata ve Cemal, 2013; Y1lmaz ve ark., 2014a, 2014b; Balcioglu
ve ark., 2014; Shwab ve ark., 2014; Mete, 2016; Isik, 2016; Isik ve ark., 2017).

Kantitatif karakterler, tim lokuslarda benzer frekanslarda aditif ve dominans
iligkileri neredeyse ayni olan bircok gen ¢ifti tarafindan determine edilirler (Roberts ve
Smith, 1982; Falconer ve Mackay, 1996). Baska bir ifadeyle, kantitatif karakterlerin
kalitim1 poligeniktir (Kinghorn ve ark., 1994). Kantitatif karakterler siirekli (et, siit ve
yapagi verim Ozellikleri) ve kesikli (dol verim Olgiitleri) yani esikli karakterler olmak
tizere iki baslik altinda toplanmaktadir (Hoeschele, 1998). Kantitatif karakterler arasindan
cevre etmenlerinden yiiksek derecede etkilenenler esikli karakterlerdir (Cemal ve ark.,
1996). Ekonomik 6neme sahip olan kantitatif karakterler {izerine poligen etkilerine ek
olarak major genlerin de etki ettigi tespit edilmistir. Yani, poligenler igerisinde bazi
genlerin tek gen etkilerinin digerlerinden daha fazla oldugu ortaya konmustur. Major
genler, genel olarak bir ¢ift allel tarafindan determine edilir ve Mendel kurallarina gore
kaltilirlar. Klasik 1slah programlarinda genetik ilerlemenin ¢ok uzun zamanlar almasi
major genlerin de kullanilmasiyla hiz kazanmasina ve bir veya birkag generasyon
sonunda genetik ilerlemenin saglanmasina olanak saglayacaktir. (Kinghorn ve ark.,
1994; Cemal, 1996; Karaca ve ark., 1996; Cemal ve Karaca, 2006). Major genlerden
maksimum seviyede yararlanabilmek icin bu genlerin etki diizeylerinin ortaya konmasi,
s0z konusu lokusta bireyin genotipinin bilinmesi ve ¢iftlesme planlarinin uygun sekilde
hazirlanmasi gerekmektedir (Cemal, 1996).

Endokrin sisteminin ana rolii, meme gelisimini ve fonksiyonunu hayvanin tireme
durumuna ve siit tiretimine gore senkronize etmektir. Canlilarda laktasyon dénemi baslica
mamogenez, laktogenez, galaktopoez olmak tizere ii¢ evreden olusmaktadir. Bu evrelerin
her biri ¢ok karmasik hormonal mekanizmalar ile kontrol edilmektedir. Bu siiregte
hormonlar ii¢ farkli kategoride degerlendirilmektedir. Ureme hormonlarindan olan
ostrojen (E), progesteron (P), plasental laktojen (PL), prolaktin (PRL) ve oksitosin
seviyeleri tireme durumuna bagl olarak degismektedir. Biitiin bu hormonlar meme bezi
gelisimi {lizerine dogrudan etki etmektedir. Metabolik hormonlar olan diger bir grup
hormon ise oncelikli olarak viicudun metabolik degisikliklere ve strese verdigi yaniti

koordine etmekten sorumludur. Bunlar arasinda, biiyiime hormonunun (GH) siit
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kanallarinin gelisiminde rol oynadigi (Hovey ve ark., 2002) ve siit sekresyonu igin
glukokortikoidler ve tiroid hormonlarina ihtiyag duyuldugu bilinmektedir (Cowie ve ark.,
1980). Genel olarak, bu metabolik hormonlarin sistemik seviyelerindeki degisiklikler ne
meme bezindeki gelisimsel degisikliklerden ne de siit sentezinin dogrudan
diizenlenmesinden sorumlu degildir. Bu hormonlar, ireme hormonlarina karst memenin
tepkisini degistirebilir ve dolayli olarak siit salinimini etkiler. Son olarak ise, ilgili organ
tarafindan sentezlenen ve salgilanan hormon tipleridir. Son zamanlarda meme bezi,
biiyiime hormonu (GH) (Mol ve ark., 2000), paratiroid hormon iliskili peptid (PTHrP)
(Lippuner ve ark., 1996), leptin (LEP) (Woodside ve ark., 2000) ve prolaktini (PRL)
(Clevenger ve Plank, 1997) kendisinin sentezleyebildigi ve salgiladigi bir endokrin organ
olarak kabul edilmektedir (Neville ve ark., 2002).

Bugiine kadar yapilan calismalarda ¢iftlik hayvanlar tizerinde siit verim 6zellikleri
ile iliskilendirilmis bir¢ok aday gen tanimlanmis olup seleksiyonda markor olarak
kullanilanmaktadir. Bu genlere GH, GHR, GHRHR, IGF1, PIT-1 (POU1F1, GHF1),
PITX2, DGATL, LEP, LEPR, PRL, PRLR, STAT5A, B-LG, IGF-IR, CSN1S1, CSN2,
CSN3, MTHFR, ADFP, AGPAT6, BTN1Al, PRNP, FOLR o6rnek olarak verilebilir
(Walawski ve Czarnik, 2003; Pagano ve ark., 2010; Psifidi ve ark., 2011; He ve ark.,
2011; Jia ve ark., 2011; Qu ve ark., 2011; Heidari ve ark., 2012; He ve ark., 2012; Zhao
ve ark., 2013; Trakovicka ve ark., 2013; Hadi ve ark., 2013; Daga ve ark., 2013; Li ve
ark., 2014; Hou ve ark., 2014a; 2014b; 2015; Isik, 2016; Hill ve ark., 2016; Cardona ve
ark., 2016; Kusza ve ark., 2016; Dettori ve ark., 2018; Luo ve ark., 2019).

Kecilerde siit verim 6zellikleri iizerinde etkisi oldugu diisiiniilen ve bu ¢alismaya
konu olan POU1F1, PRLR, B-LG ve GH genleri bugiine kadar farkli hayvan tiir ve irklari
lizerinde bir¢ok calismaya konu olmustur. Uzerinde durulan bu genlerin siit verim
ozelliklerinin yaninda biiyiime, gelisme, lireme performansi ve kalite 6zellikleri gibi
baska karakterleri de etkiledigi bildirilmistir (Ogren ve Talamantes, 1998; Stancekova ve
ark., 1999; Folch ve ark., 2001; Van Rens ve Lende, 2002; Dybus ve ark., 2003; Kmiec
ve Terman, 2006; Faria ve ark. 2006; Zhang ve ark., 2011; Yousefi ve ark., 2013a, 2013b;
Wang ve ark., 2015; Garlov ve ark., 2017; Meira ve ark., 2019). Buradan yola ¢ikarak,
bu c¢alismaya dahil edilen gen bdlgelerinin ¢alisilacak popiilasyon iizerinde durulan

karakterler bakimindan markor olarak kullanilabilecegi diistiniilmektedir.
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Kilis kegilerinin siit verim potansiyelinin yiiksek olmasi sebebiyle lizerinde durulan
ozellik bakimindan etkili genlerin ve buna bagli olarak genotiplerin tanimlanmasi, hayvan
1slahinda kullanilmasi hem generasyon araligini kisaltmasi hem de uygulanacak
seleksiyon programina entegre edilebilmesi acisindan énem tasimaktadir. Diger yandan,
Kilis kegi popiilasyonlarinda anilan genler ile ilgili ¢aligmaya rastlanmamis olmasi
nedeniyle de literatiire 6nemli katki saglayacaktir. Bu ¢alismada, Kilis kegilerinde siit
verim Ozellikleri iizerinde etkili olan genlerin kullanim olanaklarin1 aragtirmak {izere
POU1F1, PRLR, B-LG, GH1 ve GH2 gen bolgelerinin incelenmesi, mevcut olan
polimorfizmlerin tanimlanmasi ve genotipler ile siit verim 6zellikleri arasindaki iligskinin

ortaya konulmasi amaglanmustir.
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2. ONCEKI CALISMALAR
2.1. POU1F1 Geni
2.1.1. Trankripsiyon Faktorleri

Gen transkripsiyonunun diizenlenmesi hem dokuya 6zgii gen ekspresyonunu hem
de spesifik uyaranlara kars1 cevap olarak gen aktivasyonunun diizenlenmesi igin esastir
(Latchman, 1995a; 1995b). Bu nedenle, transkripsiyondan sonra bazi diizenleme
durumlart mevcut iken ¢ogu durumda diizenleme, hangi RNA'larin birincil RNA
transkriptine ~ kopyalanacagina  karar  vererek  transkripsiyon  seviyesinde
gerceklesmektedir. RNA splicing gibi gen ekspresyonunun kalan asamalari otomatik
olarak gergeklesir ve karsilik gelen proteinin iiretilmesine neden olur (Latchman, 19953,
1997). Benzer transkripsiyon yapisi gosteren genlerin diizenleyici bdolgelerinin
incelenmesi, belirli bir diizenleme mekanizmasina sahip olan genler tarafindan ortak
olarak tutulan, ancak bu diizeni gostermeyen ve diger genlerde bulunmayan kisa DNA
dizilerinin varligim ortaya koymustur. Ornegin; transkripsiyonu indiiklenen genler
yiiksek sicakliga maruz kalmaya cevaben, 1siyla indiiklenebilen transkripsiyon
gostermeyen genlerden yoksun olan 1s1 soku eleman1 (HSE, Heat Shock Element) olarak
bilinen ortak bir diizenleyici i¢cermektedir (Davidson ve ark., 1983). Benzer sekilde,
transkripsiyonu glukokortikoid hormonuna maruz birakmayla indiiklenen genler, bu
indiiksiyon modelini gdstermeyen genlerde olmayan ortak bir glukokortikoid tepki
eleman1 (GRE, Glucocorticoid Response Element) igermektedir. Bu kisa DNA sekanslari,
transkripsiyon tizerinde gozlenen etkiyi ortaya koyacak sekilde genin transkripsiyonunu
pozitif veya negatif olarak diizenleyen ve transkripsiyon faktorleri olarak ta bilinen bu

spesifik diizenleyici proteinlerin baglanmasi ile etki etmektedir (Latchman, 1995b, 1997).

2.1.2. Transkripsiyon Faktorleri Mekanizmasi

Transkripsiyon faktorleri etkilerini 6ncelikle DNA'ya baglanip daha sonrasinda ise
transkripsiyonu pozitif veya negatif olarak etkileyerek ortaya koymaktadir. Cok sayida
farkli transkripsiyon faktoriiniin detayli analizi sonucunda yapilan ¢aligmalar, molekiiliin
spesifik bolgelerinin DNA'ya baglanmadan sorumlu oldugu modiiler bir yapiya sahip

olduklarini ve diger bolgelerin ise transkripsiyon i{izerinde uyarict veya inhibe edici bir
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etkisinin oldugunu gostermektedir. Farkli transkripsiyon faktorlerinin DNA baglanma
bolgeleri iizerine yapilan ¢alismalar, DNA baglanmasi olusturabilen birkag farkli yapisal
eleman oldugunu ortaya ¢ikarmustir (Harrison, 1991; Travers, 1993). Transkripsiyon
faktorleri, genellikle DNA baglanma alanlar1 ve bu baglanma alanlarinin bir seg¢imi
temelinde siiflandiriimaktadirlar. DNA baglanma alanlarini temel olarak sarmal-doniis-
sarmal (turn-helix-turn) motifini i¢inde barmndiran homeobox transkripsiyon faktorleri
(Kornberg, 1993); Sp transkripsiyon faktorii ailesinde bulunan iki sistein-iki histidin zinc
finger (Rhodes ve Klug, 1993); steroid-tiroid hormon reseptorii ailesinde bulunan multi-
sistein zinc finger (Parker, 1993) ve Ets domain (Sharrocks ve ark., 1997) olarak
smiflandirmak miimkiindiir. Temel DNA baglanma alanini igeren faktorlerin sadece
transkripsiyon faktorii dimerlerini olusturduklarinda DNA'ya baglanabilmektedir.
Dolayisiyla, bazik baglanma alanini igeren faktorler icerdikleri dimerizasyon motifinin
yapisina gore alt gruplara ayrilmaktadir. Dolayisiyla, transkripsiyon faktorlerinin bazilari
dimerizasyona aracilik eden bir sarmal-ilmek- sarmal (turn-loop-turn) motifini
icermektedir (Kageyama ve ark., 1991; Littlewood ve Evan, 1995). Buna karsilik, diger
temel DNA baglayici alan igeren faktorler diizenli bir 16sin tortusu dizisi i¢eren 16sin
fermuar (leucine zipper) motifi yoluyla dimerizasyona ugramaktadir (Kerppola ve
Curran, 1995; Hurst, 1996). Boylece, ¢ok cesitli DNA baglama alanlar1 transkripsiyon
faktorlerinin hedef genler ilizerinde uygun DNA sekanslarina baglanmasina olanak
tanimaktadir (Latchman, 1997).

DNA baglanma alanina ek olarak, transkripsiyon faktorii transkripsiyonun
aktivasyonu i¢in gerekli olan spesifik bolgeleri igermektedir. Bu bdlgeler tamamen
alakasiz bir faktoriin DNA baglanma alanina baglandiginda transkripsiyonu
uyarabildikleri belirlenmistir (Mitchell ve Tjian, 1989). Yapilan calismalarda, DNA
baglanma alanlarinda oldugu gibi sirasiyla asidik aminoasitler, glutamin veya prolin
kalintilar1 bakimindan zengin olmalar1 temelinde tanimlanan bir dizi farkli aktivasyon
alanlar1 da tanimlanmistir. Bu aktivasyon bolgelerinin, bazal transkripsiyonel kompleksin
bilesenleri ile etkilesime girerek islev gordiigii de bilinmektedir. Bu bilesen RNA
polimeraz II kompleksidir ve gen promotdriinde toplanan ve transkripsiyonun
gerceklesmesi igin gerekli olan TFIIB ve TFIID gibi ¢esitli transkripsiyon faktorlerini
icermektedir. (Roeder, 1996; Nikolev ve Burley, 1997). Aktivasyon alanlarinin ya
dogrudan bu kompleksin spesifik bilesenleri ile etkilesime girdigi ya da dolayli olarak

15



daha sonra bazal kompleksin kendisi ile etkilesime giren ortak aktivator molekiilleri ile
etkilesime girdigi bildirilmistir. Her ne olursa olsun, bu tiir etkilesimler transkripsiyon
faktorii kompleksi diizeneginin hizim1 uyararak veya transkripsiyon aktivitesinin
seviyesini uyararak artan transkripsiyonla sonuglanmaktadir. Bu nedenle, DNA baglanma
alan1 aracilifiyla, aracilik ettikleri uygun DNA baglanma bolgesine baglanmanin
ardindan, spesifik aktive edici transkripsiyon faktorlerinin aktivasyon alanlari,
transkripsiyonu uyarmak i¢in bazal transkripsiyon kompleksi ile etkilesime
girebilmektedir. Bu sekilde spesifik transkripsiyon faktorlerinin baglanmasi gen
transkripsiyonunu uyarmaktadir (Latchman, 1997).

Her ne kadar baglangigta cogu 6karyotik transkripsiyon faktoriiniin transkripsiyonu
stimiile ederek etki ettigi diistiniilsede artik spesifik genlerin transkripsiyonunu inhibe
ederek cok cesitli faktorlerin etki ettigi ve bu gibi inhibitor transkripsiyon faktorlerinin
en azindan uyarici faktorler kadar 6nemli olabilecegi netlik kazanmustir. (Herschbach ve
Johnson, 1993; Hanna-Rose ve Hansen, 1996: Latchman, 1996). Bu inhibe edici
transkripsiyon faktorlerinin en eski drneklerinin pozitif etki eden bir faktoriin aktivitesine
miidahale ederek etki gosterdigi, boylece transkripsiyon iizerindeki uyarici etkisini bloke
ettigi bildirilmistir. Bu durum, 6rnegin pozitif etki yapan faktoriin DNA'ya baglanma
yerine negatif baglanan faktor ile DNA'ya baglanmasini onleyerek veya pozitif etki
gosteren faktor ile olumsuz etki eden faktor arasinda DNA baglayici olmayan bir protein-
protein kompleksi olusturarak asilabilmektedir. Diger yandan, negatif olarak etki eden
faktor harekete gegirme alaninin aktivitesini sondiirme olarak bilinen bir fenomeni bloke
etmek i¢cin pozitif olarak hareket eden faktor ile etkilesime girerek hareket
edebilmektedir. Bununla birlikte, artik pozitif olarak etkili bir faktér olmadiginda bile
transkripsiyonu dogrudan inhibe edebilen bir inhibitdr transkripsiyon faktori smnifinin
oldugu agikga goriilmektedir. Boylece, bu faktorler aktive edici bir molekiiliin
yoklugunda bile gozlemlenen ve aktivitesini azaltmak {iizere bazal transkripsiyon
kompleksi ile dogrudan veya dolayl olarak etkilesime girerek islev goriiyor gibi goriinen
bazal transkripsiyon seviyesini azaltabilmektedir. Boylece, aktiflestirici molekiillerin
antitezini olustururlar ve etkilerinden sorumlu olan aktivasyon alanlar1 gibi, bagka bir
molekiiliin DNA baglanma alanina transfer edildiginde islev gérebilecekleri tanimlanmis
inhibitor alanlara sahip olmaktadirlar (Latchman, 1996). Dolayisiyla, transkripsiyonel

aktivatdrlerin ve transkripsiyonel baskilayicilarin belirli bir genin diizenleyici bolgesine
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baglanmas1 arasindaki denge, herhangi bir 6zel durumda transkripsiyon oranini
belirlemektedir. Bununla birlikte, belirli bir genin spesifik sinyallere cevap vermesi veya
hiicre tipine spesifik bir sekilde diizenlenmesi igin, bu aktiflestirici ve baskilayici

molekiiller arasindaki dengenin farkli durumlarda degistigi goriilmektedir (Latchman,
1997).

2.1.3.POU1F1 Gen Yapusi ve Islevi

POU1F1 (POU class 1 homebox 1) geni, 6n hipofiz bezinden salgilanmakta ve
memelilerin gelisiminde 6nemli bir rol oynamaktadir. Daha 6nce PIT-1 (Pituitary-
Specific Transcription Factor-1, Hipofiz-Spesifik Transkripsiyon Faktor-1) ve GHF-1
(Growth Hormone Factor-1, Biiylime Hormonu Faktorii-1) olarak adlandirilmis ancak
giintimiizde POU1F1 geni olarak literatiire gegmistir (Bodner ve ark., 1988; Ingraham ve
ark., 1988; Bastos ve ark., 2006). POUIF1 geni hipofizdeki ¢oklu genlerin
transkripsiyonel diizenlemesinde ve 6n hipofiz bezi hiicrelerinin hayatta kalmasi,
farklilagsmasi ve ¢ogalmasi iizerinde 6nemli rol oynayan bir transkripsiyon faktoriidiir
(Bastos ve ark., 2006).

POULF1 proteini ilk olarak biiylime hormonu (GH) ve prolaktin (PRL) genlerinin
transkripsiyonel diizenlenmesi ile iliskilendirilmistir (Lefevre ve ark., 1987; Nelson ve
ark., 1988; Tuggle ve Trenkle, 1996). Bununla birlikte, bu gen bir¢ok memeli tiiriinde
tiroid uyarici hormonun B alt tinitesi (TSHP) (Li ve ark., 1990), POU1F1 geninin kendisi
(Chen ve ark., 1990; McCormick ve ark., 1990) ve biiyiime hormonu reseptoriiniin
(GHRH-R) (Lin ve ark., 1992) promotor boélgelerine baglanarak bu genler igin
diizenleyici olarak gorev almaktadir (Cohen ve ark., 1996; Sun ve ark., 2002). Biitiin bu
gen aktivasyonu tizerindeki etkilerine ek olarak, POU1F1 geni somatotrop, laktotrop ve
tirotrop hiicrelerin farklilasmasi, iremesi ve hayatta kalmalari igin gereklidir (Ingraham
ve ark., 1988; Li ve ark., 1990; Cohen ve ark., 1996; Bastos ve ark., 2006). Yapilan
caligmalarda POUIF1 6n hipofiz bezi hiicrelerinden olan somatotrop, laktotrop ve
tirotrop hiicrelerde yiiksek seviyelerde eksprese edilse de ¢cok daha diisiik seviyelerde
plasenta, hematopoetik ve lenfoid dokular ile meme bezi hiicrelerinde de eksprese edildigi
bilinmektedir (Delhase ve ark., 1993; Bamberger ve ark., 1995; Gil-Puig ve ark., 2005).
POU1F1 geninde meydana gelebilecek herhangi bir mutasyon GH, PRL ve TSHf

genlerinin ekspresyonunun baskilanmasina veya hi¢ eksprese olamamasina neden
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olabilmektedir (Li ve ark., 1990; Radovick ve ark., 1992; Andersen ve Rosenfeld, 2001;
Cohen ve Radovick, 2002; Kelberman ve ark., 2009).

POU genleri, hiicre farklilagmasi ve gelisiminin diizenlenmesinde bir¢cok rolii
oldugu bilinen DNA binding transkripsiyon faktorlerini temsil etmektedir (Ryan ve
Rosenfeld, 1997; Phillips ve Luisi, 2000). POU gen ailesi POU1, POU2, POU3, POU4,
POUS ve POU6 olmak iizere temel olarak alt1 siniftan olusmaktadir. Su ana kadar yapilan
caligmalarda birgok tiirde Ozellikle omurgalilarda ¢oklu POU aileleri tanimlanmistir
(Gold ve ark., 2014).

Transkripsiyon faktorlerinden POU ailesinin bir tiyesi olan POU1F1, daha 6nceleri
memelilerde tespit edilen ve yiiksek sekans benzerligi ile 150 aminoasit bolgesini
paylasan bu protein, daha 6nceleri OCT-1, OCT-2 ve UNC-86 olarak isimlendirilmistir.
POU genleri, siingerler ve insanlar kadar ¢esitli hayvanlarda da tanimlanmis olsa da major
domainler igeerisinde giicli sekilde korunmustur. POU1F1, DNA’da promotor
bolgelerine baglanmayi saglayan ve korunmus iki alt initeden olusmaktadir. POU1F1, N
terminal POU-specific (POU-S) ve C terminal POU-homeodomain (POU-HD) olmak
tizere iki ayr1 bolgeye ayrilmis ve bu iki bolgeyi birbirine baglayan degisken uzunluktaki
bir baglayic1 bolgeden olusan modiiler ti¢lii bir yapiya sahiptir. POU-S alt {initesi 75
aminoasitten olusur ve 4 a-helix yap1 igermekle birlikte serin ve treonin aminoasitlerince
zengin olan (Serin/Treonin Activation Domain) N terminali DNA baglanma 6zgtlligi
ve portein/protein interaksiyonuna katkida bulunur. POU-HD alt iinitesi ise 60 aminoasit
meydana getirir ve 3 a-helix yapisini icermektedir. Bu domainler igerisinde yer alan o-
helix yapilari, DNA nin fosfat omurgasiyla ya da direk niikleotidlere hidrojen baglanmasi
yoluyla ¢oklu temas kurabilmektedir. Her iki domainde de {igiincii helix, DNA’nin ana
oluguna baglanarak ve dogrudan temasin ¢ogunu niikleotidlerle yapma amaciyla tanima
helezonu olarak iglev gortir. (Herr ve ark., 1988; Ingraham ve ark., 1988; Theill ve ark.,
1989; Assa-Munt ve ark., 1993; Dekker ve ark., 1993; Jacobson ve ark., 1997; Remenyi
ve ark., 2001; Jauch ve ark., 2010; Esch ve ark., 2013; Gold ve ark., 2014). Transkripsiyon
faktorlerinin POU ailesinin bir {iyesi olan bu gen homeotik proteinler gibi proteinlerin tist
familyasi olan helix-turn-helix (HTH) yapisindadir (Mangalam ve ark., 1989). POU1F1

proteini domain yapist Sekil 2.1.’de sunulmustur (Anonim, 2019b).
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POU Domain (DNA binding)

Transactivation POU-specific ~ POU-homeodomain
domain
N L e —ann c
1 25 72 124 198 214 273 291

Sekil 2.1. POU1F1 proteini domain yapisi

POULF1 proteini, agik okuma c¢ercevesi (ORF, Open Reading Frame) 124-198
aminoasitler arasinda olup POU-S alt {initeyi, 214-273 aminoasitleri arasinda kalan kisim
ise POU-HD alt iinitesini igermekle birlikte toplamda 873 niikleotid ve 291 aminoasitten
olugsmaktadir. POU class] homeobox1 proteinin ii¢ boyutlu yapist Sekil 2.2.’de
gosterilmistir (OMIM, 2019).

Sekil 2.2. POUIF1 proteini ii¢ boyutlu yapisi

Bu giine kadar yapilan gen ekspresyon calismalarinda hipofiz bezinden POU1F1
geni cDNA’s1 sigir (Bodner ve ark., 1988), rat (Bodner ve ark., 1988; Ingraham ve ark.,
1988), fare (Li ve ark., 1990), insan (Tatsumi ve ark., 1992), domuz (Tuggle ve ark.,
1993), maymun (Schanke ve ark., 1997), koyun (Thomas ve ark., 2000), kopek (Lantinga-
van Leuven ve ark., 2000), hindi (Wong ve ark., 1992), tavuk (Tanaka ve ark., 1999) ve
bazi balik ¢esitlerinden (Ono and Takayama, 1992; Yamada ve ark., 1993; Majumdar ve

19



ark., 1996; Lorens ve ark., 1996; Martinez-Barbera ve ark., 1997; Chiu ve ark., 2002;
Nica ve ark., 2004) elde edilmistir.

POUI1F1 geninin farkl ¢iftlik hayvani tiirlerinde farkli verim 6zellikleri igin bugiine
kadar yapilan bir¢ok c¢alisma mevcuttur. Yapilan c¢alismalarda asagida literatiir ozeti
verilecek olan siit verimi {izerine etkilerinin yani sira kegilerde kagmir verimi, kirli
gomlek agirhigi, kil uzunlugu (Lan ve ark., 2009a; 2009b), viicut uzunlugu, gogiis cevresi,
g0gis genisligi, sagr1 genisligi, giinliik canli agirlik artis1 (Xu ve ark., 2010; Jafari ve ark.,
2014; Ma ve ark., 2017), dol verimi, dogum tipi, biiyliime ve gelisme 6zellikleri (Feng ve
ark., 2012; Zhu ve ark., 2019); koyunlarda yapag lif ¢cap1 (Zeng ve ark., 2011), siitten
kesim agirhigi (Sadeghi ve ark., 2014; Sarghale ve ark., 2014); sigirlarda viicut
kompozisyonu (Renaville ve ark., 1997), bel kalinlig1 (Stasio ve ark., 2002), dogum
agirlig ve ergin canli agirlik, viicut uzunlugu, gogiis cevresi (Xue ve ark., 2006), cidago
yiiksekligi (Zhang ve ark., 2009), kabuk yag1 kalinlig1 (Han ve ark., 2010), déllenme ve
embriyolarda yasama giicti (Khatib ve ark., 2009) arasinda iliski bulunurken, biiyiime ve
karkas 6zellikleri (Dybus ve ark., 2003; Zhao ve ark., 2004), dogum agirlig1, canli agirlik,
giinliik canli agirlik artis1, viicut yiiksekligi, viicut uzunlugu, gégiis ¢evresi (Pan ve ark.,
2008a, 2008b), karkas agirligi, karkas verimi, goz kasi alani, mermerlesme, et ve yag
rengi (Han ve ark., 2010), dol verimi (Oner ve ark., 2017) ile arasinda herhangi bir iliski
bulunamamaistir. Domuzlarda ise kabuk yag1 kalinligi, karkas yag igerigi, canli agirlik ve
giinliik ortalama canli agirlik artisi, viicut uzunlugu (Stancekova ve ark., 1999; Bidanel
ve ark., 2001; Song ve ark., 2005; Getmantseva ve ark., 2017); kanatlilarda erken gelisme
ozelligi (Jiang ve ark., 2004), canli agirlik, karkas agirligi, gogiis kasi agirlhigl, (Xu ve
ark., 2012), giinliik canl agirlik artis1 (Manjula ve ark., 2018); tavsanlarda et kalitesi,
biceps femoris kas Kkiitlesi ile longissimus dorsi ve biceps femoris kas i¢i yag igerigi
(Wang ve ark., 2015) ile iligkili oldugu bildirilmistir. Bunlarla birlikte ¢iftlik hayvanlari
disinda yapilan caligmalarda POU1F1 mutasyonlar1 farelerde ve insanlarda ciicelige
sebep oldugu ortaya konmustur (Li ve ark, 1990; Pfaffle ve ark., 1992; Reynaud ve ark.,
2004).

POUI1F1 geni sitogenetik lokasyonu sigir, koyun ve kegilerde 1q21-22 kromozom
tizerinde yer almaktadir (Woollard ve ark., 2000). POU1F1 geni kromozom yeri ve gen

yapist Sekil 2.3.°te sunulmustur.
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Capra Hircus POU1F1 NCBI Gene ID: 100860809
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Sekil 2.3. POU1F1 geni kromozom yeri ve gen yapisi

Keci POUIF1 geninin niikleotid dizisinin NCBI (Gene ID: 100860809) veri
bankasinda 16.078 niikleotid, alt1 ekzon ve bes introndan olustugu bildirilmistir. POU1F1
geni NCBI veri bankasinda NC_030808.1 nolu erisim numarasi ile 34.235.896 ve
34.251.973. niikleotidler arasinda yer almakta ve ekzon 1, 236-446 bg; ekzon 2, 1.467-
1.527 bg; ekzon 3, 2.277-2.441 bg; ekzon 4, 4.882-5.106 bg; ekzon 5, 12.068-12.139 bg
ve ekzon 6 ise 15.815-15.956 baz giftleri arasinda yer almaktadir.

2.1.4.POULF1 Geninin Siit Verim Ozellikleri Uzerine Etkisi

Renaville ve ark. (1997), 89 bas Italyan Siyah Alaca bogalar iizerinde yaptiklar:
caligmada PIT-1/Hinfl enzimi kullanarak PCR-RFLP yo6ntemi ile intron 5 ve ekzon 6
kisimlarii igeren 451 bg uzunlugundaki bélge incelenmis ve popiilasyonda A ve B allel
frekanslarini sirasiyla %18.8 ve %81.2; AA, AB ve BB genotip frekanslarini ise yine ayni
sira ile %2.2, %31.5, %66.3 olarak tespit etmislerdir. Popiilasyonda kullanilan bogalarin
kizlarmin siit verim ozellikleri sabit ve karisik modelde degerlendirilmistir. REML
(Kisitlanmis en ¢ok olabilirlik) yonteminin kullanildigi parametre tahminlerinde A

alleline sahip bogalarin kizlarinin daha fazla siit (+ 73.6 + 44.6 kg; P<0.01) ve protein
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verimi (+ 2.93 + 1.45 kg; P<0.05) ile iliskili olduklarini ancak siit yagi (- 0.038 = 0.018
%; P<0.01) agisindan A alleli ile aralarinda negatif bir iliski oldugunu bildirmislerdir.

Parmentier ve ark. (2001), PIT-1 polimorfizmini incelemek iizere 1100 bas
Holstayn bogasi kullanmis ve Kkizlarmin siit verimlerini ise karisik modelde
degerlendirilmistir. A ve B allellerine ait frekanslar sirastyla %53 ve %47 olarak tespit
edilmistir. A alleline sahip bireylerin kizlarinin siit verimi (+ 46.3 Kg), protein verimi (+
1.9 kg) ve yag verimi (+ 1.5 k) ile aralarinda pozitif bir iliski oldugunu bildirmislerdir.

Mattos ve ark. (2004), 40 bas Gry bogalarin kizlarinin siit verim performanslarinin
degerlendirildigi ¢alismada PIT-1/Hinfl (+/-) kesim enzimi kullanilarak siit ve yag verimi
tahmin edilmeye ¢alisilmistir. PIT-1 genine ait Hinfl (-) allel frekansi 0.05 olarak tespit
edilmistir. Hinfl (-/-) genotipinin diistik allel frekans1 nedeniyle gozlenemedigi ancak
Hinfl (+/-) alleline sahip babalarin kizlarmin siit yagi veriminin Hinfl (+/+) alleline sahip
olanlara gére daha iistiin oldugunu bildirmislerdir (P<0.05).

Lan ve ark. (2007a), Cin’de yetistirilen 9 farkli yerli keci 1irki popiilasyonlarinda
ekzon 6, intron 5'in bir kism1 ve 3' UTR bdlgesini i¢eren 450 b¢ uzunlugundaki bolgede
POU1F1/Ddel polimorfizmini arastirmiglardir. POU1F1 geninin ekzon 6 bolgesini igeren
lokusta PCR-SSCP yontemi ve sekanslama yaparak dort mutasyon belirlemislerdir.
Sekanslama sonucunda elde edilen DQ826397:9.102T>G mutasyonunu sessiz (p.S241S)
mutasyon olarak adlandirmislardir [241 Ser (TCT)>Ser (TCG)]. T ile karakterize edilen
alleli POU1F1-D;, G ile karakterize edilen alleli ise POU1F1-D; olarak tanimlamislardir.
D: allel frekansimin kullanilan 9 farkli irkta 0.600 ve 1.000 arasinda degistigini
gozlemlemislerdir. D1D1 ve D1D> genotiplerine sahip kegilerin siit verimleri sirasi ile
574.12, 528.46 kg oldugu tespit edilmis ve bu genotiplerin anilan 6zellik tizerine etkisinin
istatistiki olarak 6nemli oldugu bildirilmistir (P<0.05).

Lan ve ark. (2007b), Cin’de yetistirilen yerli keci irki popiilasyonlarinda ekzon 4,
intron 4 ve ekzon 5 bolgelerini igeren 1000 b¢ uzunlugundaki P1 bolgesi, intron 5
bolgesini igeren 355 b¢ uzunlugundaki P2 bolgesi ve ekzon 6 ve flanking bolgesini iceren
450 bg uzunlugundaki P3 bolgesi olmak ilizere POUIF1 genine ait li¢ farkli bolgeyi
incelemislerdir. Calisma, Inner Mongolia White Cashmere (IMWC), Xinong Saanen
(XS), Laoshan (LS), Guanzhong (GZ), Guizhou Black (GB), Matou (MT), Banjiao (BJ),
Guizhou White (GW) ve Leizhou (LZ) irklarinda yiiriitilmiistiir. 450 bg igeren bolgede
POUIF1/Alul lokusunda popiilasyonda T allel varliginin en yaygm allel oldugu
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gozlemlenmis ve C allel frekansinin 0.00 ile 0.523 arasinda degistigini tespit etmislerdir.
CC genotipine ise 9 yerli irkta toplam 801 bas hayvan igerisinde sadece 9 kegide
rastlamiglardir. POUL1F1/Alul lokusunda TT ve TC genotipine sahip hayvanlarin siit
verimleri sirasi ile 509.04, 593.04 kg oldugu tespit edilmis ve bu genotipler ile anilan
Ozellik arasinda istatistiki olarak 6nemli bir iligski oldugu bildirilmistir (P<0.05).

Zakizadeh ve ark. (2007), Iran yerli sigirlar1 ve Holstayn popiilasyonlarinda Hinfl
kesim enzimi kullanarak PCR-RFLP yontemi ile POU1F1 genine ait intron 5 ve ekzon 6
bolgesini igeren 451 bg uzunlugundaki bolgeyi incelemis ve Hinfl (+) ve HinfI (-) allel
frekanslarini Mazandarani, Sarabi, Golpaygani ve Holstayn irklari igin sirasi ile 0.63,
0.37; 0.73, 0.27; 0.66, 0.34 ve 0.79, 0.21 olarak tespit etmislerdir. Calismada, siit verimi
ile POUIF1 polimorfizmi arasinda bir iliski bulunamadigini bildirmislerdir.

Huang ve ark. (2008), Holstayn popiilasyonlarinda POU1F1 geninin ekzon 1, ekzon
2, ekzon 3, ekzon 4, ekzon 5 ve ekzon 6 bolgelerini igeren 4730 bg¢ uzunlugundaki alani
sekanslamiglardir. POU1IF1 geninin ekzon 3 bdlgesinde prolini histidine c¢eviren
(c577A>C) bir SNP tanimlamiglardir. Ekzon 2 bolgesindeki ¢.545G>A SNP bolgesini
kapsayan 771 b¢ uzunlugundaki bdlge ¢ogaltilmis Taql enzimi kullanilarak PCR-RFLP
yontemi ile genotipleme sonunda ¢.545G (433, 254, 84 bg) ve ¢.545A (433, 338 bg) olmak
tizere iki allel gozlemlenmistir. Ekzon 3 bdlgesinde ise ¢.557C>A SNP bolgesini
kapsayan 234 bg¢ uzunlugundaki bolge ¢ogaltilmis, Stul kesim enzimi kullanilarak yapilan
genotipleme sonunda ise ¢.577C (197, 37 bg) ve ¢.577A (234 bg) olmak {izere iki allel
tespit edilmistir. c.577C>A niikleotid degisiminde A allelinin siit verimi iizerine istatistiki
acidan 6nemli (P=0.027) etkisinin oldugu sonucuna varilmistir. ¢.577CC ve ¢.577AC
genotipleri ile karsilastirildiginda ise c¢.577AA genotipinin ekonomik Omiir {izerine
pozitif etkisinin oldugu bildirilmistir.

Lan ve ark. (2009c), Cin’de yetistirilen dort farkli keci irkinda (Shaanbei White
Cashmere, Boer, Xuhuai, Haimen) ekzon 6 ve 3' flanking bolgesini igeren 450 bg
uzunlugundaki POU1F1/Alul lokusunu incelemislerdir. TT, TC ve CC genotip
frekanslarini siras1 ile Shaanbei White Cashmere irk: i¢in 0.718, 0.282 ve 0.0; Boer 1rki
icin 0.952, 0.048 ve 0.0; Xuhuai 1rki i¢cin 0.572, 0.371 ve 0.057, Haimen 1irk1 i¢in ise
0.820, 0.131 ve 0.049 olarak tespit etmislerdir. En yiiksek frekansa sahip T allelinin
Shaanbei White Cashmere, Boer, Xuhuai, Haimen 1rklarinda sirasi ile 0.859, 0.976, 0.757
ve 0.885 olarak saptamislardir. Ho, He, Ne ve PIC degerleri POU1F1/Alul lokusunda
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sirastyla Shaanbei White Cashmere 1rki igin 0.7580, 0.2420, 1.3193, 0.2127; Boer k1
icin 0.9540, 0.0460, 1.0482, 0.0449; Xuhuai 1rki igin 0.6322, 0.3678, 1.5817, 0.3001 ve
Haimen 1k i¢in ise 0.7649, 0.2351, 1.307, 0.2075 oldugunu hesaplamislardir. Boer
kecilerinde en yiiksek Ho ve en diisiik PIC degeri gozlemlenirken, Xuhuai 1rki kegilerde
en diisiik Ho ve en yiiksek PIC degeri gozlemlediklerini bildirmislerdir.

Sumantri ve ark. (2009), Endonezya’nin Bogor sehrinde yetistirilen Jonggol ve
Garut 1rk1 yerli koyun irklarinda 637 b¢ uzunlugundaki PIT1/Hinfl lokusunu PCR-RFLP
yontemi ile incelemisler ve Jonggol irk1 koyunlarda bu bélgenin polimorfik oldugunu
ancak Garut 1rk1 koyunlarda ise monomorfik oldugunu gézlemlemislerdir. A ve B allel
frekanslarini sirasi ile 0.806 ve 0.194 oldugunu ve bu lokusun Jonggol 1rk1 koyunlarda
slit verimi tizerine dnemli bir etkisinin olmadigini bildirmislerdir.

Edriss ve ark. (2009), Iran’da yetistirilen Holstayn sigirlarinda A ve B allel
frekanslarini sirasiyla 0.256 ve 0.744; AA, AB ve BB genotip frekanslarini ise 0.031,
0.450 ve 0.519 olarak tespit etmislerdir. Laktasyon siiresi ve siitteki yag igerigi
bakimindan AA ve AB genotipine sahip hayvanlarin BB genotipine gore daha yiliksek
verime sahip oldugunu bildirmislerdir (P<0.05).

Yan ve ark. (2011), Cin’de yetistirilen sekiz farkli sigir irkinda intron 5 ve ekzon 6
bolgesine ait 451 b¢ uzunlugundaki POU1F1/Hinfl lokusunu PCR-RFLP yontemi ile
incelemisler ve B allel frekansiin 0.535 ile 0.868 arasinda degistigini saptamislardir.
Incelenen 1rklar arasinda Holstayn popiilasyonunda POU1F1/HinfT lokusunun siit verimi
ve kompozisyonu lizerine istatistiki olarak dnemli bir iligki bulunmazken, AB genotipinin
BB genotipine sahip hayvanlara goére siit protein oranmin yiiksek oldugunu
bildirilmislerdir (P<0.05).

Mura ve ark. (2012), Sardunya adasinda yetistirilen Sarda irk1 koyunlarda POU1F1
gen bolgesinde 121 C>T (intron 4, 5 UTR) ve 249 G>A (ekzon 6, 3> UTR bdlgesi)
SNP’lerini tespit etmislerdir. Sarda koyunlarinda POU1F1 geninin siit verimi ile iliskisi
istatistiki olarak dnemli bulunurken (P<0.01), siit yagi, protein ve laktoz orani {izerine
herhangi bir etkisinin olmadigin1 bildirmislerdir.

Heidari ve ark. (2012), Holstayn sigirlarinda intron 5, ekzon 5 ve ekzon 6
bolgelerini igeren 1355 b¢ uzunlugundaki POU1F1/Hinfl lokusunu PCR-RFLP yontemi
ile incelemisler ve B allelinin 0.830 oldugunu tespit etmislerdir. Bu lokusun sigirlarda siit

verimi lizerine etkisinin istatistiki olarak 6nemli (P<0.05) oldugunu ve AB genotipine
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sahip hayvanlarin BB genotipine gore daha fazla siit verimine sahip olduklarini
bildirmislerdir.

Daga ve ark. (2013), Sarda ke¢i popiilasyonunda POU1F1 gen bolgesinde 16 farkl
SNP tespit etmislerdir. Bu SNP’leri 61 G>C (ekzon 1), 108 G>A (ekzon 1), 42 C>T
(ekzon 3), 92 C>T (ekzon 3), 110 A>G (ekzon 4), 34 G>A (ekzon 5, Arg213Lys), IVS4
641 G>A, IVS4 643 A>C, 1VS4 659 G>A, IVS4 677 A>C, IVS4 G699Del, 1VS4 709
C>G, 17 G>A (ekzon 6, Arg228Ser), 58 G>T (ekzon 6), 172 T>C (ekzon 6), 110 T>C
(3’ UTR) olarak belirlemislerdir. Ekzon 6 bolgesinde Mlyl kesim enzimi kullanilarak
yapilan genotiplemede 17. pozisyonda TT genotip frekansi %3.1 olup siit verimi iizerine
istatistiki olarak onemli etkisinin oldugunu, GT genotip frekansinin ise %25.6 olup
stitteki yag igerigi iizerine 6nemli etkisinin oldugunu saptamislardir (P<0.01). Yine
ekzon 6’da Ddel kesim enzimi kullanilarak yapilan genotiplemede 58. pozisyonunda TT
genotip frekansinin %3.9 olup siitteki yag (P<0.01) ve protein (P<0.05) orani iizerine
istatistiki olarak 6nemli etkisinin oldugunu bildirmislerdir.

Lan ve ark. (2013), Cin’de Guanzhong 1rki1 kegilerde 230 bg uzunlugundaki bolgede
PIT1X1/Mspl lokusunu PCR-RFLP yontemi ile incelemislerdir. A ve G allel
frekanslarini sirasiyla 0.230 ve 0.770; AA, GA ve GG genotip frekanslarini ise 0.158,
0.144, 0.698 olarak tespit etmislerdir. Ho, He, Ne ve PIC degerlerini sirasiyla 0.646,
0.355, 1.549 ve 0.292 oldugunu ve popiilasyonun Hardy-Weinberg dengesinde
olmadigini gézlemlemislerdir (P<0.01). Incelenen lokusta intron 1°de 41. pozisyonunda
SNP (9.201G>A) saptamislar ve sabah, 6gleden sonra sagim ve ortalama siit yag igerigi
(%) bakimindan istatistiki agidan énemli bir iliski oldugunu belirlemislerdir (P=0.045,
P=0.049, P=0.050). Bununla birlikte GA genotipine sahip hayvanlarin AA genotipine
gore siitteki kuru madde igeriginin daha yiiksek oldugunu bildirmislerdir (P=0.029).

Sharma ve ark. (2013), Barbari irki kegilerde POU1F1 geni 450 bg uzunlugundaki
altinci ekzonu ve 3' flanking bolgesini PCR-RFLP yontemiyle Pstl kesim enzimi
kullanarak incelemislerdir. POU1F1/Pstl lokusunda T allel frekansim1i 1.0 olarak
gozlemlemis ve C alleline rastlamamislardir. Dolayisiyla popiilasyonda incelenen
lokusun monomorfik oldugunu ve bu bdlgenin verim ile iliskilendirilemedigini
bildirmislerdir.

Aytekin ve Boztepe (2013), Brown Swiss si1gir popiilasyonunda intron 5 ve ekzon

6 bolgelerini igeren 451 b¢ uzunlugundaki PIT1/Hinfl lokusunu PCR-RFLP yontemi ile
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incelemis A ve B allel frekanslarini sirasiyla 0.374 ve 0.626; AA, AB ve BB genotip
frekanslarini ise 0.12, 0.51 ve 0.37 oldugunu tespit etmislerdir. Incelenen lokusun Brown
Swiss s1gir irkinda siit verimi ve siit kompozisyonu iizerine istatistiki olarak énemli bir
etkisinin olmadigini bildirmislerdir.

Ozmen ve ark. (2014), Sakiz, Ivesi ve Akkaraman koyun 1rklarinda ekzon 6 ve 3’
flanking bolgesini igeren 469 b¢ uzunlugundaki boélgede PCR-RFLP yontemi ile
POU1F1/Alul ve POU1F1/Ddel polimorfizmlerini incelemislerdir. Calismada Sakiz
koyun 1rki i¢in Alul lokusunda biallelik polimorfizm gézlenmis ve popiilasyonda TT ile
CC genotiplerinin varlig1 tespit edilmistir. Ivesi ve Akkaraman irklarinda ise Alul
lokusunda polimorfizm gozlenmemistir. TT ve CC genotip frekanslarini ise sirasiyla 0.64
ve 0.36 oldugunu hesaplamiglardir. T allel frekansim Sakiz, Ivesi ve Akkaraman
irklarinda sirastyla 0.64, 0, 0; C alleli i¢in ise yine ayni sira ile 0.36, 1, 1 oldugunu
saptamiglardir. Bununla birlikte Ddel polimorfizmi ¢aligilan {i¢ koyun populasyonunda
da goriilmemistir. Sakiz koyunlarinda POU1F1/Alul lokusunun siit verimi (P<0.001),
yag miktar1 (P<0.001) ve laktoz oran1 (P<0.05) lizerine istatistiki olarak énemli etkisinin
oldugunu ancak protein miktar1 iizerine herhangi bir etkisinin olmadigini tespit
etmislerdir.

Khaizaran ve Al-Razem (2014), Filistin’de yetistirilen Holstayn sigirlarinda 451
b¢ uzunlugundaki PIT1/Hinfl lokusunu PCR-RFLP yontemi ile incelemislerdir.
Popiilasyonda A allel frekansinin 0.6831 oldugunu ve incelenen lokusun siit verimi
tizerine 6nemli etkisinin oldugunu tespit etmislerdir (P<0.05). Populasyonda AA, AB ve
BB genotipine sahip hayvanlar i¢in laktasyon siit verimlerinin sirastyla 11000, 9000 ve
8000 | oldugunu bildirmislerdir.

Trakovicka ve ark. (2014), Holstayn sigirlarinda ekzon 6 bolgesini iceren 260 bg
uzunlugundaki PIT1/Hinfl lokusunu PCR-RFLP yontemi ile incelemis ve B allel
frekansin1 0.81; AA, AB ve BB genotip frekanslarini ise sirasiyla 0.05, 0.26 ve 0.69
olarak tespit etmislerdir. incelenen lokusun Holstayn sigirlarinda siit, protein ve yag
verimi iizerine 6nemli bir etkisinin olmadigin1 gézlemlemislerdir.

Hoseinzadeh ve ark. (2015), Iran’da yetistirilen Holstayn sigirlarinda
POU1F1/Hinfl lokusunu incelemislerdir. Calismada A ve B allel frekansini sirasiyla 0.26,
0.74; AA, AB ve BB genotip frekanslarini ise 0.06, 0.40 ve 0.54 olarak tespit etmislerdir.
Calisilan popiilasyonda POU1F1/Hinfl lokusu ile siit protein yiizdesi arasinda istatistiki
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acidan onemli bir iliski oldugunu gozlemlemislerdir. Genotipler kendi aralarinda
kiyaslandiklarinda AB genotipine sahip hayvanlarin diger genotiplere gore yiiksek
miktarda siit proteinine sahip oldugunu bildirmislerdir (P<0.01).

Isik (2016), Saanen 1rki kegilerde iki farkli siiriide (Bornova ve Manisa) POU1F1
geninde ekzon 6 ve 3’ flanking bolgesindeki polimorfizmi Alul ve Pstl kesim enzimlerini
kullanarak PCR-RFLP yontemi ile incelemistir. Alul ve Pstl lokuslar1 bakimindan T allel
frekansini sirasiyla 0.70 ve 0.80; TT, TC ve CC genotip frekanslarinin ise yine ayni sira
ile Alul icin %54.6, %31.5, %13.9 ve Pstl icin ise %64.8, %31.5, %3.7 oldugunu
saptamistir. POU1F1/Alul ve POU1F1/Pstl lokuslarinin Hardy-Weinberg dengesinde
oldugunu bildirmistir. POUIF1/Alul lokusu i¢in TT, TC ve CC genotiplerine ait
laktasyon siit verimlerini sirasiyla 687.85, 784.58, 786.07 kg olarak tespit etmistir.
POUI1F1/Alul lokusu ile laktasyon siit verimi ile arasinda istatistiki olarak 6nemli iligki
bulmus (P<0.05), TC ve CC genotipine sahip hayvanlarin TT genotipine gore daha
yiiksek performans sergiledigini gézlemlemistir. POU1F1/Pstl lokusunun ise siit verimi
izerine herhangi bir etkisinin olmadigini bildirmistir.

Dagong ve ark. (2016), Endonezya’da yetistirilen yerli kegi irklarinda PIT1/Pstl
lokusunu PCR-RFLP yontemi ile incelemislerdir. Popiilasyonda T ve C allel frekanslarini
sirastyla 0.76, 0.24; TT, TC ve CC genotip frekanslarini ise 0.53, 0.47 ve 0 oldugunu
tespit etmislerdir.

Zhou ve ark. (2016), Cin’de yetistirilen Guanzhong 1rk1 kegilerde POU1F1/Pstl,
POU1F1/Ddel ve POU1F1/Alul lokuslarini incelemislerdir. POU1F1/Pstl lokusunda T
allel frekansi1 0.708, POU1F1/Ddel lokusunda D1 allel frekans1 0.848 ve POU1F1/Alul
lokusunda ise T allel frekansinin 0.977 oldugu goézlemlenmistir. POUIF1/Pstl,
POU1F1/Ddel lokuslarinin siit icerigi ile arasinda bir iliski bulunamazken POU1F1/Alul
lokusunun sabah, 6gleden sonraki sagimda ve ortalama olarak stitteki yag orani ve asitligi
ile arasinda istatistiki agidan onemli bir iliski oldugunu tespit etmislerdir (P<0.05).
Calismada POU1F1/Alul lokusunda TT genotipine sahip hayvanlarin incelenen 6zellikler
bakimindan en iyi performansa sahip oldugunu bildirmislerdir.

Li ve ark. (2016), Cin’de yetistirilen 15 farkli yerli keg¢i irki popiilasyonunda
yiiriittiikleri ¢alismada ekzon 6 ve 3’ flanking bolgesinde POU1F1/Ddel lokusunu PCR-
RFLP yontemi ile incelemislerdir. Populasyonda iki allel (D1, D2) ve {i¢ genotip (D1D1,
D1D> ve D2Dy) belirlemislerdir. Calismada D; allel frekansinin 0.550 ile 0.790 arasinda
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degistigini, D1D1 genotip frekansinin 15 farkli irk popiilasyonunda 0.200 ile 1.00 arasinda
degistigini ve popiilasyonlarda en yaygin genotip oldugunu tespit etmislerdir. Ikinci
sirada yaygin olarak goriilen D1D> genotip frekansini ise 0.371 olarak gozlemlemislerdir.
Calisma sonucunda POUIF1/Ddel lokusunun genetik gesitlilik agisindan genis
varyasyona sahip oldugunu bildirmislerdir.

Al-Khuzai ve Al-Anbari (2018), Irak’ta yetistirilen ivesi koyunlarinda 508 bg
uzunlugundaki POU1F1/EcoRI lokusunu incelemislerdir. Popiilasyonda MN genotipine
rastlanmamis olup MM ve NN genotip frekanslarim1 sirasiyla %58.33 ve %41.67
oldugunu tespit etmislerdir. MM ve NN genotipine sahip hayvanlarda siit verimi sirasiyla
71.59 kg ve 73.52 kg, laktasyon siiresini ise 109.74 ve 109.14 giin olarak belirlenmis ve
genotipler ile anilan Ozellikler arasinda istatistiki olarak bir iligki bulunmadigim
bildirmislerdir.

Thuy ve ark. (2018), Holstayn sigirlarinda PIT-1/Taqgl, PIT-1/Hinfl lokuslarini
PCR-RFLP yontemi ile incelemistir. PIT-1/Taql lokusunda A ve B allel frekanslari
strastyla 0.696 ve 0.304; AA, AB ve BB genotip frekanslari ise yine ayni sira ile 0.576,
0.240 ve 0.186 oldugunu tespit etmislerdir. incelenen lokusta AA, AB ve BB
genotiplerine ait giinliik siit verimlerinin 20.187 kg, 17.848 kg ve 16.982 kg oldugunu
gozlemlemislerdir. Genotipler ile glinliik siit verimleri arasinda istatistiki olarak énemli
bir iligki oldugunu bildirmislerdir (P<0.05). Pit1/Hinfl lokusunda T ve G allel frekanslar1
0.216 ve 0.786; TT, TG ve GG genotip frekanslarinin ise 0.080, 0.272 ve 0.648 oldugunu
gozlemlemisler ancak genotipler ile siit verimi arasinda herhangi bir iligski olmadigini
bildirmislerdir.

Ozdemir ve ark. (2018), Holstayn sigirlarinda PIT1/Hinfl lokusunu PCR-RFLP
yontemi ile incelemislerdir. Popiilasyonda AA, AB ve BB genotip frekanslarini sirastyla
0.04, 0.31 ve 0.65 oldugunu tespit etmislerdir. incelenen lokusun gergek laktasyon siit
verimi, 305 giinliik siit verimi, glinlik siit verimi, pik doneminde kalma siiresi ve

laktasyon siiresi iizerine dnemli bir etkisinin olmadigini bildirmislerdir.
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2.2. PRL ve PRLR Geni
2.2.1.PRL Gen Yapusi ve Islevi

Genetik, yapisal, baglayici ve islevsel ozellikleri ile prolaktin, PRL/GH/PL gen
ailesinin bir tiyesidir (Helix bundle protein hormone) (Boulay ve Paul, 1992; Horseman
ve Yu-Lee, 1994). Prolaktin geni, biiyiime hormonu ve plasental laktojen kodlayan
genlerin gen duplikasyonu sonucu ortak bir atadan evrilmistir (Niall ve ark., 1971). PRL
geni tanimlandiktan otuz yil sonra koyun PRL geninin aminoasit dizisi (biyolojik
Ozelliklerine bagli olarak laktojenik hormon veya luteotropik hormon olarak da
adlandirilir) belirlenmis ve 199 aminoasitlik bir protein oldugu bildirilmistir (Li ve ark.,
1969). 1970'lerin sonunda, klonlama teknolojisinde yaganan hizli gelismeler sonucu PRL
cDNA'larin niikleotit sekansinin c¢esitli tiirlerin tanimlanmasina da olanak saglamistir
(Nicoll ve ark., 1986). Daha once yapilan ¢alismalarda da beklendigi tizere, PRL'nin
birincil yapisi, hipofiz kékenli GH'un ve memeli plasenta tarafindan salgilanan PL'inkiyle
yakindan ilisgkili oldugu gortlmistiir (Nicoll ve ark., 1986; Niall ve ark., 1971; Miller ve
Eberhardt, 1983 ). Giiniimiizde, bu ii¢ hormonun genetik (Niall ve ark., 1971; Miller ve
Eberhardt, 1983), yapisal (Nicoll ve ark., 1986; Goffin ve ark., 1996), baglanma (Goffin
ve ark., 1996) ve fonksiyonel (Nicoll ve ark., 1986; Goffin ve ark., 1996) c¢alismalar1 ve
ayrica yakin zamanda tanimlanmis olan somatolaktin ve PRL ile ilgili proteinlerin
hepsinin essiz bir protein ailesine ait oldugunu gostermektedir (Bole-Feysot ve ark.,
1998).

2.2.1.1. PRL Geni Birincil Yapisi

Yaklagik 400 milyon y1l 6ce prolaktin ve bilylime hormonlarinin soylarinin ayrigtigi
diisiiniilmektedir (Cooke ve ark., 1980; 1981). insan genomunda PRL geni 6. kromozom
tizerinde bulunur (Nicoll ve ark., 1986) ve yaklasik 10 kb uzunlugunda olup 5 ekzon ve
4 introndan olusmaktadir (Truong ve ark., 1984). Insan PRL ¢cDNA’lar1 914 niikleotidden
meydana gelir ve 28 aa'lik bir sinyal peptid dahil olmak tizere 227 aa’lik bir prehormonu
kodlayan 681 niikleotid a¢ik okuma gergevesi icermektedir (Cooke ve ark., 1981). Bu
nedenle, olgun insan PRL geninin toplam molekiil agirhig 23 kDa olup 199 aa
icermektedir (Bole-Feysot ve ark., 1998).
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Tiim omurgalilarda PRL geni mevcut olup baz: tiirlerde PRL'yi kodlayan cDNA'lar
izole edilmistir (Cooke ve ark., 1980; 1981; Miller ve ark., 1981; Nicoll ve ark., 1986;
Mercier ve ark., 1989; Rentier-Delrue ve ark., 1989; Sinha, 1995). Balik disinda, simdiye
kadar tanimlanan tim PRL proteinleri 197-199 aa uzunlugunda ve ti¢ intramolekiiler
disiilfiir bag1 olusturan alt1 sistein icermektedir (insanlarda, Cys*-Cys!!, Cys®8-Cys'’* ve
Cys®1-Cys!®). Balik PRL'leri, memeli PRL'lerinden daha kisa uzunluktadir ve ilk disiilfit
kopriisiinii de i¢eren N terminalinde bir dizi artik yoktur. Tilapia'larda, uzunluklari (11
aa), kompozisyonlar1 (%69 aa) ve biyolojik aktiviteleri ile farklilik gosteren iki ayr1 PRL
izole edilmistir. Bu farkliligin baliklarda gen duplikasyonundan kaynaklandig:
diistinilmektedir (Rentier-Delrue ve ark., 1989). PRL'nin birincil yapist korunmus
olmasina ragmen belirli bir sinif igindedir. Ornegin, sigir ve insan PRL proteini %74 aa
(Miller ve ark., 1981), sazan ve somon PRL proteinleri ise %77 aa paylasmaktadir
(Yasuda ve ark., 1987). Uzak iliskili tiirlerden PRL sekanslar1 yiiksek derecede bir sapma
gostermektedir. Ornegin, sazan ve insan PRL’leri benzerligin sadece %36'sini

paylagmaktadir. (Yasuda ve ark., 1987).

2.2.1.2. PRL Geni Ikincil ve Uciinciil Yapisi

Ikincil yap1 calismalari, PRL'nin bir helezonik protein oldugunu ve neredeyse %50
oraninda bir helezon igerdigini, proteinin geri kalan kisminin ise orgilitlenmemis dongi
yapilarina (non-organised loop structure) katlandigini gostermektedir (Bewley ve Li,
1972). Bugiine kadar yapilan ¢alismalarda PRL'nin ii¢ boyutlu yapisinin deneysel
tekniklerle (x-1s1n1, niikleer manyetik rezonans) belirleme girisimleri basarisiz olmustur.
Bununla birlikte, PRL ve GH arasindaki yapi/fonksiyon benzerliklerinden faydalanarak,
domuzda GH'nin kristalografik koordinatlarina dayanan homoloji modelleme yaklagimi

kullanilarak insan PRL proteininin 3D yapisi1 belirlenmistir (Goffin ve ark., 1995).

2.2.1.3. PRL Varyantlari

Hipofiz bezinden salgilanan major prolaktin formu 23 kDa olmasina ragmen,
prolaktin varyantlar1 insan genomunun yanisira birgok memeli tiiriinde tanimlanmustir.

Prolaktin varyantlar1 birincil transkriptin alternatif splaysi, proteolitik bolinme ve
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aminoasit zincirindeki diger post-translasyonel modifikasyonlarinin sonucu meydana
gelmektedir (Freeman ve ark., 2000).

Prolaktin mRNA'nin alternatif splaysi, varyantlarin bir kaynagi olarak ileri
stirilmiistiir (Sinha, 1986; 1995). Nitekim 6n hipofizde alternatif olarak eklenmis 137
aminoasit uzunlugunda bir prolaktin varyantinin varligini1 gésteren kanitlar bunu dogrular
niteliktedir (Emanuele ve ark., 1992; Wilson ve ark., 1992). Bununla birlikte, intronlarin
tutulmasini igeren alternatif splays da miimkiindiir. Ancak, alternatif splays biiyiik bir
prolaktin varyantinin kaynagi olarak kabul edilmemektedir (Freeman ve ark., 2000).

Bugiine kadar tanimlanan bdliinmiis formlardan 14, 16 ve 22 kDa uzunlugundaki
prolaktin varyantlari {izerinde birgok ¢aligma mevcuttur. 14-kDa NH2 terminal fragmani,
hipotalamusta sentezlenen ve 16-kDa uzulugundaki fragmani ile biyolojik aktiviteyi
paylasan prolaktin geninin post-translasyonel bir tiriintidiir (Clapp ve ark., 1994; Torner
ve ark., 1995). 16-kDa prolaktin ise kallikrein enzimatik aktivitesinin bir trinidiir.
Kallikrein, golgi sisterna ve laktotroplarin salgi graniillerinde bulunan dstrojen kaynakli
tripsin benzeri serin proteazdir (Powers, 1993). Bu enzim, ratlarda prolaktini tiyole
bagiml bir sekilde par¢alamaktadir. Tiyol, kallikreinin bir substrat olarak tanidig: sekilde
prolaktin konformasyonunu degistirir. Dogal prolaktin'in karboksipeptidaz-B ile isleyisi
22-kDa prolaktin fragmani ile sonuglanmaktadir (Anthony ve ark., 1993). Proteolitik
bolinmenin yani sira, prolaktin varyantlarinin ¢ogunlugu, 6n hipofiz bezinde veya
plazmada olgun molekiiliin diger post-translasyonel islemesinin sonucu olabilmektedir.
Bunlara dimerizasyon ve polimerizasyon, fosforilasyon, glikozilasyon, siilfatlama ve
deamidasyon da dahildir (Sun ve ark., 1996).

2.2.1.4. PRL Sentezi ve Salgilanmasi

On hipofiz bezinin laktotropik hiicreleri tarafindan sentezlenip salgilanmasinin yani
sira prolaktin ayrica birgok baska hiicre ve doku tarafindan da sentezlenmektedir. On
hipofiz bezine ek olarak, prolaktin gen ekspresyonu beynin gesitli bolgelerinde, desidua,
miyometriyum, lakrimal bez, timus, dalak, dolasimdaki lenfositler ve kemik iligi lenfoid
hiicreleri, meme epitel hiicreleri ve tiimorleri, cilt fibroblastlar1 ve ter bezlerinde de tespit
edilmistir. Dolayistyla prolaktin, serebrospinal sivi, amniyotik siv1, gozyast, siit, folikiiler

stvi ve ter gibi sivilar igerisinde de bulunmaktadir (Bole-Feysot ve ark., 1998).
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Hipofiz bezinde prolaktin sentezi ve salimimini gerceklestiren laktotrop hiicreler
(mammotrop hiicre) hayvanin cinsiyetine ve fizyolojik durumuna bagli olarak 6n hipofiz
bezi hiicrelerinin yaklasik %20-50'sini olusturmaktadir. Ontogenetik olarak laktotrop,
somatotrop ve tirotroplar hipofiz hiicrelerinin PiT-1'e bagli soyundan gelmektedir (Sharp,
1995; Cohen ve ark., 1996; Gonzalez-Parra ve ark., 1996; Parks ve ark., 1997).
Laktotroplarin morfolojisi ve dagilimi ratlarda, prolaktin igeren hiicrelerin 6n lobun
lateroventral kisminda dagilmis oldugu ve ara lobun (Nakane, 1970) bitisiginde bir bant
olarak (Tougard ve Tixier-Vidal, 1994) tanimlanmistir. Hiicrelerin sekilleri heterojen
olup ¢ok diizlemli veya agisal olarak ta goriinmektedir, fakat zaman zaman yuvarlak veya
oval de olabilmektedirler (De Paul ve ark., 1997). Laktotrop varyasyonu graniil
biytiklikligi, icerigi (Snyder ve ark., 1976) ve ayrica mevcut prolaktin ve prolaktin
mRNA miktarina bagl olarak degismektedir (Velkeniers ve ark., 1988).

Morfolojik heterojenligin yani1 sira laktotroplar da fonksiyonel heterojenite
gostermektedirler. Prolaktin, hipofiz bezinde belirgin bir hiicre tipinde biiyiik Ol¢iide
bulunmus ve salgilanmis olmasina ragmen, hem prolaktin hem de biiyiime hormonu,
mammosomatotrop adi verilen ara hiicrelerden de salgilanabilmektedir (Neill ve Frawley,
1983; Frawley ve Neill, 1984; Frawley ve ark., 1985; Frawley ve Boockfor 1986). Bu iki
fonksiyonlu hiicreler 6strojen varliginda laktotroplara farklilasir (Boockfor ve ark., 1986).
Mammosomatotroplar ayn1 zamanda erken laktasyonda (Porter ve ark., 1991) ortaya
¢ikan maternal bir sinyal varliginda dogumda laktotroplara farklilagir ve yavrulara anne
stitiiyle iletilir (Porter ve Frawley, 1991). Ayrica laktotroplar 6n lob i¢indeki bolgesel
dagilimlarina (Mukherjee ve ark., 1991) ve ayrica salgi etiketlerine kars1 duyarliliklarinin
dogas1 bakimindan (Boockfor ve Frawley, 1987) fonksiyonel heterojenite gosterdigi
goriilmektedir. Yani, 6n lobun dis bolgesinden gelen laktotroplar, hipofiz bezinin
(Boockfor ve Frawley, 1987) ara lobuna bitisik olan i¢ bolgeye gore Tirotropin salgilayici
hormona (TRH) daha biiyiik tepki verirler. Ote yandan, dopamine duyarli laktotroplar
(Arita ve ark., 1991) hipofizin i¢ kismindada 6n hipofizin dis bdlgesinden daha fazla
miktarda bulunmaktadir. Sasirtict bir sekilde, fonksiyonel heterojenite, bazi laktotrop
hiicre popiilasyonlarinda prolaktin gen transkripsiyonu ve prolaktin salinimi arasindaki
uyumsuzluga da yansimaktadir (Ruberg ve ark., 1978; Castano ve ark., 1997). Birlikte
ele alindiginda ise laktotroplarin morfolojileri, hormonal fenotipleri, dagilimlar1 veya

fonksiyonlarinda homojen olmadig agikca goriilmektedir (Freeman ve ark., 2000).
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Prolaktin immiinoreaktivitesi, farkli memeli tiirlerinde sayisiz hipotalamik
alanlarda bulunmaktadir (Thompson, 1982; Alonso ve ark., 1988; Harlan ve ark., 1989;
Siaud ve ark., 1989; Nishizuka ve ark., 1990; Griffond ve ark., 1993, 1994).
Hipotalamusta bulunan prolaktin, hipofiz bezindeki prolaktin sentezinden bagimsiz
olarak lokal olarak sentezlenmektedir (Devito, 1988). Hipotalamik ve hipofiz orijinli
prolaktin primer yapisinin ayni oldugu tespit edilmistir (Emanuele ve ark., 1992; Wilson
ve ark., 1992). Her ne kadar merkezi sinir sisteminde hipotalamik kokenli prolaktin rolii
belirgin olmasa da, hipotalamusun 23-kDa uzunlugundaki prolaktin'i 16-kDa ve 14-kDa
parcalarina ayirmak i¢in uygun proteolitik enzimler igerdigi belirtilmelidir (Devito ve
ark., 1992a). Bazi prolaktin salgilama uyaricilart da hipotalamik prolaktin tiretimini
etkilemektedir. Ornegin, yumurtalik steroidlerinin hipotalamik sentezi ve prolaktin
salinimin1 modiile ettigi bilinmektedir (Devito ve ark., 1991, 1992b).

Plasenta, cift yonlii fetomaternal metabolik tagima fonksiyonlarina ek olarak genis
bir endokrin fonksiyon dizisine de sahiptir. Rat plasentasi, hipofiz prolaktin ile yapisal
benzerlik gosteren bir prolaktin benzeri molekiil dizisi tiretmektedir (Soares ve ark., 1998;
Linzer ve Fisher, 1999). Bu plasental laktojenler (PL) veya prolaktin benzeri proteinler
(PLP), PL-I, PL-II, PL-Im (mozaik), PL-lv (varyant) (Robertson ve ark., 1982, 1994;
Cohick ve ark., 1996) veya PLP-A, -B, -C, -D, -E, -F ve -G olarak ¢esitli sekillerde
tanimlanmigtir (Deb ve ark., 1993; Conliffe ve ark., 1994; Iwatsuki ve ark., 1996). Ote
yandan desidua, insanda hipofiz prolaktininden ayirt edilemeyen bir prolaktin benzeri
molekiil tiretmektedir (Riddick ve ark., 1978; Clements ve ark., 1983; Takahashi ve ark.,
1984; Andersen, 1990), ancak ratlarda bu molekiil daha farklidir (Gu ve ark., 1994). Bu
ailenin yeni bir iiyesi ise gebeligin erken donemlerinde desidua tarafindan iiretilen
prolaktin benzeri olan protein J'dir (Toft ve ark., 1999). Bu prolaktin benzeri molekiillerin
her biri, prolaktin reseptore baglanabilir (Herz ve ark., 1986; Jayatilak ve ark., 1986) ve
bunlarin salgilanmasi decidua tarafindan (Handwerger ve ark., 1983; 1987; 1991,
Golander ve ark., 1988; Thrailkill ve ark., 1988; 1989; Gu ve ark., 1996) diizenlenir ancak
hipotalamik prolaktin salgilayici faktorler (PRF) degillerdir (Golander ve ark., 1979).
Bununla birlikte progesteron ayrica, prolaktin iiretiminin gili¢lii bir uyaricis1 olarak
tamimlanmistir (Maslar ve Ansbacher, 1986). Yapilan galismalarda gebe olmayan

uterusun da prolaktin kaynagi oldugu gosterilmistir. Nitekim gebe olmayan rat
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miyometriyumunda (Gellersen ve ark., 1991) hipofiz prolaktininden ayirt edilemeyen
desidual benzeri prolaktin tiretildigi tespit edilmistir (Walters ve ark., 1983).

Prolaktin, laktasyon donemindeki meme bezlerinin (Nolin ve Witorsch, 1976)
epitel hiicrelerinde ve siitiin kendisinde de (Grosvenor ve Keenan, 1992) tespit edilmistir.
Siitte bulunan prolaktinin bir kisminin hipofiz bezinden kaynaklandigi ve dolasimda
meme bezine ulastigi konusunda belirsizlikler s6z konusudur (Grosvenor ve Whitworth,
1976; Mulloy ve Malven, 1979). Prolaktin, 6nce meme epitel hiicre bazal membranini
gecerek siite ulagir, meme epitel hiicresi i¢inde spesifik bir prolaktin baglayici proteine
yapisir ve sonugta ekzositoz yoluyla apikal membrandan alveoler liimene tagimir (Seddiki
ve Ollivier, 1991; Ollivier ve ark., 1993). Kandan prolaktin alimina ek olarak, emziren
hayvanlarin meme epitel hiicreleri prolaktin sentezleme yetenegine sahiptir. Prolaktin
MRNA'sinin varhigi (Kurtz ve ark., 1993; Steinmetz ve ark., 1993) ve ayrica emziren
ratlarin meme epitel hiicreleri tarafindan immiinoreaktif prolaktin sentezi oldugu
bildirilmistir (Lkhider ve ark., 1996; 1997). Meme bezi ayrica prolaktin igin post-
translasyonel siirecte de rol oynamaktadir. Hem insan (Ellis ve Picciano, 1995) hem de
rat (Kacsoh ve ark., 1991; 1993) siitiindeki prolaktin varyantlar1 sayisal olarak serumda
bulunanlarin ¢ok {stiindedir. Siit ile alinan prolaktinin yaklasik %20'si yenidogan
dolagimina ge¢cmektedir (Grosvenor ve Whitworth, 1983). Siit prolaktini néroendokrin
(Shyr ve ark., 1986; Shah ve ark., 1988) ve bagisiklik (Grove ve ark., 1991; Gunes ve
ark., 1993) sistemlerinin gelismesine katki saglamaktadir.

Lenfositlerin prolaktin kaynag: olabilecegini gésteren bir¢ok caligma mevcuttur
(Russel, 1989; Montgomery ve ark., 1990; Jurcovicova ve ark., 1993; Gala ve Shevach,
1994). Periferal lenfositlerin yani sira timus bezi ve dalakta bulunan immiin hiicreler
prolaktin mRNA’s1 icermekte ve hipofiz prolaktin ile benzer bir biyoaktif prolaktin
salgilamaktadir (Dimattia ve ark., 1988; Gellersen ve ark., 1989a; 1989b; Montgomery
ve ark., 1987; 1990; 1992; Sabharwal ve ark., 1992). Her ne kadar hipofiz kokenli
prolaktin salgisinin kontrolii lenfositik kdkenli olanlardan farkli olsa da, lenfositler,
lenfositik prolaktin iiretimi ve saliniminin diizenlenmesinde rol oynayan dopamin

reseptorleri igermektedir (Devins ve ark., 1992).
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2.2.1.5. Prolaktinin Biyolojik Fonksiyonu

Prolaktin, memeli tiirlerinde meme bezi fonksiyonlar1 tizerindeki rolii ile birlikte
iireme dzelliklerine de bircok etkisinin oldugu bilinmektedir. Ozellikle kemirgenler basta
olmak iizere bazi memelilerde prolaktin, korpus luteumun devamliligi ve salgilama
aktivitesi i¢in dnemlidir. Prolaktin'in meme bezi lizerindeki ¢esitli etkileri, meme bezinin
bliylimesi ve gelismesi (mamogenez), siit sentezi (laktogenez) ve siit salinimim
(galaktopoez) icermektedir. Prolaktin geninde (Horseman ve ark., 1997) veya prolaktin
reseptoriinde (Ormandy ve ark., 1997) gergeklesen bir mutasyon yetiskin disi bireylerde
lobulo-alveolar birimlerinin tamamen yoklugu ile karakterize olan anormal mamogenez
ile sonu¢lanmaktadir (Freeman ve ark., 2000).

Galaktopoezisin hormonal gereksinimlerinde memeliler arasinda garpici farkliliklar
olmasina ragmen, ortak mutlak gereksinim prolaktindir (Freeman ve ark., 2000). Bununla
birlikte biiylime hormonunun varligt da laktasyonun maksimum diizeyde
stirdiirtirlebilirligini artirabilmektedir (Lyons, 1958). Bu eylemlerin higbirinin yalnizca
prolaktine bagli olmadigir unutulmamalidir, prolaktin meme bezini etkileyen biiyiime
faktorlerinden biridir. Kemirgenler iizerinde in vivo kosullarda gergeklestirilen
hipofizektomi, ovariektomi ve adrenalektomi yapilan bir¢ok ¢alismada meme bezinin
lobuloalveolar biiylimesinin ve gelisiminin prolaktin, Ostrojen, progesteron ve
glukokortikoidlere gereksinim oldugunu géstermektedir. Gebelik siirecinde, memedeki
stit kanallarinin genis bir sekilde dallanmasi ve alveollerin gelisimi progesteron, prolaktin
ve plasental laktojenin bir fonksiyonudur (Imagawa ve ark., 1994). Yapilan bir¢ok
caligmada insiilin, biiyiime hormonu, tiroid hormon, paratiroid hormon, kalsitonin, ¢esitli
biiylime faktorleri ve hatta oksitosinin farkli memeli tiirlerinde galaktopoezde rol
oynadigma dair bulgular vardir (Tucker, 1994). Laktogenez siirecinde prolaktin bazi
aminoasitlerin, kazein ve a-laktalbiimin gibi siit proteinlerinin, glikoz ve laktozun yani
sira siit yagi sentezini de uyardigi bilinmektedir (Barber ve ark., 1992; Tucker, 1994).

Prolaktinin luteal fonksiyon iizerindeki etkileri, tiirlere ve Ostrus dongiilerinin
asamalarma baglidir. Ornegin, kemirgenlerde prolaktin ciftlesme sonrasi veya ¢iftlesme
uyaricisinin  yoklugunda luteotropik olabilmektedir (Freeman ve ark., 2000). Cogu
kemirgende prolaktin, korpus luteumun yapisal ve fonksiyonel biitiinliigiinii ¢iftlesmeden
6 giin sonra da koruyarak luteotropik bir hormon gorevi goérmektedir (Morishige ve

Rotchild, 1974). Prolaktinin ratlarda gosterdigi luteotropik etki arttirilmis progesteron
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salimmm ile karakterize edilmektedir. Progesteron Ostrojen ile birlikte dollenmis
yumurtanin implantasyonu, gebeligin korunmasi ve yumurta liretiminin engellenmesi i¢in
esastir (Freeman, 1994). Prolaktin yoklugunda ise ratlarda korpus luteum tarafindan 20-
o hidroksiprogesteron baskin bir sekilde tiretilmektedir. Progesteronun bu metaboliti
inaktiftir. Prolaktin, progesteron sekresyonunu iki sekilde arttirmaktadir. Birincisi,
luteinize edici hormonun (LH) granulosa-luteal hiicrelerde steroidojenik etkilerini
giiclendirir (Richard ve Williams, 1976). Ikinci olarak ta progesteronu etkisizlestiren 20-
a hidroksisteroid dehidrojenaz enzimini inhibe eder (Freeman, 1994). Hamsterler gibi
diger kemirgenlerde prolaktin, LH, folikiil uyarici hormon (FSH) ve prolaktinden olusan
bir luteotropik kompleksin bir pargasidir (Greenwald, 1967). Prolaktinin kopeklerde
(Niswender ve Nett, 1994) ve primatlarda (Richardson ve ark., 1985) bir luteotropik
kompleksin pargasi olabilecegine dair baz1 bulgular vardir. Ornegin, insanlarda yiiksek
prolaktin seviyeleri, granulosa hiicre luteinizasyonunu (McNeilly ve ark., 1982; Adashi
ve Resnick, 1987) ve steroidojenezi (Lee ve ark., 1986) inhibe etmektedir. Prolaktin'e
luteal bagimliligin diger bir gostergesi ise normal luteal fonksiyona sahip olmayan
prolaktin reseptorlerinde bulunur ve dolayisiyla azalmis yumurtlama hizi, anormal
oogenez ve implantasyon basarisizligindan dolay:r kisirlik goriilmektedir. Prolaktin,
gebelik sirasinda progesteron biyosentezi ve luteal hiicre hipertrofisi igin esastir.
Prolaktinin luteal fonksiyonu iizerindeki etkilerine ek olarak, prolaktin reseptorleri,
granulosa hiicrelerinde ve oositlerde de sayisiz fonksiyonuna aracilik etmektedir (Bole-
Feysot ve ark., 1998).

Luteotropik roliiniin yani sira, ratlarda prolaktinin korpus luteumda (Matsuyama ve
ark., 1996; Kanuka ve ark., 1997) programlanmis hiicre 6liimiinii indiikleyerek luteolitik
olabilecegine dair bilgiler de mevcuttur (Malven ve Sawyer, 1966; Wuttke ve Meites,
1971). Ayrica, prolaktin "housekeeping" fonksiyonu gergeklestirebilecegine dair kanitlar
da vardir. Korpus luteum, prolaktinin bu etkisi altinda kaldig1 zaman islevsiz oldugu
vurgulanmaktadir (Bowen ve ark., 1996; Tsai ve ark., 1997). Prolaktinin hem liiteotropik
hem de luteolitik olabilecegi mekanizma hala belirsizdir. Prolaktin reseptdriin hem kisa
hem de uzun izoformlar1 ovaryumlarda bulunmaktadir (Shirota ve ark., 1990; Clarke ve
ark., 1993). Ovaryumlarda prolaktin reseptoriin transkripsiyonu karmasik hormonal
mekanizma ile kontrol edilmektedir (Clarke ve ark., 1997; Telleria ve ark., 1997).

Ovaryumlarda prolaktin reseptdr geninin transkripsiyonu gonad spesifik promotor I ve
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genel kapsamli promotor 11 ile diizenlenmektedir. Prolaktin reseptor promotdrii I'in temel
transkripsiyonel aktivatorii, SF-1 (Hu ve ark., 1996, 1997) tarafindan aktive edilen,
steroidojenik faktor-1’diir. Ad4BP olarak da bilinen SF-1, spesifik bir zinc finger DNA
proteindir (Luo ve ark., 1994). Son zamanlarda, prolaktin reseptor ile iliskili fosfoprotein
(PRAP) ekspresyonu luteal hiicrelerde tespit edilmistir (Duan ve ark., 1996). PRAP,
prolaktin reseptoriin kisa formuna degil uzun formunun hiicre i¢i alanina baglanmaktadir
ve PRAP ekspresyonu Ostrojen ve prolaktin tarafindan diizenlenmektedir (Duan ve ark.,
1997). Yapisal olarak PRAP, yeni karakterize edilmis bir form olan 17-f hidroksisteroid
dehidrojenaz (tip 7) ve 17 Xketosteroid rediiktaz ile %89 oraninda homoloji
gostermektedir, bu, PRAP'In estronun estradiole doniisiimiinii katalize eden bir enzim
olabilecegini gostermektedir (Nokelainen ve ark., 1998).

Prolaktinin tireme davranigini etkiledigini 6ne siiren ¢alismalar mevcuttur (Dutt ve
ark., 1994). insanlarda yiiksek prolaktin seviyeleri, yalanci gebelik de dahil olmak {izere
psikosomatik reaksiyonlarla iliskili oldugu one siiriilmiistir (Sobrinho, 1993). Disi
bireylerde cinsel davranisi kontrol eden bir alan olan alt orta hipotalamus ¢ekirdeginde
prolaktin reseptorleri bulunmaktadir (Crumeyrolle-Arias ve ark., 1993) ve bu bolgeye
prolaktinin iyontoforez yontemi ile uygulanmasi lokal ndronal elektriksel aktiviteyi
artirmaktadir (Haskins ve ark., 1983). Bununla birlikte, beynin tiglincli ventrikiil
bolgesine Ostrojen ve progesteron uygulamasi yapilmis overektomize edilen ratlarda
prolaktin, cinsel duyarliligi azaltmaktadir (Dudley ve ark., 1982). Ancak, beynin orta
kismina estradiyol uygulamasi yapilan overektomize ratlarda prolaktin cinsel duyarlilig
arttirmaktadir (Harlan ve ark., 1983). Dopamin antagonizmasina cevap olarak endojen
kaynakli prolaktin sekresyonunun arttirilmasimin disilerde ¢iftlesme davranisi iizerinde
higbir etkisinin olmadigi (Sodersten ve ark., 1983a), oysa emzirme uyarisina cevap olarak
prolaktin sekresyonunun yiikselmesinin ise cinsel davranigi azalttigr bildirilmistir
(Sodersten ve ark., 1983b). Buna Karsin ratlarda prodstrus doneminde dopamin agonisti
ile spontan prolaktin saliniminin baskilanmasi cinsel duyarliligi 6nemli ol¢ilide
azaltmaktadir (Witcher ve Freeman, 1985). Farelerde prolaktin reseptdr geninde
gerceklesecek olan bir null mutasyon prolaktin eksikligine sebep olsa da, bu tiir reseptor
eksikligi olan disilerin normalde heterozigot veya yabanil tip erkeklerle ciftlestigi
goriilmektedir (Ormandy ve ark., 1997, Steger ve ark., 1998). Bu nedenle, birlikte

degerlendirilen bu veriler 1s1g81inda disilerde prolaktinin cinsel davranis izerindeki roliinii
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belirlemede kesin olarak bir sey sdylemek miimkiin goriinmemektedir. Ancak,
prolaktinin ratlarda (Kalra ve ark., 1983; Doherty ve ark., 1985) ve koyunlarda (Gloria ve
ark., 1994) siradan erkek cinsel davraniglarini bastirdigr agik¢a goriilmektedir.

Prolaktin odakli davramis ¢alismalarinda memelilerde maternal davranis en ¢ok
calisilan konu olmustur (Bridges, 1985; Bridges ve ark., 1996; Sakaguchi ve ark., 1996;
Lucas ve ark., 1998). Bu c¢alismalar arasinda yavrularin anne tarafindan temizlenerek
kurutulmasi ve diger annelik 6zellikleri sayilabilir. Prolaktinin farelerde, tavsanlarda,
hamsterlarda, koyunlarda ve 6zellikle ratlarda bu maternal davranislarin indiiklenmesi ve
stirdiiriilmesi tizerindeki etkileri konusunda genis bir literatiir vardir (Bridges, 1994;
Numan, 1994). Prolaktinin kendi basina anne davranigini baslatmadigi, ancak sadece
anne  davramisinin  baslangicindaki  gecikmeyi  azalttigi  vurgulanmalidir.
Intraserebroventrikiiler prolaktin infiizyonu, ratlarda maternal davranisin baslamasindaki
gecikmeyi azaltmaktadir (Bridges ve ark., 1990). Hi¢ dogum yapmamis disi ratlarda 10
giin boyunca hamilelige benzer sekilde 0strojen ve progesteron uygulamasiyla ortalama
5-6 giin gecikmeyle maternal davranis gézlemlenmistir. Ovaryumlara uygulanan steroid
prolaktin uygulamasi ise maternal davranis gecikme siiresini 1-2 giine kadar azaltmistir
(Bridges, 1984). Buna ek olarak, hipofizektomize edilmis ratlarda steroid tedavisine
cevap olarak maternal davranisin kolaylastirilmasint gosterememistir. Diger yandan
hipofizektomize disi ratlarin bobrek kapsiiliiniin altina yerlestirilen prolaktin salgilayan
hipofiz transplantlari, maternal davranislarin baslangicini ¢arpici bigimde ilerletmistir
(Bridges, 1985).

Ratlarda anne ile yavru arasinda kurulan bagin beynindeki uzun form prolaktin
reseptor mRNA'nin transkripsiyonunu indiikledigi tespit edilmistir. Kurulan bu temasin
prolaktin reseptér ekspresyonu {lizerine etkisi, ovariektomi ve hipofizektomi ile
onlenebilmektedir (Locatelli ve ark., 1985). Burada anne ile yavru temasinin cinsiyete
Ozgii olmadigi goriilmektedir. Yukarida bahsedildigi gibi prolaktin reseptdr uzun form
mRNA ekspresyonu ve maternal davranig, yavru ile temas eden erkek ratlarda da
gozlemlendigi bildirilmistir. (Sakaguchi ve ark., 1996).

Beyin esas olarak prolaktin reseptorlerinin uzun izoformunu igermesine ragmen,
hipotalamus hem uzun hem de kisa formlar1 i¢ermektedir (Chiu ve ark., 1992).
Hipotalamusta prolaktin reseptor mRNA i¢eren ndronlar, anterior kisimda ve mediobazal
hipotalamusta bulunmaktadir (Chiu ve ark., 1992; Chiu ve Wise, 1994, 1996). Ayrica,
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uzun prolaktin reseptor formunun mRNA's1, hipotalamusun periventrikiiler,
paraventrikiiler, supraoptik ve ventromedial ¢ekirdeklerinde ve ayrica medial preoptik
alanda da bulunmaktadir (Bakowska ve Morrell, 1997). Aym1 zamanda bu hipotalamik
bolgeler prolaktin reseptor proteinini de igermektedir (Roky ve ark., 1996; Pi ve Grattan,
1998; Lerant ve Freeman, 1998). Beyindeki prolaktin reseptor ekspresyonu yas (Muccioli
ve Dicarlo, 1989; Kvitnitskaya-Ryzhova ve ark., 1994; Chiu ve Wise, 1996), Gstrojen
seviyesi (Mustafa ve ark., 1995; Shamgochian ve ark., 1995), serum prolaktin
seviyelerinde ylikselme ve yavru temasi ile de artmaktadir (Sugiyama ve ark., 1994).
Prolaktin, tireme siiregleri iizerindeki etkilerinin yani sira bagisiklik sisteminin
diizenlenmesi, ozmotik denge ve anjiyogenez siireglerinde de rol oynamaktadir (Freeman

ve ark., 2000).

2.2.2.PRLR Gen Yapisi ve Islevi

Yirmi yildan daha uzun bir siire 6nce, PRLR geni spesifik, yiiksek afiniteli ve
membran baglantili bir protein olarak tanimlanmistir (Posner ve ark., 1974; 1975; Kelly
ve ark., 1974a; 1974b). 1988'de ratlarda PRLR cDNA’s1 izole edilmis ve PRL reseptorleri
ile GHR reseptorlerinin birbirleriyle yakindan iliskili oldugu tespit edilmistir (Leung ve
ark., 1987; Boutin ve ark., 1988; Kelly ve ark., 1991). Her iki reseptor de tek ge¢isli
transmembran zincirleri olup gesitli yapisal ve islevsel dzelliklerde ortak rol almaktadirlar
(Kelly ve ark., 1991; Goffin ve Kelly, 1996a; 1996b; Goffin ve ark., 1998a). 1990'l
yillarin basinda, yeni tanimlanmis membran reseptorleri ile sekanslarinin karsilagtirmasi,
hem PRLR hem de GHR dahil olmak iizere yeni bir reseptdr ailesinin tanimlanmasina
olanak saglamistir (Bazan, 1989; 1990; Kelly ve ark., 1991). PRLR geni class 1 cytokine
receptors (Simif 1 sitokin reseptorleri) gen ailesinin bir tyesidir. Tiim bu membran
zincirleri, goriinliste genetik olarak iligkili olmasa da hem hiicre dis1t hem de hiicre i¢i
alanlarda yiiksek oranda korunmus aminoasit zincirlerini igermektedir (Bole-Feysot ve
ark., 1998).

2.2.2.1. PRLR Geni Birincil Yapis1

Insanlarda PRLR geni kromozom 5 (p13—14) iizerinde bulunur ve yaklasik olarak
100 kb uzunlukta olup en az 10 ekzon igermektedir (Arden ve ark., 1990). Tek bir
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transkriptin proteini kodladigi PRL geninin aksine, birincil transkriptin alternatif bir
sekilde birlesmesinden kaynaklanan membran bagli PRLR ¢ok sayida izoformu birgok
tiirde tammmlanmustir (Boutin ve ark., 1988; 1989; Davis ve Linzer, 1989; Shirota ve ark.,
1990; Ali ve ark., 1991; Nagano ve ark., 1995). Bu farkli PRLR izoformlari, sitoplazmik
kuyruklarinin uzunluklar1 ve kompozisyonlari bakimindan farklilik gdstermekte ve
boyutlarina gore kisa, orta veya uzun PRLR olarak adlandirilmaktadir (Sekil 2.4.) (Bole-
Feysot ve ark., 1998).

Ornegin, ratlarda PRLR izoformlar1 uzunliklarina gére farkli sayida aminoasit
igerirler. Kisa izoform 29 aa, orta izoform 393 aa ve uzun izoform ise 591 aa icermektedir.
Farelerde ise bir uzun ve ii¢ kisa izoform tanimlanmistir. Kisa formlar sadece sitoplazmik
kuyruklarii C-terminal kismindaki birkag aminoasitle farklilik gostermektedir (Davis
ve Linzer, 1989; Clarke ve Linzer, 1993). Membrana bagli PRLR'e ek olarak, ¢6ziinebilir
izoformlar da tanimlanmistir (PRL baglayic1 protein veya PRLbp), fakat bunlarin
membran bagli PRLR'nin birincil mRNA'sinin veya proteolitik boliinmesinin alternatif
bir sekilde birlesmesinden mi kaynaklandig: belirsizdir (Postel-Vinay ve ark., 1991; Fuh
ve Wells, 1995; Amit ve ark., 1997). Bununla birlikte, her durumda hiicre dis1 ligand

baglama alani, izoform ne olursa olsun aynidir (Bole-Feysot ve ark., 1998).

Membran PRLR

Uzun Orta Kisa I PRLbp
1 1 1 1

o0
o0

261

Y
Y Y
201
“
Y
Y
393
v
=3 Box1
Y
=Y Tirozin
591

Sekil 2.4. PRLR izoformlari
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2.2.2.1.1. Ekstraseliiler Alan (ECD, The Extracellular Domain)

Sitokin reseptorleri arasindaki sekans benzerliklerinin ¢ogu, ekstraseliiler alanlarda
bulunmaktadir. Tipik olarak, bir sitokin ekstraseliiler alan 200 aa uzunlugunda olup
sitokin reseptorii homolojisi (CRH, cytokine receptor homology) bdlgesi olarak
adlandirilir (Wells ve De Vos, 1996). CRH, her biri fibronektin tip III modiiliiyle
benzerlik gosteren yaklasik 100 aa uzunlugundaki (D1 ve D2) iki alt alana boliinmektedir
(Bazan, 1990; Wells ve De Vos, 1996). Her ne kadar bazi sitokin reseptorleri ek alanlar
ihtiva etse de, ligand etkilesimlerinin temel olarak korunmus fibronektin benzeri bolgeler
tarafindan yonlendirildigi goriilmektedir (Kossiakoff ve ark., 1994; Wells ve De Vos,
1996). Insan ve ratlarda PRLR ektraseliiler alan, dikkate alinan izoformu ne olursa olsun,
210 amino-terminal bolgeyi kapsamaktadir (Boutin ve ark., 1988; 1989; Kelly ve ark.,
1991). Sitokin reseptorii, ektraseliiler alanlarda yiiksek oranda korunan iki 6zellik
icermektedir. Birincisi, N-terminal alt alan D1'deki (Cys*2-Cys?? ve Cys®!-Cys®?) iki ¢ift
disiilfiir baglantil sisteindir. ikincisi ise "WS" olarak adlandirilan bir pentapeptiddir ve
"WS motifi” (Trp-Ser-herhangi bir amino asit-Trp-Ser) C-terminal alt alan1 D2'nin
membran-proksimal bélgesinde bulunmaktadir (Sekil 2.4.) (Bole-Feysot ve ark., 1998).

Kuslarda PRLR geni ornegi atipiktir. Clinkii giivercin ve tavukta PRLR
ekstraseliiler alan kopyalanmistir ve iki tane yiiksek oranda homolog olan CRH bdlgesini
icermektedir (Chen ve Horseman, 1994). N-terminal modiilii ise delesyona ugradigi i¢in
giivercinlerde PRLR'nin ligand baglama afinitesi, ligand spesifikligi veya sinyal iletimi

(Gao ve ark., 1996) iizerinde herhangi bir islevsel rol oynamamaktadir.

2.2.2.1.2. Transmembran Alan (TMD, The Transmembrane Domain)

Tiim sitokin reseptorleri gibi PRLR de tek gegisli transmembran zincirine sahiptir.
Transmembran alan 24 aa uzunlugundadir (ratlarda 211-234 aa). Reseptoriin fonksiyonel
aktivitesinde bu bolgenin veya bu bolge iginde herhangi bir 6nemli aminoasidin) islevi

bilinmemektedir (Bole-Feysot ve ark., 1998).
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2.2.2.1.3. Intraseliiler Alan (ICD, The Intracellular Domain)

Sitokin reseptorlerinin sitoplazmik alani ekstraseliiler alanlara gore daha sinirh dizi
benzerligi sergilemektedir. Box 1 ve Box 2 olarak adlandirilan bu iki bdlge nispeten
korunmustur. Box 1, prolinler bakimindan zengin olup 8 aminoasitten olusan proksimal
membran bolgesidir ve hidrofobik yap1 gosterir (PRLR'de 243-250 aa) (Kelly ve ark.,
1991; Murakami ve ark., 1991; Bole-Feysot ve ark., 2012). Prolinlerin yapisal 6zellikleri
nedeniyle korunan P-x-P motifli Box 1 bdlgesinin 6zellikle transdiiksiyon molekiilleri
tarafindan tanman konsensiis katlanmasin1 benimsedigi varsayillmaktadir. Ikinci
konsensiis bolgesi olan Box 2, Box 1’e nispeten daha az korunur ve hidrofobik, negatif
yiiklii, sonra pozitif yiiklii alanlarin art arda olugmasini saglar. Box 1 tiim membran PRLR
izoformlarinda korunurken, Box 2 kisa izoformlarda bulunmamaktadir (Kelly ve ark.,

1991; Goffin ve ark., 1998a).

2.2.2.2. PRLR Geni Tersiyer Yapisi

Genetigi degistirilmis insan PRLR ekstraseliiler alaninin 3D yapis: kristalografik
analizi ile belirlenmis ve Sekil 2.5.’te (Bole-Feysot ve ark., 1998) sunulmustur (Somers
ve ark., 1994).

Her bir fibronektin benzeri alt alan (D1 ve D2), iki antiparalel f plakasi tarafindan
tabakal1 formda katlanan yedi adet B-strand i¢ermektedir. Bunlardan birincisi A, B ve E
olmak tizere ii¢ adet strand ve digeri ise C, C’, F ve G olmak iizere dort farkli strand
icermektedir (De Vos ve ark., 1992; Somers ve ark., 1994; Kossiakoff ve ark., 1994;
Wells ve De Vos, 1996; Goffin ve ark., 1998Db).
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Box1/proksimal membran
-Jak2 aktivasyonu

-MAPK

-Fyn

-Proliferasyon

-Siit protein gen transkripsiyonu
Dileucine

-internalizasyon

aa 323-520 icin gerekli dedildir
-Siit protein gen transkripsiyonu
-Proliferasyon

C-terminal
-Siit protein gen transkripsiyonu
-Stat 5 binding

Toy -

Fosfotirozin

Sekil 2.5. PRLR ekstraseliiler alaninin 3D yapisi

2.2.2.3. Prolaktin Reseptoriiniin Baglanmasi ve Aktivasyonu

Prolaktin reseptorlerinin aktivasyonu, iki baglama bdlgesi igeren prolaktin
molekiilii tarafindan gergeklestirilen ligand kaynakli bir dizi reseptoriin dimerizasyonunu
icermektedir (Bole-Feysot ve ark., 1998). Prolaktin reseptorlerinin aktivasyonu ile ilgili

gorsel Sekil 2.6.’da sunulmustur (Freeman ve ark., 2000).
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Ligand kaynakh dimerizasyon Jak ve PRL-R fosforilasyonu

IC domain

Sekil 2.6. Prolaktin reseptoriiniin aktivasyon semasi

Oncelikle, prolaktin baglanma bolgesi 1, bir prolaktin reseptor molekiilii ile
etkilesime girer (Step 1). Tiim prolaktin reseptér izoformlarinin ekstraseliiler alani, NH2-
terminal bolgesi olan D1 ve proksimal membran olan D2 alt etki alanlarindan
olugmaktadir (Kelly ve ark., 1991). Bu her iki etki alanlari sitokin reseptorlerinde
reseptor-ligand etkilesimlerini baslatan fibronektin tip III molekiilii ile benzerlikler
gostermektedirler (Wells ve De Vos, 1996). Ik hormon-reseptdr kompleksinin olusumu,
ayn1 prolaktin molekiilii lizerindeki ikinci baglanma bolgesinin, ikinci bir prolaktin
reseptor ile baglanmasi igin gereklidir (Step 2) (Bole-Feysot ve ark., 1998). Prolaktin
reseptor izoformlarmin intraseliiler alanlarda uzunluk ve kompozisyon bakimindan
farklilik gosterse de, Box 1 ve Box 2 olarak adlandirilan korunmus iki bdlge mevcuttur
(Murakami ve ark., 1991). Intraseliiler bélge prolaktin reseptdrlerinin déniisiim sinyal
mekanizmalarinin baglatilmasinda énemli rol oynamaktadir. Prolin bakimindan zengin
olan Box 1 (Lebrun ve ark., 1995) ve prolaktin reseptor dimerlerinin homodimerik tam
katlanma gostermesi (Ferrag ve ark., 1998), prolaktin reseptoriin inrtaseliiler alanda Janus
kinaz 2 (Jak2) olarak adlandirilan tirozin kinaz aktivasyonu ig¢in mutlaka gereklidir
(Lebrun ve ark., 1994). Prolaktin reseptoriin ligandla diizenlenen aktivasyonu reseptoriin
kendisi de dahil (P) olmak iizere pek ¢ok seliiler proteinin tirozinle (YY) fosforillenmesine
neden olmaktadir (Step 3) (Rui ve ark., 1992; Ferrag ve ark., 1998). Jak2'nin
fosforilasyonu, biitiin prolaktin reseptor izoformlarinin aktivasyonunda dnemli bir olay

olmasina ragmen, reseptoriin tirozin fosforilasyonu intraseliiler alanda dort tirozin
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varligina ragmen prolaktin reseptdriin kisa formunun aktivasyonu gerceklesmemektedir

(Goupille ve ark., 1997).

2.2.2.4. PRLR Sinyal iletim Yolaklari
2.2.2.4.1. JAK-STAT iletim Yolag

Sinyal doniistiirticii ve transkripsiyon aktivatorii (STAT, Signal Transducer and
Activator of Transcription) protein ailesinin tiyeleri, hiicre igerisinde bir¢ok biyokimyasal
stirecte rol oynayan transkripsiyon faktorleridir (Ihle ve ark., 1994). STAT ailesi sekiz
iyeden olusmaktadir. Uyeler arasindan STATI1, STAT3 ve ozellikle STAT5a ve
STATS5b, prolaktin reseptorlerin ¢evirici molekiilleri olarak tanimlanmistir (Goffin ve
ark., 1998b; Jabbour ve ark., 1998). STAT proteinleri, DNA-binding domain, SH3-
benzeri domain, SH2-benzeri domain ile NH2- ve COOH-terminal transaktif alan olmak
lizere bes ayrt korunmus Ozellik i¢ermektedir (Finidori ve Kelly, 1995). STAT
aktivasyonunun konsensiis modeline gore, aktive sitokin reseptoriiniin fosforlanmis bir
tirozin tortusu, STAT'in SH2 alaniyla etkilesime girmektedir (Finidori ve Kelly, 1995;
Bole-Feysot ve ark., 1998). STAT proteinleri, reseptore kenetlenirken reseptorle iliskili
Jak kinaz tarafindan fosforile edilir. Fosforile edilmis STAT protein reseptorden ayrisir
ve baska bir fosforile edilmis STAT molekiiliiniin SH2 alaniyla fosfotirozin kalintilart
vasitasiyla hetero veya homodimerize olur. Son olarak, STAT protein dimer ¢ekirdek ile
yer degistirir ve bir hedef genin promotoriinde bir STAT DNA-baglanma motifini aktive
eder (Bole-Feysot ve ark., 1998; Carter-Su ve Smit, 1998). Jak/STAT iletim yolaginda
gerceklesen biyokimyasal siire¢ Sekil 2.7.’de goriilmektedir (Freeman ve ark., 2000).

STATI1, STAT3 ve STATS homo veya heterodimerleri tarafindan taninan
konsensiis DNA motifi g-interferon aktiflestirilmis sekans (GAS, G-interferon Activated
Sequence) olarak adlandirilir. GAS, bir palindromik sekanstan olusur: TTCxxxGAA
(Horseman ve Yu-Lee, 1994). Cok sayida promotoriin GAS konsensiis motifini i¢erdigi
ve bu promotdrleri aktiflestiren ¢cok sayida sitokin oldugu bildirilmistir (Gouilleux ve
ark., 1995; Ferrag ve ark., 1996). STAT'm hiicre ve sitokin-spesifik bir cevap baglatmak
tizere diger sinyal ¢eviriciler (drnegin, glukokortikoid reseptorii) ile etkilesime girdigi 6ne

striilmiistiir (Stoecklin ve ark., 1996; 1997).
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Sekil 2.7. Jak/STAT iletim yolag1

STATI1, STAT3 ve STATS proteinlerinden STATS (daha 6nce meme bezi
faktorii, MGF olarak tanimlanmustir), prolaktin reseptorii i¢in en 6nemli ¢evirici protein
oldugu bilinmektedir (Liu ve ark., 1997). STAT5'in iki izoformu vardir: STATS5a ve
STATS5b. iki farkli gen tarafindan kodlanmis %95 sekans homolojisi icerir ve sadece
COOH-terminal domainde farkliliklar gostermektedir. Her iki izoform, Jak2 tarafindan
fosforile edilen bir Tirozin-694'e sahiptir (Gouilleux ve ark., 1994). Tirozin
fosforilasyonuna ek olarak, STAT"in aktivasyonu, serin/treonin fosforilasyonunu da
icermektedir. STAT5a ve STATD izoformlar1 arasindaki en biiyiik fark, serin/treonin
fosforilasyon bolgelerinden kaynaklanmaktadir. Protein kinaz C (PKC)-a ve kazein kinaz
I, STATS'I aktive eden serin/treonin kinazlar olarak 6ngoriilmiistiir (Beadling ve ark.,
1996). Ancak son zamanlarda yapilan galismalar, STAT5'In gen transkripsiyonunun
diizenlenmesinde inhibitdr olarak rol oynayabilecegini gostermektedir (Luo ve Yu-Lee,

1997).

2.2.2.4.2. The Ras/Raf/MAP iletim Yolag

Her ne kadar Jak/STAT yolagi prolaktin reseptoriin aktivasyonu i¢in énemli olsa
da, mitojen-aktive eden protein (MAP) kinaz basamaklarinin aktivasyonunu da
etkilemektedir (Piccoletti ve ark., 1994; Buckley ve ark., 1994; Clevenger ve ark., 1994;
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Erwin ve ark., 1995; Das ve VVonderhaar, 1995, 1996; Nohara ve ark., 1997; Nemeth ve
ark., 1998). Her ne kadar baslangigta Jak/STAT ve MAPK yolaklar1 bagimsiz veya
paralel olarak goriilse de, bu yolaklarin birlikte ¢alistigin1 gosteren bulgular mevcuttur
(Guerra ve ark., 1998).

2.2.2.4.3. Diger Iletim Yolaklar

Diger kinazlar: c-src ve Fyn; Son zamanlarda yapilan bazi ¢alismalar Src kinaz
familyasi, c-src (Berlanga ve ark., 1995; Campbell-Burk ve Carpenter, 1995; Sorensen ve
Sheffield, 1997) ve Fyn (Al-Sakkaf ve ark., 1997) iiyelerinin prolaktin kaynakli
aktivasyonu oldugunu gostermektedir. Son zamanlarda, insiilin reseptorii substrat-1'in
(IRS-1) ve fosfatidilinositol (PI) 3’-kinazin (Berlanga ve ark., 1997; Ratovondrahona ve
ark., 1998; Baeuerle, 1998) bir alt iinitesinin prolaktin kaynakli hizli sekilde tirozin
fosforilasyonunu gergeklestirdigini gostermektedir. Bununla birlikte, hem IRS-1 hem de
PI 3’-kinazin prolaktin reseptor kompleksi ile iligkili oldugu goriilmektedir. PI 3°-kinazin
prolaktin kaynakli aktivasyonun Fyn araciligiyla oldugu ileri strilmiistiir (Al-Sakkaf ve
ark., 1997).

PRLR geninin farkli ¢iftlik hayvani tiirlerinde farkli verim 6zellikleri i¢in bugiine
kadar yapilan bircok calisma mevcuttur. Yapilan calismalarda asagida literatiir zeti
verilecek olan siit verimi lizerine etkilerinin yan1 sira kecilerde kasmir lif agirli1 ve ¢ap1
(Zhou ve ark., 2011), dol verimi (Zhang ve ark., 2007; Li ve ark., 2010; D1 ve ark., 2011;
Wau ve ark., 2014; Hou ve ark., 2014a; Li ve ark., 2011a; 2011b; An ve ark., 2015; Ji ve
ark., 2016); koyunlarda dol verimi (Chu ve ark., 2007; Gao ve ark., 2015), meme bezi
gelisimi ve farklilagmasi (Cassy ve ark., 1998), analik davranis1 (Wang, 2015), emme
davranis1 (Wang ve ark., 2015); sigirlarda fertilizasyon orani ve embriyolarin yasama
giicii (Khatib ve ark., 2009; Huang ve ark., 2009), canli agirlik, giinliik ortalama canl
agirlik artisi, viicut yiiksekligi ve uzunlugu, boyun genisligi, kalp gevresi (Lu ve ark.,
2011a); atlarda Ostrus basina gebelik orani (Giesecke ve ark., 2010); domuzlarda ilk
Ostrus yasi, puberta yasi, pubertada ulastigi canli agirlik, plasenta agirligi ve etkinligi
(Van Rens ve Lende, 2002), iireme organlarinin gelisimi (Zhang ve ark., 2002), dol verimi
(Drogemuller ve ark., 2001; Kmiec ve Terman, 2004; Mihailov ve ark., 2014), toplam ve
canlt dogan yavru sayisi, siitten kesilen yavru sayist (Putnova ve ark., 2002; Xu ve ark.,

2003; Terman, 2005; Olmeka ve ark., 2008; Wang ve ark., 2008; Sun ve ark., 2009;
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Rempel ve ark., 2010; Tempfli ve ark., 2011), disi dogum agirligr (Xu ev ark., 2003),
ejakiilat voliimii, sperm konsantrasyonu, canli sperm yiizdesi ve sayisi (Kmiec ve
Terman, 2006), meme sayisi (Putnova ve ark., 2002), anne davranis 6zellikleri (Cui ve
ark., 2007), memeyi ilk emme zamani (Tomas ve ark., 2006), meme bezi gelisimi (Palin
ve ark., 2004), kabuk yagi kalinhigi, yarim karkas agirligi, longissimus dorsi kas
uzunlugu, yagsiz et ig¢erigi (Mihailov ve ark., 2014) arasinda iligki bulunurken, gebelik
siiresi ve meme fonksiyonu (Van Rens ve Lende, 2002) iizerine etkisinin olmadigi
bildirilmistir. Kanatlilarda ise kulucka 6zellikleri, kulugka zamani, erken yumurta verimi,
ortalama yumurta agirligi (Dunn ve ark., 1998; Jiang ve ark., 2005; Hong ve ark., 2007;
Rashidi ve ark., 2012; Du ve ark., 2013), yillik yumurta verimi (Chen ve ark., 2012), ilk
yumurtlama yas1 (Liu ve ark., 2012), eseysel olgunluk yas1 (Rashidi ve ark., 2012);
farelerde fetlis gelisimi ve plasental laktojen (Tzeng ve Linzer, 1997; Ogren ve
Talamantes, 1998), meme bezi gelisimi, uterus i¢i implantasyon ve iireme anomalileri,
diizensiz sikluslar, implantasyon Oncesi yetersiz embriyo gelisimi, yalanci gebelik
(Ormandy ve ark., 1997), LH reseptdr ekspresyonu ve progesteron seviyesi
(Grosdemouge ve ark., 2003) ve analik davranis1 (Lucas ve ark., 1998) iizerine etkisinin
oldugu bildirilmistir.

PRLR geni sitogenetik lokasyonu sigir ve kegilerde 20. kromozom iizerinde yer
almaktadir (Hayes ve ark., 1996). PRLR geni kromozom yeri ve gen yapisi Sekil 2.8.’de

sunulmustur.
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Sekil 2.8. PRLR geni kromozom yeri ve gen yapisi

Ke¢i PRLR geninin niikleotid dizisinin NCBI (Gene ID: 100861318) veri
bankasinda 198.570 niikleotid, dokuz ekzon ve sekiz introndan olustugu bildirilmistir.
POUIF1 geni NCBI veri bankasinda NC _030827.1 nolu erisim numarasi ile 38.891.738
ve 39.090.307. niikleotidler arasinda olup ekzon 1, 125.196-125.237 bg; ekzon 2,
165.310-165.397 bg; ekzon 3, 168.168-168.300 bg; ekzon 4, 169.943-170.112 bg; ekzon
5, 183.114-183.283 bg, ckzon 6, 184.918-185.059 b¢; ekzon 7, 186.688-186.787 bg;
ekzon 8, 187.471-187.540 bg ve ekzon 9 ise 188.338-189.228 baz ciftleri arasinda yer

almaktadir.

2.2.3.PRLR Geninin Siit Verim Ozellikleri Uzerine Etkisi

Zhang ve ark. (2008), Cin’de yetistirilen Holstayn 1rki sigirlarda PRLR geni ile siit
verim Ozellikleri arasindaki iliskiyi PCR-SSCP ve sekanslama yaparak incelemislerdir.
Calismada PRLR geninin ekzon 3 bdlgesinde iki ve ekzon 7 bolgesinde ii¢ allel
tanimlamislardir. PRLRE3 lokusunda A ve B allel frekanslari sirasiyla 0.57 ve 0.43, AA,
AB ve BB genotip frekanslar1 0.48, 0.18 ve 0.34; PRLRE7 lokusunda ise A, B ve C allel
frekanslar1 0.06, 0.76 ve 0.18, AA, AB, AC, BB, BC ve CC genotip frekanslar1 ise 0.02,
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0.08, 0.01, 0.56, 0.32 ve 0.01 olarak hesaplamislardir. PRLRE3 ve PRLRE?7 lokuslarinda
genotipler arasindaki farkliligin siit verimi (P<0.01) ve yag ylizdesi (P<0.05) iizerine
etkisinin istatistiksel olarak 6nemli oldugunu tespit etmislerdir. PRLRE3 lokusunda AB
genotipi ve PRLRE7 lokusunda BB genotipine sahip hayvanlar en yiiksek siit verimine
sahip iken, siit yag ylizdeleri bakimindan PRLRE3 lokusunda AA genotipi ve PRLRE7
lokusunda ise BB genotipine sahip bireylerin daha yiiksek degere sahip oldugunu
gozlemlemislerdir. Calismada genotip kombinasyonlari incelendiginde ABBB genotipine
sahip bireylerin siit verimi ve yag ylizdesi bakimindan en yiiksek performansi
gosterdiklerini bildirmiglerdir.

Zidi ve ark. (2010), Malaguena ve Murciano-Granadina kegilerinde PRLR geninin
ekzon 2 ile ekzon 9 arasinda 1.5 kb uzunlugundaki bdlgenin siit verim ve kompozisyonu
arasindaki iliskiyi incelemislerdir. Calismada ¢.177T>C (ekzon 3), c.1131G>A (ekzon
9), c.1201G>A (ekzon 9) ve ¢.1355C>T (ekzon 9) olmak iizere 4 farklt SNP tespit
etmislerdir. ¢.177T>C lokusunda CC, CT ve TT genotip frekanslar1 sirasiyla %0.48,
%9.86 ve %89.66; c.1131G>A lokusunda AA, AG ve GG genotip frekanslar1 %3.19,
%20.05 ve %76.76; c.1201G>A lokusunda AA, AG ve GG genotip frekanslar1 %3.39,
%20.10 ve %76.51; ¢.1355C>T lokusunda ise TT, CT ve CC genotip frekanslart %0.00,
%8.33 ve %91.67 olarak saptamislardir. Bununla birlikte ¢.1131G>A-c.1201G>A ve
€.177C>T-c.1355C>T polimorfizmleri arasinda kuvvetli bir baglantt bulunmustur.
Calisma sonucunda incelenen lokuslar ile siit verimi, siit yagi, laktoz, protein ve kuru
madde icerigi arasinda herhangi bir iligki bulunamazken, siit yag asitlerinden palmitoleik
asit igerigi tizerine ¢.1201G>A (P=0.007) ve ¢.1355C>T (P=0.025) lokuslarinin istatistiki
olarak dnemli etkilerinin oldugunu bildirmislerdir.

Lii ve ark. (2011Db), Cin’de yetistirilen Holstayn irk1 sigirlarda PRLR geninin ekzon
10 bolgesinin siit verim 6zellikleri ile iliskisini PCR-SSCP ve DNA sekanslama yontemi
ile incelemislerdir. Incelenen lokusta iki farkli niikleotid degisimine (g.9206G>A,
2.9681C>T) rastlamiglardir. g.9206G>A transisyonu sonucu Glu>Lys ve g.9681C>T
transisyonu sonucu ise Ala>Val aminoasit degisimlerinin meydana geldigini
saptamiglardir. g.9206G>A lokusunda 46 bireyde AG, 211 bireyde GG genotipine
rastlanmis ancak AA genotipine rastlanmamistir. 2.9681C>T lokusunda ise 186 birey CT
heterozigot, 71 birey CC homozigot iken TT homozigot genotip gézlemlenmemistir.

Uzerinde calisilan Holstayn popiilasyonunun g.9206G>A ve g.9681C>T lokuslari i¢in de
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dengede oldugunu tespit etmislerdir (P<0.05, P<0.01). 305 giinliik laktasyon siit verimi
incelendiginde, popiilasyonda GG ve CC genotipine sahip hayvanlarin AG ve CT
genotiplerine gore yaklagik 600 kg daha yiiksek siit verimine sahip olduklarini
gozlemlemislerdir (P<0.01). Siit yag ve protein ylizdeleri goz oniine alindiginda AG
genotipine sahip bireylerin GG genotipine gore daha yiiksek degere sahip oldugu
(P<0.05), ancak CT genotipine sahip bireylerde bu parametre CC genotipine gore her ne
kadar yiiksek olsa da genotipler arasindaki farkin istatistiksel olarak 6nemli olmadigini
bildirmislerdir. Bununla birlikte genotip kombinasyonlar1 analiz edildiginde ise GGCC,
AGCC ve GGCT genotipine sahip hayvanlarin siit verimi ve siit yag icerigi bakimindan
AGCT genotipine gore ¢ok yiiksek degerlere sahip oldugunu ve GGCC genotipinin
kombinasyonlar arasinda en iistiin siit verimine sahip oldugunu bildirmislerdir.

Shi ve ark. (2012), Murrah, Nili-Ravi, Cin ve Murrah-Nili mandalar1 {izerinde
yirittiikleri calismada PRLR geninin ekzon 3 bdlgesindeki S18N mutasyonunu
incelemisglerdir. Cin mandalarinda PRLR-ekzon 3 fragmentinde 43. niikleotitte bir SNP
(C/T) tespit etmisler ve ¢alismaya konu olan tiim manda 1rklarinda S18N mutasyonunda
aminoasit degisimine ve siit sigirlarinda diisiik siit verimine neden olan N allelini
gbzlemlemislerdir.

Manjarin ve ark. (2012), domuzlar iizerinde yiiriittiikleri calismada mRNA
miktari1  belirlemek amaciyla meme parankim dokularindan dogum Oncesinde,
laktasyonun 5. ve 17. giinlerinde, siitten kesim sonrasinda doku 6rnekleri biyopsi ile
alinarak qPCR yontemi ile incelemislerdir. mRNA miktar1 dogum Oncesi donem ile
kiyaslandiginda laktasyonun 5. giinlinde azaldigin1 ancak 17. giinde arttigin1 tespit
etmisglerdir (P<0.001). Siitten kesimden sonra ise laktasyonun 17. giiniine kiyasla mRNA
miktarmin daha az oldugunu saptamiglardir (P<0.001). Calisma sonucunda ortaya ¢ikan
bu farkliliklarin PRLR ekspresyon seviyesi ile siit protein mRNA miktar1 arasinda
herhangi bir korelasyon olmadigini ve mRNA miktarindaki artisin her zaman sentezlenen
protein artisina sebep olamayacagini bildirmislerdir.

Hou ve ark. (2013), Cin’de yetistirilen Saanen ve Guanzhong irk1 ke¢ilerde PRLR
geninin protein kodlayan bolgelerini DNA sekanslama, PIRA-PCR ve PCR-RFLP
yontemi ile incelemislerdir. Inceledikleri intron 2°de g.40452T>C, 9.40471G>A ve ekzon
9’da g.61677G>A (Ser485Asn), g.61865G>A (Val548Met) olmak flizere 4 farklt SNP
tespit etmislerdir. g.40452T>C lokusu i¢in Saanen kegilerinde TT genotipine sahip
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bireylerin birinci laktasyonda, Guanzhong kegilerinde ise liglincii laktasyonda daha
yiiksek siit verimine sahip olduklar1 gdzlemlenmistir (P<0.05). g.61677G>A lokusunda
her iki 1rk i¢in GG genotipine sahip bireylerin {i¢iincli laktasyonda daha yiiksek siit
verimine sahip oldugunu tespit etmislerdir (P<0.05). g.61865G>A lokusu i¢in ise Saanen
kegilerinde GG genotipine sahip bireylerin ikinci laktasyonda, Guanzhong kegilerinde ise
ticlincii laktasyonda daha yiiksek siit verimine sahip oldugunu bildirmislerdir (P<0.05).

Hou ve ark. (2014b), Cin’de yetistirilen Saanen, Guanzhong ve Boer irki kegiler
izerinde yiirtttiikleri calismada PRLR geninin 3°’UTR bolgesinde P1 ve P2 lokuslarini
Rsal restriksiyon enzimi kullanarak PCR-RFLP yontemi ile incelemislerdir. Calismada
P2 lokusunda 9.62130C>T polimorfizmini saptamislardir. Popiilasyonlarda C ve T allel
frekanslari ile CC, CT genotip frekanslarini Saanen 1rkinda sirasiyla 0.83, 0.17 ve 0.687,
0.313; Guanzhong irkinda 0.87, 0.13 ve 0.736, 0.264; Boer irkinda ise 0.79, 0.21 ve 0.586,
0.414 oldugunu tespit etmislerdir. Elde edilen PIC degerlerinin ise ii¢ 1rk i¢in de 0.20-
0.27 arasinda degistigini ve popiilasyonlarin Hardy-Weinberg dengesinde olmadigini
gbzlemlemislerdir (P<0.05). Calisma sonucunda g.62130C>T lokusunda Saanen ve
Guanzhong kegilerinde CC genotipine sahip hayvanlarin daha yiiksek siit verimine sahip
olduklarmi bildirmislerdir (P<0.05).

Fontanesi ve ark. (2014), Italya’da yetistirilen 800 bas Holstayn 1rk1 s1gir iizerinde
25 aday gen igerisinde toplam 58 SNP tespit edilmistir. PRLR geninin promotor
bolgesinde (rs42321611) tespit edilen tek niikleotid polimorfizminin siit verimi, yag
verimi, protein verimi ve siitteki protein ylizdesini artirdigini; somatik hiicre sayisi,
ekonomik 6miir indeksi, dogurganlik indeksi {izerine etkisinin ise negatif oldugunu ancak
stitteki yag yiizdesi tizerine bir etkisinin olmadigini bildirmislerdir.

Cecchinato ve ark. (2014), Italya’da yetistirilen ve 85 farkli siiriiden toplamda 1271
bas Brown Swiss 1rki sigir iizerinde yiiriittiikleri ¢calismada Illumnia GoldenGate Assay
kitini kullanarak genotipleme yapmislardir. Caligmada inceledikleri 54 gen igerisinde
toplam 96 SNP tespit edilmis ancak 44 gen bolgesinde toplamda 76 SNP {izerinde basarili
bir sekilde genotipleme yapabilmislerdir. Yapilan calismada genler icerisinde PRLR
geninde tespit edilen tek niikleotid polimorfizminin (rs109428015) Brown Swiss irki
sigirlarda siit verimi {izerine etkisinin oldugunu bildirmislerdir.

Pausch ve ark. (2015), Almanya’da yetistirilen Holstayn ve German Fleckvieh

sigirlarinda tim genomu sekanslayarak siit liretimini ve kompozisyonunu kontrol ettigi
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tahmin edilen GHR (p.F279Y), PRLR (p.S18N), DGAT1 (p.A232K) ve PROP1
(p.-H173R) mutasyonlarini incelemislerdir. PRLR gen bolgesinde gerceklesen p.S18N
mutasyonunun German Fleckvieh sigirlarinda yag ve siit verimi iizerine etkisinin
istatistiksel anlamda 6nemli oldugunu (P<0.05) ancak Holstayn sigirlar1 {izerinde bir
etkisinin olmadigin bildirmislerdir.

Skrzypczak ve ark. (2015), domuzlar lizerinde ekzon 8 bolgesinde 483 bg
uzunlugundaki PRLR lokusunda ¢.1528A>T polimorfizminin siitin kimyasal
kompozisyonu ve pH’1 lizerine etkisini PCR-RFLP yontemi ile Ncol kesim enzimi
kullanarak incelemislerdir. Ekzon 8 bolgesinde meydana gelen c¢.1528A>T
polimorfizminin aminoasit degisikligine yol agtigini tespit etmislerdir (p.Met510Leu).
Popiilasyonda A ve T allel frekanslarini sirasiyla 0.694 ve 0.306; AA, AT ve TT genotip
frekanslarint ise 0.495, 0.398 ve 0.107 oldugunu saptamiglardir. PRLR/Ncol
polimorfizminin ikinci laktasyondaki TT genotipine sahip hayvanlarda sadece
laktasyonun 21 ve 28. giinlerinde siitteki kuru madde igeriginin yiiksek oldugunu
gbzlemlemislerdir (P<0.05). Benzer sekilde yine TT genotipine sahip hayvanlarin birinci
laktasyonun 1. ve 14. giinlerinde, ikinci laktasyonun ise 1, 3 ve 7. giinlerinde protein
iceriginin yiiksek oldugunu saptamislardir (P<0.05). Siitteki yag igerigi bakimindan
birinci laktasyonun ilk giiniinde ve ikinci laktasyonun 7. giiniinde AA genotipine sahip
hayvanlarin (P<0.05), ikinci laktasyonun 3. giiniinde ise TT genotipine sahip hayvanlarin
yag iceriklerinin yliksek oldugunu bildirmislerdir (P<0.01) .

Morammazi ve ark. (2016), iran’da yetistirilen Adani kegi popiilasyonlarmda
laktasyonun farkli donemlerinde meme bezlerindeki PRLR gen ekspresyon seviyelerini
incelemislerdir. Calismada siit verimi yoniinde hayvanlarin damizlik degeri ¢cok 6zellikli
sansa bagl regresyon modeli kullanilarak tahmin edilerek, damizlik degeri diisiik (LBV)
ve yiiksek (HBV) olmak iizere hayvanlar iki gruba ayrilmistir. Meme bezi Ornekleri
dogum oncesi, sagim donemi ve kuru donemdeki hayvanlardan biyopsi ile alinmigstir.
Meme bezlerinden alinan drneklerdeki PRLR geninin transkripsiyon seviyesi qRT-PCR
ile analiz edilmis ve damizlik degeri, Ornekleme zamani ve birbirleriyle olan
interaksiyonlarini incelemislerdir. Kuru doénemdeki hayvanlarin meme bezlerindeki
MRNA transkripsiyon seviyesinin dogum 6ncesi ve sagim dénemleri ile kiyaslandiginda
istatistiksel agidan onemli derecede yukari regiilasyon gosterdigi tespit edilmis ancak

sagim donemindeki ekspresyon seviyesinin dogum Oncesi ile kiyaslandiginda ise asagi
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regiilasyon gosterdigini gézlemlemisglerdir (P<0.01). Sagim déneminde LBV ve HBV
gruplar1 arasinda gen ekspresyon seviyeleri arasindaki farkliligin istatistiki agidan dnemli
oldugunu ve LBV grubunda mRNA transkripsiyon seviyesinin daha yiiksek oldugunu
bildirmislerdir (P<0.01).

Diler ve Turgut (2016), Siyah Alaca sigirlar1 iizerinde yaptiklari ¢calismada PRLR
gen ekspresyon seviyesinin siit bilesenleri iizerine etkisini RT-PCR yontemi ile
incelemislerdir. PRLR gen ekspresyon seviyesi arttik¢a siit verimi artigina bagli olarak
%yag oraninda bir diisiis oldugunu ve farkliliklarin istatistiksel agidan 6nemli oldugunu
gozlemlemislerdir (P<0.05). Bununla birlikte ekspresyon seviyesinin artigina bagli olarak
giinliik protein veriminin arttigin1 gézlemlemislerdir (P<0.01). Calisma sonucunda PRLR
gen ekspresyon seviyesinin siit verimi ile iliskisinin istatistiksel anlamda Onemli
olmadigin1 ancak siit verimi lizerine pozitif bir etkisinin oldugunu ve yilizde protein
oranini ise etkilemedigini bildirmislerdir.

Cosenza ve ark. (2018), Italyan mandalar1 iizerinde yaptiklari calismada PRLR
genine ait ekzon 3 ve ekzon 10 arasindaki bolgeyi sekanslamigslardir. Sekanslama
sonucunda intronlarda 24 ve ekzonlarda 13 adet SNP tespit etmislerdir. Bununla birlikte
ekzon 10’un 3’UTR bdlgesinde 1102 ve 1103 niikleotidleri arasinda CACTACC
delesyonuna rastlamislardir. Ekzon 10 bolgesindeki g.11188A>G polimorfizminin
aminoasit degisimine (p.His328Arg) sebep oldugunu ve yapilan genotipleme sonucunda
ise AA genotipine sahip hayvanlardan elde edilen siitlerin ¢oklu doymamis yag asidi
icerigi bakimindan daha zengin oldugunu bildirmislerdir (P<0.05).

2.3. B-LAKTOGLOBULIN Geni
2.3.1. p-laktoglobulin Gen Yapisi ve Islevi

B-laktoglobulin, ruminant siitlerinde bulunan peynir alti suyu proteinidir (Mercier
ve Violette, 1993). Bu protein, hidrofobik molekiil tasiyicilarinin veya lipokalinlerin {ist
ailesinin bir tyesidir (Flower, 1996). Ruminant siitlerinde, bu protein tiirler arasinda
farklilik gosteren allel varyantlarinin sayisi ile birlikte bir dimer olarak bulunmaktadir. 3-
laktoglobulin (B-LG) protein alt birimi, 162 polipeptide karsilik gelen yaklagik 18.000 Da
molekiiler agirliga sahiptir (Perez ve Calvo, 1995; Flower, 1996). B-laktoglobulin

proteininin bir¢ok varyanti olmakla birlikte yaygin olarak A varyantinin varligi karsimiza
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¢ikmaktadir. B-laktoglobulinin dordiinciil yapist pH'a bagli olarak degismektedir. pH 5.2
ile 7 arasinda iken yaklasik 36.700 Da'lik bir molekiiler agirliga sahip bir dimer olarak;
pH 3.5 ile 5.2 arasinda iken yaklasik 140.000 Da'lik bir molekiiler agirliga sahip bir
oktamer olarak ve pH 3.0 veya 8.0'in tizerinde iken ise 18.277 Da molekiiler agirligina
sahip monomer halinde bulunmaktadir. (Madureira ve ark., 2007). p-laktoglobulinin’in

monomer yapisi Sekil 2.9.’da sunulmustur (Kuwata ve ark., 1999).

Sekil 2.9. B-laktoglobulinin monomer yapisi

B-laktoglobulinin islevi heniiz tam olarak anlagilamamakla birlikte siitte yag asitleri
ve retinol taginmasi ile ilgili oldugu diisiiniilmektedir (Perez ve Calvo, 1995; Flower,
1996). B-laktoglobiilinin pasif bagisikligi yenidogana aktardigi, meme bezindeki fosfor
metabolizmasint diizenledigi (Farrell ve ark., 1987) ve yeni doganlar i¢in énemli bir
aminoasit kaynagi oldugu bilinmektedir (Kontopidis ve ark., 2004). Glutatyon sentezinde
onemli bir aminoasit olan sistein bakimindan zengin oldugundan dolay1 kas biiylimesini
tesvik ettigi disiiniilmektedir (Wit, 1998). B-laktoglobulin retinol, yag asitleri, D
vitamini, kolesterol, aromatik bilesikler ve triasilgliseroller gibi kiigiik hidrofobik
ligandlara baglanarak bu molekiillerin tasiyicisi olarak kullanilabilmektedir (Madureira
ve ark., 2007). Is1 ile kararsizlastirildiginda ise B-laktoglobulin giiglii jeller olusturmakla
beraber peynir alti suyu proteini konsantrasyonlarinin ve izolatlarinin jel olusturucu
ozelliklerinden sorumlu ana proteinlerden biri olarak rol oynamaktadir (Mulvihill ve

Kinsella, 1987).
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B-laktoglobiilini kodlayan gen, laktasyon sirasinda 6zellikle meme bezinde yiiksek
oranda olarak eksprese edilmektedir (Mercier ve Violette, 1993). B-laktoglobiilinin
ekspresyonu karmasik bir hormonal mekanizmayla diizenlenmektedir. Ana laktojenik
uyarici, fosforilasyon ve STATS transkripsiyon faktoriiniin aktivasyonu ile biten bir
sitoplazmik sinyal asamalarini igeren ve B-laktoglobulin gen ekspresyonunu aktive eden
prolaktindir (Burdon ve ark., 1994; Demmer ve ark., 1995). Koyunlarda, 3-laktoglobulin
gen ekspresyonunun aktivasyonunda promotor bolgesini ¢evreleyen kromatin
yapisindaki degisiklikler eslik etmektedir (Whitelaw ve Webster, 1998). Ozellikle,
laktasyonun son donemlerinde meydana gelen ekspresyonda ilk biiylik artistan Once
promotdriin hemen agag1 yoniinde giiglii bir DNasel yikimina agir1 duyarl bolge (HS)
tespit edilmistir. Ardindan, artan ekspresyonla birlikte bu intronik HS kaybolur ve
proksimal promoter bolge DNasel yikimina karsi asirt duyarli bir hale gelir. Bu siireg
laktasyon boyunca yiiksek miktarda protein eksprese edilirken devam etmektedir (Pena
ve ark., 1998).

Kegiler ve koyunlar ¢ok yakindan iligkili ruminant tiirleridir. Kegi B-laktoglobiilin
geni yapisal olarak ekzonlarin biiyiikligli ve 1yi korunmus intronlarin varligt acisindan
koyun genomuna ¢ok benzemektedir. Ke¢i ve koyun B-laktoglobulin geni arasindaki
niikleotidik benzerlik, olgun protein kodlama bélgesinde %98.8 ve intronlarda ise %95.6
oranda olup oldukga yiiksektir (Folch ve ark., 1994). Proksimal 5’ flanking bolgelerindeki
dizi arasindaki benzerlik de %96 oraninda olup oldukca benzerdir. Ozellikle, STAT5
(Watson ve ark., 1991) transkripsiyon faktorii i¢in ii¢ baglanma bolgesi, kegi ve koyun
arasinda tam bir kimlik géstermektedir (Folch ve ark., 1994). Bu iki tiir arasinda var olan
benzerliklere ragmen, bu proteinin farkli seviyeleri evrimsel olarak iligkili ruminant
tiirlerinin siitlerinde bulunmaktadir. Koyun siitii, keci siitiinden ii¢ kat daha fazla f-
laktoglobulin proteini igerirmektedir (Simons ve ark., 1987; Perez ve ark., 1990;
Hambling ve ark., 1992). Transkripsiyon faktorlerinin kendi baglanma bolgelerine
erisimini kolaylastirmak i¢in bir geni i¢eren kromatin genellikle transkripsiyonel olarak
aktive edildiginde yeniden diizenlenmektedir. Ozellikle transkripsiyonel kontrol
mekanizmasinda gorev alan elemanlar ile iliskili bolgeler DNasel yikimina asir
duyarhlik gostermektedir (Elgin, 1998). Bunun aksine, kromatinin DNasel ile yikimu,
asir1 duyarli bolgelerin (HS) mevcudiyetine ve dolayisiyla gen regiilasyonunda yer

alabilecek bolgelerin bulunup bulunmamasina olanak tanimaktadir (Pena ve ark., 1998).
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Bir geni igeren kromatin, genellikle o genin ekspresyon durumunu yansitmaktadir.
Genellikle, destekleyici bolge ile iliskilendirilen farkli bir DNasel HS paterninde ortaya
c¢ikmakta ve transkripsiyon kompleksi olusumunu veya niikleozomun Yeniden
yapilanmasini yansittigi varsayilmaktadir (Elgin, 1998). Laktasyondaki koyunlarda
kromatin spesifik bir DNasel HS seti sergilemektedir (Whitelaw ve ark., 1992; Whitelaw
ve Webster, 1998). Spesifik olarak, proksimal promotor kuvvetli bir sekilde asir1 duyarh
(HSII) iken daha zayif bir bolge 2.1 Kb'de (HSI) bulundurmaktadir (Pena ve ark., 1998).
B-laktoglobulin geninin farkli ¢iftlik hayvani tiirlerinde farkli verim 6zellikleri igin
bugiine kadar yapilan bir¢cok ¢alisma mevcuttur. Yapilan ¢alismalarda asagida literatiir
Ozeti verilecek olan siit verimi iizerine etkilerinin yani sira siit kompozisyonu ve peynir
yapim Ozellikleri (Ng-Kwai ve Grosclaude, 1992; Garzon ve Martinez, 1992; Hill, 1993;
Mackle ve ark., 1999; Auldist ve ark., 2000), pithtilasma siiresi ve peynir verimi (Lopez-
Galvez ve ark., 1993, 1994, 1998), siit kalitesi (Lunden ve ark., 1997; Yang ve ark., 2012),
yag, protein ve laktoz igerigi (Giaccone ve ark., 2000; Mroczkowski ve ark., 2004;
Ramos ve ark., 2009; Corral ve ark., 2010; Yousefi ve ark., 2013a), peyniralti suyu protein
yiizdesi (Dario ve ark., 2005, 2008), kazein igerigi (Martinez ve ark., 1993) iizerinde etkili
oldugu ifade edilirken, baz1 arastiricilar ise incelenen ozellikler ile ilgili gen arasinda
herhangi bir iliski bulamadiklarini bildirmislerdir (Lopez-Galvez ve ark., 1994; Recio ve
ark., 1997; Nudda ve ark., 2003; Mele ve ark., 2007; Kawecka ve Radko, 2011). Bununla
birlikte B-laktoglobulin geninin koyunlarda et evrimi, kaba karisik yapagi, ince yapagi ve
deri tizerine etkisini konu alan birgok ¢alisma da mevcuttur (Arora ve ark., 2010; Elyasi
ve ark., 2010; El-Shazly ve ark., 2012; Yousefi ve ark., 2013a; Jyotsana ve ark., 2014).
B-LG geni sitogenetik lokasyonu sigir ve kecilerde 11928, koyunlarda ise 3p28
pozisyonunda yer almaktadir (Hayes ve Petit, 1993). PRLR geni kromozom yeri ve gen

yapist Sekil 2.10.’da sunulmustur.
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Sekil 2.10. B-laktoglobulin geni kromozom yeri ve gen yapist

Ke¢i B-LG geninin niikleotid dizisinin NCBI (Gene ID: 100861187) veri
bankasinda 5.132 baz ciftinden, yedi ekzon ve alti introndan olustugu bildirilmistir.
POUI1FI1 geni NCBI veri bankasinda NC_030818.1 nolu erisim numarasi ile 102.722.000
ve 102.727.131. niikleotidler arasinda olup ekzon 1, 177-312 bg; ekzon 2, 980-1119 bg;
ekzon 3, 1.976-2.049 bg; ekzon 4, 3.165-3.275 bg; ekzon 5, 3.950-4.055 bg, ekzon 6,
4.262-4.302 ve ekzon 7, 4.692-4.869 baz ¢iftleri arasinda yer almaktadir.

2.3.2. p-laktoglobulin Geni Siit Verim Ozellikleri Uzerine Etkisi

Prinzenberg ve Erhardt (1999), Almanya’da yetistirilen Merinos 1rki koyunlar
tizerinde yaptiklari ¢caligmada B-laktoglobulin geninin ekzon 5, intron 5 bolgesinde G/A
transisyonunu tespit etmislerdir. Ilk mutasyon Mspl kesim bdlgesinin 148,
pozisyonundaki Arg/Gln mutasyonu sonucu olusmus ve degisim sonucu C alleli i¢cin Alul
kesim enzimi ile tespit edilebilecegini ortaya koymuslardir. Yine C alleli i¢in tespit edilen
ikinci niikleotid degisimi ise intron 5 bdlgesinde Mspl kesimi sonucu ortaya ¢ikmustir.
Calisma sonucunda mutasyonlarin baglantili olup sadece C alleline 6zgii olduklarini ve

popiilasyonda nadir goriilen bu allelin ileriki ¢calismalara 151k tutacagini bildirmislerdir.
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Pena ve ark. (2000), Fransa ve Ispanya keci irklari iizerinde yiiriittiikleri calismada
B-laktoglobulin geninin ekzon 7 bdlgesini PCR-RFLP metoduyla Sacll restriksiyon
enzimi kullanarak incelemislerdir. Calisma sonucunda Ispanya kegi 1rklarinda Silz, Salz
ve Szl3 genotip frekanslarini sirasiyla 0.703, 0.226 ve 0.071; Fransa kegi irklarinda ise
yine ayn1 sira ile 0.687, 0.313 ve 0.0 olarak tespit etmislerdir.

Mroczkowski ve ark. (2004), Polonya’da yetistirilen 207 bas Merinos koyununda
B-laktoglobulin gen polimorfizminin siit verimi, siit yagi orani, siit protein yiizdesi, laktoz
oran1 ve kuru madde 6zellikleri tizerine etkisini incelemislerdir. Calismada A ve B allel
frekanslarini sirasiyla 0.498 ve 0.502; AA, AB ve BB genotip frekanslarini ise 0.251,
0.493 ve 0.256 olarak tespit etmis ve popiilasyonun bu lokus i¢in Hardy-Weinberg
dengesinde oldugunu saptamislardir. Calismada BB genotipine sahip hayvanlarin
incelenen Ozellikler bakimindan daha yiiksek degerlere sahip oldugunu, ancak sadece
protein yiizdesi bakimindan genotipler arasindaki farkliligin istatistiksel anlamda 6nemli
oldugunu bildirmislerdir.

Ballester ve ark. (2005), 11 farkli keci irki (Alpin, Saanen, Malaguena, Murciano-
Granadina, Tinerfena, Palmera, Majorera, Teramana, Girgentana, Cashmere, Sahelian)
tizerinde yiriittiikleri ¢alismada B-laktoglobulin geninde promotor, ekzon 1, ekzon 2,
ekzon 3 ve ekzon 6 bolgelerini sekanslamiglardir. Sekanslama sonucunda 134., 118., 64.
ve 60. pozisyonlarda sirasiyla T/G, T/C, A/G ve T/C polimorfizmlerini
gozlemlemislerdir. 134. pozisyonundaki T/G polimorfizmi Sahelian disindaki irklarda
gozlemlenmis ve T allel frekansinin 0.03 ile 0.32 arasinda degistigi saptanmistir. 118.
pozisyonundaki T/C polimorfizmi ise Alpin, Saanen ve Malaguena irki kecilerde
gozlemlenmis ve T allel frekansinin 0.02 ile 0.10 arasinda degistigi tespit edilmistir. 64.
pozisyondaki A/G polimorfizmi incelendiginde ise sadece Italya kegi (Teramana,
Girgentana) irklarinda A allel frekansinin 0.05 ile 0.21 arasinda, 60. pozisyonda
gozlemlenen polimorfizmde ise T allel frekansinin ise 0.03 ile 0.34 arasinda degistigini
bildirmiglerdir.

Chen ve ark. (2005), Cin’de yetistirilen Xinong Saanen kegileri iizerinde yaptiklar
calismada PCR-RFLP metodunu kullanarak B-laktoglobulin geninin siit verimi iizerine
etkilerini incelemislerdir. 5’ flanking bolgesinde AA genotipine sahip hayvanlarin ikinci,
ticiincii laktasyon ve ortalama siit verimlerinin AB genotipine sahip hayvanlara gore daha

yiiksek oldugunu tespit etmislerdir (P<0.05).
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Tsiaras ve ark. (2005), Holstayn 1rki sigirlar tizerinde B-laktoglobulin lokusunun siit
ve lireme performansi tizerine etkilerini inceledikleri ¢alismada siit verimi (AB>AA), yag
verimi (BB ve AB>AA), yag yiizdesi (BB>AA ve AB) ve laktoz verimi (AB>AA)
bakimindan genotipler arasinda istatistiki olarak onemli farkliliklarin oldugunu tespit
etmislerdir (P<0.05). Bununla birlikte AB genotipine sahip hayvanlarin AA genotipine
sahip olanlara gore daha yiiksek protein verimine yatkin olduklarini, ancak incelenen
lokusun protein ve laktoz yiizdesi lizerine istatistiksel anlamda Oonemli bir etkisinin
olmadigini gézlemlemislerdir.

Kumar ve ark. (2006), Hindistan’da yetistirilen sekiz farkli keci irkinda toplamda
1098 hayvan iizerinde B-laktoglobulin geninin ekzon 7 ile 3’ flanking bolgesi arasinda
kalan 426 baz ¢ifti uzunlugundaki bélgeyi SDS-PAGE ve PCR-RFLP metodu ile Sacll
restriksiyon enzimi kullanarak incelemislerdir. Calismada, AA ve AB genotip
frekanslarini sirasiyla Jamunapari kegilerinde 0.81 ve 0.19, Barbari kecilerinde 0.89 ve
0.11, Marwari kegilerinde 0.50 ve 0.50, Sirohi keg¢ilerinde 0.80 ve 0.20, Jakhrana
kegilerinde 0.84 ve 0.16, Beetal kecilerinde 1.00 ve 0.00, Local UP irkinda 0.98 ve 0.02,
Local MP 1rkinda ise 0.95 ve 0.05 olarak tespit etmislerdir. Incelenen lokusta S1S1, S1S»
ve S;S; genotiplerine rastlanmis ve S2Sz genotip frekansinin farkli irk popiilasyonlarinda
0.42 ile 1.00 arasinda dagildigin1 gozlemlemislerdir. Calisma sonucunda Jamunapari ve
Barbari kecilerinde AA genotipine sahip hayvanlarin AB genotipine sahip olanlara gore
daha yiiksek siit verimine sahip olduklarini bildirmislerdir (P<0.01).

Elmaci ve ark. (2006), Kivircik, Gokceada ve Sakiz koyunlar tizerinde yiiriittiikleri
caligmada B-laktoglobulin geninde Rsal restriksiyon enzimi ile PCR-RFLP metodunu
kullanmislardir. Calismada A allel frekansinin Kivircik, Gékgeada ve Sakiz irklarinda
sirastyla 0.78, 0.76 ve 0.98 oldugunu; AA, AB ve BB genotip frekanslarinin ise Kivircik
koyunlarinda 0.59, 0.38, 0.03, Gokgeada koyunlarinda 0.55, 0.42, 0.03 ve Sakiz
koyunlarinda 0.95, 0.05, 0.00 oldugunu tespit etmis ve {i¢ irka ait popiilasyonlarin Hardy-
Weinberg dengesinde oldugunu bildirmislerdir.

Elmaci ve ark. (2008), Saanen kegileri tizerinde -laktoglobulin geninin ekzon 7 ile
3’ flanking bolgesi arasindaki 426 b¢ uzunlugundaki bolgede Sacll polimorfizmini PCR-
RFLP yontemi ile belirlemislerdir. Popiilasyonda S1 ve S; allel frekanslarini sirasiyla 0.64
ve 0.36, S1S1, S1S2 ve S»S» genotip frekanslarini ise 0.43, 0.43 ve 0.14 olarak tespit
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etmislerdir. Caligma sonucunda popiilasyonun Hardy-Weinberg dengesinde oldugunu
bildirmislerdir.

Sumantri ve ark. (2008), Endonezya’da yetistirilen yerli koyun 1rklar1 {izerinde [3-
laktoglobulin geninin ekzon 7 bélgesindeki 420 b¢ uzunlugundaki bolgeyi SSCP yontemi
ile incelemislerdir. Calisma sonucunda incelenen lokusun siit verimi ve siit kalitesi
tizerine bir etkisinin olmadigini bildirmislerdir.

Ramos ve ark. (2009), Portekiz’de yetistirilen Serra da Estrela, Beyaz Merinos ve
Siyah Merinos 1rk1 koyunlarda B-laktoglobulin geninin siit verim 6zellikleri ile iligkisini
PCR-RFLP metodu ile incelemislerdir. Popiilasyonda A, B, C allel frekanslarin1 Serra da
Estrela, Beyaz Merinos ve Siyah Merinos koyun irklarinda sirasi ile 0.62, 0.378, 0.002;
0.464, 0.535, 0.001 ve 0.391, 0.607, 0.001 olarak tespit etmislerdir. Serra da Estrela ve
Merinos koyunlarinda AA genotipine sahip hayvanlarin daha diisiik siit verimine sahip
oldugunu tespit etmislerdir. Siit protein igerigi bakimindan Serra da Estrela koyunlarinda
BB genotipine, siit yag icerigi bakimindan ise Merinos koyunlarinda AA genotipine sahip
bireylerin daha yiiksek verime sahip olduklarini bildirmislerdir.

Karimi ve ark. (2009), Iran’da yetistirilen Najdi sigirlarinda B-laktoglobulin geni
tizerindeki 247 b¢ uzunlugundaki bolge ile siit verim 6zellikleri arasindaki iligkiyi Haelll
PCR-RFLP metodu ile incelemislerdir. Uzerinde ¢alisilan lokus icin A ve B allel
frekanslarin1 0.0875 ve 0.9125; AA, AB ve BB genotip frekanslarini ise sirasiyla 0.00,
0.175 ve 0.825 olarak tespit etmislerdir. Popiilasyonda BB genotipine sahip hayvanlarin
stit yag icerigi, AB genotipine sahip hayvanlarin ise siit verimi ve siit protein igerigi
bakimindan daha yiiksek verime sahip olduklarini, ancak genotipler arasindaki bu
farkliligin istatistiksel olarak dnemli olmadigini bildirmislerdir.

Heidari ve ark. (2009), Iran’da yetistirilen Holstayn 1rk1 sigirlarda B-laktoglobulin
geni lizerindeki 247 bg¢ uzunlugundaki bolge ile siit verim 6zellikleri ile iliskisini Haelll
enzimi kullanarak PCR-RFLP yontemi ile incelemislerdir. A ve B allel frekanslarii
sirastyla 0.53 ve 0.47; AA, AB ve BB genotip frekanslarini ise 0.257, 0.544 ve 0.198
olarak tespit etmis ve popiilasyonun Hardy-Weinberg dengesinde oldugunu
saptamiglardir. Holstayn 1rki sigirlarda AA genotipine sahip hayvanlarin siit verimlerinin
yiiksek oldugunu ve genotipler arasindaki farkliligin istatistiksel olarak 6nemli oldugunu

bildirmislerdir (P<0.01).
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Yardibi ve ark. (2009), Diyarbakir, Hatay ve Kars bolgelerinde yetistirilen
Glineydogu Anadolu ve Dogu Anadolu Kirmizist sigir irki {izerinde yiiriittiikleri
calismada B-laktoglobulin geni lizerinde 854 bg¢ uzunlugundaki bolgeyi PCR-RFLP
metodu ile Mspl, Sau3Al, Aval ve Rsal restriksiyon enzimlerini kullanarak genotipleme
yapmiglardir. Popiilasyonda Mspl, Sau3Al, Aval ve Rsal lokuslarinda B allel frekansinin
0.25 ile 0.96 arasinda degistigini tespit etmislerdir.

El-Hanafy ve ark. (2010), Misir’da yetistirilen Barki, Damascus kegileri ve bu
irklarin melezlerinde B-laktoglobulin geni ekzon 7 ve 3’ flanking bdlgesinde 426 bg
uzunlugundaki bolgeyi Sacll restriksiyon enzimi kullanarak PCR-RFLP metodu ile
genotiplemislerdir. incelenen lokus i¢in Barki, Damascus ve melezlerinde A ve B allel
frekanslarini sirasiile 0.5, 0.5; 0.9, 0.1 ve 0.66, 0.33; AA, AB ve BB genotip frekanslarini
ise yine aym sira ile 0.1, 0.8, 0.1; 0.85, 0.1, 0.05 ve 0.41, 0.51, 0.08 olarak tespit
etmislerdir. Damascus irk1 kegilerde AA genotip frekans1 Barki ve Barki x Damascus
melezlerine gore daha yiiksek bulunmus ve bu genotipe sahip hayvanlarin daha fazla siit
verimine sahip oldugunu saptamiglardir.

Staiger ve ark. (2010), Dogu Friz koyunlarinda j3-laktoglobulin geninin intron 1 ve
ekzon 2 bolgesinde 120 b¢ uzunlugundaki bolgeyi Rsal enzimi kullanarak genotipleme
yapmiglardir. Popiilasyonda A ve B allel frekansini sirasiyla 0.69 ve 0.31; AA, AB ve BB
genotip frekanslarini ise sirasiyla 0.44, 0.51 ve 0.05 olarak tespit etmislerdir. Calismada
B-laktoglobulin/Rsal polimorfizminin bu popiilasyonda siit verimi iizerine bir etkisinin
olmadigini bildirmislerdir.

Erdogan (2010), Cine Capari koyunlarinda p-laktoglobulin Rsal gen
polimorfizminin siit verim 6zellikleri ile iligkisini inceledigi ¢alismada A ve B allel
frekanslarini sirastyla 0.3047 ve 0.6953; AA, AB ve BB genotip frekanslarini ise 0.078,
0.453 ve 0.469 oldugunu tespit etmistir. AA genotipine sahip hayvanlarin laktasyon
stiresinin daha uzun ve laktasyon siit verimlerinin de daha yiiksek ve genotipler arasindaki
bu farkliligin ise istatistiksel olarak 6nemli oldugunu saptamistir (P<0.05). Giinliik
ortalama siit verimleri acisindan her ne kadar istatistiki olarak 6nemli olmasa da AA
genotipine sahip bireylerin siit verimlerinin daha yiiksek oldugu gozlemlenmistir.

Kawecka ve Radko (2011), Polonya dag koyunu, Dogu-Friz, Merinos ve Avusturya
Bergschaf koyunlarinda PCR-RFLP yontemi ile B-laktoglobulin/Rsal polimorfizminin

siit verim Ozellikleri ile iliskisini inceledikleri calismada A ve B allel frekanslari ile AA,
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AB ve BB genotip frekanslarini sirasiyla Polonya dag koyunlarinda 0.50, 0.50 ve 0.235,
0.530, 0.235; Dogu-Friz irkinda 0.66, 0.34 ve 0.323, 0.645, 0.320; Merinoslarda 0.48,
0.52 ve 0.167, 0.625, 0.208; Avusturya Bergschaf koyunlarinda ise 0.55, 0.45 ve 0.257,
0.621, 0.122 olarak tespit etmislerdir. Uzerinde ¢alisilan popiilasyonun Hardy-Weinberg
dengesinde oldugunu goézlemlemislerdir. B-laktoglobulin Rsal lokusunun bu irklar
lizerinde siit verimi, siit yag, protein ve laktoz orami ilizerine etkisinin olmadigini
bildirmislerdir.

Sahin ve ark. (2011), Tiirkiye’de yetistirilen yagl kuyruklu koyun 1rklarinda PCR-
RFLP metodunu kullanarak [-laktoglobulin geninde ekzon 2 iizerindeki 120 bg
uzunlugundaki bolgede A ve B allel tespiti i¢in Rsal, C allelini tespit etmek i¢in ise Mspl
restriksiyon enzimini kullanmuglardir. Calismada Ivesi, Daglic, Akkaraman, Tuj,
Karakas, Norduz, Giiney Karaman ve Kangal koyun popiilasyonlarinda A allel
frekansimin 0.43 ile 0.72 arasinda degistigini ve en yiiksek degerin Tuj irk1 koyunlarda
oldugunu tespit etmiglerdir. Popiilasyonda genel olarak en yaygin genotipin AB oldugunu
ve Kangal koyunlarinda gozlemlediklerini, BB genotipini ise Norduz koyunlarinda
gozlemlemediklerini bildirmislerdir. Uzerinde calistiklar1 koyun irklarinda ise C allel
varligina ise rastlamamislardir.

Oner ve ark. (2011), Bursa’da yetistirilen Isvicre Esmeri ve Siyah Alaca sigir
popiilasyonlarinda B-laktoglobulin/Haelll polimorfizmini PCR-RFLP yontemi ile
incelemislerdir. Isvigre Esmer sigirlarinda A ve B allel frekanslarmi sirastyla 0.3430 ve
0.6570, Siyah Alacalarda ise 0.5480 ve 0.4520 oldugunu tespit etmislerdir. Calismada her
iki popiilasyonun bu lokus bakimindan dengede oldugunu gozlemlemislerdir. Siyah
Alaca irkinda AA ve AB genotip frekanslarinin Isvigre Esmeri sigirlara gore daha yiiksek
oldugunu, isvicre Esmeri sigirlarinda ise BB genotip frekansimin daha yiiksek oldugunu
bildirmislerdir.

Doosti ve ark. (2011), Iran’da yetistirilen Holstayn ve yerli sigir wrklarinda f-
laktoglobulin/Haelll polimorfizmini genin ekzon 4 iizerinde bulunan 247 bg
uzunlugundaki bolgeyi PCR-RFLP yontemi ile incelemislerdir. Holstayn ve yerli sigir
wrklarinda A ve B allel frekansimi sirasiyla 0.53, 0.47 ve 0.23, 0.77 olarak tespit
etmiglerdir. Calismada AA, AB ve BB genotip frekanslarin Holstayn sigirlarda sirasiyla
0.280, 0.220 ve 0.500, yerli sigir popiilasyonunda ise yine ayni sira ile 0.052, 0.592 ve
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0.354 oldugunu gozlemlemis ve popiilasyonun Hardy-Weinberg dengesinde oldugunu
bildirmislerdir.

Agaoglu ve ark. (2012), Tiirkiye’de yetistirilen Kil, Saanen ve Honaml1 kegilerinde
B-laktoglobulin geninin ekzon 7 bolgesinde Sacll polimorfizmini PCR-RFLP metodu ile
incelemislerdir. Kil, Saanen ve Honaml1 kegilerinde A allel frekansini sirasi ile 0.42, 0.37
ve 0.53; B allel frekansint ise 0.58, 0.63 ve 0.47 olarak tespit etmislerdir. Popiilasyonlarda
AA, AB ve BB genotip frekanslar sirasiyla Kil kegilerinde 0.13, 0.59, 0.28; Saanen
kecilerinde 0.12, 0.49, 0.39 ve Honaml1 kegilerinde ise 0.19, 0.68, 0.13 olarak saptanmis
ve popilasyonlarin incelenen lokuslar bakimindan Hardy-Weinberg dengesinde
oldugunu bildirmislerdir.

Jain ve ark. (2012), Hindistan’da yetistirilen Jamunapari ve Jakhrana keg¢ilerinde j3-
laktoglobulin genine ait polimorfizmleri tespit etmek amaciyla SSCP ve DNA
sekanslayarak incelemislerdir. Caligmada promotor bolgesinde 66. pozisyonunda C/T
niikleotid polimorfizmini saptamislardir. intron 2, 3 ve 6 bolgelerinde ise 962 (C/T), 986
(T/C), 1907 (C/T) ve 4143 (G/A) pozisyonlarinda dort farkli SNP’e rastlamislardir.
Ekzon bolgeleri incelendiginde ise ekzon 3, 6 ve 7°de 1806 (C/T), 4122 (T/C), 4601 (G/A)
ve 4603 (G/C) pozisyonlarinda toplam dort farkli niikleotid polimorfizmini tespit
etmislerdir. Caligmada protein kodlayan bolgelerde meydana gelen SNP’lerin herhangi
bir aminoasit degisimine neden olmadigini bildirmislerdir.

Heidari ve ark. (2012), Holstayn sigirlarinda intron 4 ve ekzon 4 bolgelerini igeren
247 bg¢ uzunlugundaki B-laktoglobulin/Haelll lokusunu PCR-RFLP yontemi ile
incelemisler ve A ile B allel frekansinin sirasiyla 0.529 ve 0.471 oldugunu tespit
etmiglerdir. B-laktoglobulin/Haelll lokusun sigirlarda siit verimi {izerine etkisinin
istatistiki olarak onemli (P<0.01) oldugunu ve AA genotipine sahip hayvanlarin BB
genotipine sahip hayvanlara gore daha fazla siit verimine sahip olduklarin
bildirmiglerdir.

Vohra ve ark. (2012), Hindistan’da yetistirilen Murrah, Bhadawari, Mehsana ve
Surti mandalarinda B-laktoglobulin geninin ekzon 1 bdolgesinin siit verimi ile iligkisini
PCR-SSCP ve sekanslama yaparak incelemislerdir. Popiilasyonlarda Murrah ve Surti
mandalarinda 5 genotip (AA, BB, CC, AB ve AC), Mehsana (AA, BB, AB ve AC) ve
Bhadawari (BB, CC, AB ve AC) mandalarinda ise 4 genotip gozlemlemislerdir. AA, BB,
CC, AB ve AC genotip frekanslarini sirasiyla Murrah mandalarinda 0.10, 0.24, 0.20, 0.26
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ve 0.20; Surti mandalarinda 0.14, 0.22, 0.28, 0.16, 0.20; Mehsana mandalarinda AA, BB,
AB ve AC genotip frekanslarini 0.13, 0.06, 0.48, 0.33 ve Bhadawari mandalarinda BB,
CC, AB ve AC genotip frekanslarin1 ise 0.09, 0.09, 0.48 ve 0.34 oldugunu tespit
etmislerdir. Dort farkli manda irkinda genotipler ve laktasyon siit verimi ve ortalama
giinliik siit verimi arasindaki iliski istatistiksel olarak 6nemli bulunmus (P<0.05), ancak
Surti mandalarinda genotipler ile ortalama giinliik siit verimleri arasindaki iligkinin
onemli olmadigini1 saptamislardir. Murrah, Bhadawari ve Mehsana mandalarinda BB
genotipine sahip hayvanlar en yiiksek siit verimine sahip iken, Bhadawari mandalarinda
CC genotipinin, Mehsana mandalarinda ise AC genotipine sahip hayvanlarin siit
verimlerinin en diisiik oldugu tespit edilmistir. Popiilasyonda siit verimleri agisindan AA
ve BB genotipleri arasindaki farkliliklarin istatistiksel olarak dnemli olmadig1 ancak bu
iki genotipin AB ve AC genotiplerinden farkli oldugunu bildirmislerdir.

Mohammadi ve ark. (2013), Iran’da vyetistirilen Holstayn sigirlarinda -
laktoglobulin geni ile siit verim 6zellikleri ile iligskisini PCR-RFLP yontemi ile Haelll
restriksiyon enzimlerini kullanarak incelemislerdir. Popiilasyonda A ve B allel
frekanslarini sirasiyla 0.57, 0.43; AA, AB ve BB genotip frekanslarini ise 0.43, 0.28 ve
0.29 olarak tespit etmislerdir. BB genotipine sahip bireylerin siit protein iceriginin daha
yiikksek oldugu (P<0.05), ancak siit verimi, yag verimi ve somatik hiicre bakimindan
genotipler ile bu lokus arasinda bir iliskinin olmadigini bildirmislerdir.

Kahilo ve ark. (2014), Misir’da yetistirilen Nubian, Damascus, Balady melezleri ve
Alpin kegilerinde ekzon 7’de 682 b¢ uzunlugundaki bolgede B-laktoglobulin/Sacll
polimorfizminin siit verimi ile iligkisini PCR-RFLP yontemi ile incelemislerdir.
Calismada Nubian kegilerinde AB genotipine sahip hayvanlarin AA genotipine gore siit
verimleri daha yiiksek iken (P<0.05), Alpin kecilerinde AA genotipine sahip hayvanlarin
AB genotipine kiyasla daha yiiksek siit verimine sahip oldugunu tespit etmisleridir
(P<0.05). Diger yandan Damascus ve Balady melezlerinde ise genotipler arasinda siit
verimi acisindan 6nemli bir farkliligin olmadigim bildirmislerdir.

Mir ve ark. (2014), Pakistan’da yetistirilen Sahiwal sigirlarinda B-laktoglobulin
geninin ekzon 4’te 282 bg¢ uzunlugundaki bolgeyi SNaPshot SNP metodu ile
incelemislerdir. Popiilasyonda A ve B allel frekanslarini sirastyla 0.09 ve 0.91; AA, AB
ve BB genotip frekanslarmi ise 0.056, 0.056 ve 0.89 olarak tespit etmislerdir. incelenen
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lokusta genotipler ile birinci ve ikinci laktasyon siit verimleri arasindaki iliskinin
istatistiksel olarak dnemli olmadigini bildirmislerdir.

Vidovic ve ark. (2014), Sirbistan’da yetistirilen Holstayn 1rki sigirlarda B-
laktoglobulin gen polimorfizmi ile siit verim ve kalitesi arasindaki iliskiyi incelemislerdir.
Popiilasyonda AA, AB ve BB genotip frekanslarini siras1 ile 0.23, 0.58 ve 0.19 olarak
tespit etmislerdir. Calismada AA genotipine sahip bireylerin siit ve yag verimi agisindan
daha avantajli oldugu, ancak genotipler arasindaki farkliligin istatistiksel olarak énemli
olmadig1 gézlemlenmistir. BB genotipine sahip bireylerin ise diger genotiplere gore daha
yiiksek miktarda siit verimine sahip oldugunu bildirmislerdir (P<0.01).

El-Hanafy ve ark. (2015), Sudi Arabistan’in Cidde kentinde yetistirilen Ardi, Habsi
ve Harri kecilerinde ekzon 7 ve 3’ flanking bolgesinde 426 b¢ uzunlugundaki bolgede -
laktoglobulin/Sacll ~ polimorfizmini PCR-RFLP  yontemi ile incelemislerdir.
Popiilasyonda A ve B allel frekanslar1 ile AA, AB ve BB genotip frekanslarini Ardi
kecilerinde sirasiyla 0.28, 0.72 ile 0.08, 0.40, 0.52; Habsi kegilerinde 0.43, 0.57 ile 0.23,
0.41, 0.36; Harri kegilerinde ise 0.26, 0.74 ile 0.09, 0.34 ve 0.57 oldugunu tespit
etmislerdir. Calismada her ii¢ wrk icin de AA genotipine sahip hayvanlarin siit
verimlerinin diger genotiplere gore yiiksek oldugunu bildirmislerdir (P<0.05).

Dettori ve ark. (2015), italya’da yetistirilen Sarda k1 kegilerde B-laktoglobulin
geninin promotor ve 3’UTR (ekzon 7) bolgesinde meydana gelen SNP ile siit verimi ve
kompozisyonu arasindaki iligkiyi incelemislerdir. Calismada incelenen lokusta meydana
gelen ¢.-381C>T ve ¢.-420C>A polimorfizmlerinin siit verimi ile giinliik yag ve protein
verimi ile iliskili oldugunu tespit etmis, CT ve AC genotipine sahip hayvanlarin ise siit
verimlerinin daha yiiksek oldugunu bildirmislerdir (P<0.01 ve P<0.05).

Cardona ve ark. (2015), Kolombiya’da yetistirilen Alpin, Saanen ve melezlerinde
B-laktoglobulin/SacIl polimorfizmi ile siit verim ozellikleri arasindaki iligkiyi
incelemislerdir. Incelenen lokusun laktasyon egrisi iizerinde siitiin pik noktas, siit yag ve
protein verimi lizerine etkisinin istatistiksel olarak onemli oldugunu bildirmislerdir
(P<0.05).

Dogru (2015), Montofon k1 sigirlarda siit protein genotipleri ile siit verim
ozellikleri arasindaki iliskiyi incelemis A ve B allel frekanslarini sirasiyla 0.375, 0.625;
AA, AB ve BB genotip frekanslarini ise 0.17, 0.41 ve 0.42 olarak tespit etmislerdir.

Popiilasyonun genotip frekanslar1 bakimindan Hardy-Weinberg dengesinde oldugunu
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gozlemlemislerdir. Caligmada incelenen protein genotipleri ile siit verimi, yag verimi, yag
yiizdesi ve laktasyon uzunlugu arasinda herhangi bir iliskinin olmadigini bildirmislerdir.

Molee ve ark. (2015), Tayland’da yetistirilen Holstayn melezi sigirlarda -
laktoglobulin ve GH genleri ile siit verimi ve kompozisyonu ile iliskiyi PCR-RFLP
metodu ile incelemislerdir. Popiilasyonda p-laktoglobulin lokusunda A ve B allel
frekanslarini sirasiyla 0.44, 0.56; AA, AB ve BB genotip frekanslarini ise 0.18, 0.54 ve
0.28; GH lokusunda ise V ve L allel frekanslarini sirasiyla 0.57 ve 0.43, VV, VL ve LL
genotip frekanslarmi ise 0.14, 0.86 ve 0.00 olarak tespit etmislerdir. Calismada AA
genotipinin siit verimi iizerine biiyiik 6l¢lide pozitif etkisinin oldugunu saptamiglardir
(P<0.05). Bununla birlikte, GH ile B-laktoglobulin arasindaki gen interaksiyonlari
incelendiginde VVAA bilesik genotipinin siit verimi tizerine etkisi maksimum diizeyde
olmakla birlikte siit proteini iizerine etkisinin ise istatistiksel olarak 6nemli oldugunu
gozlemlemislerdir (P<0.05).

Cardona ve ark. (2016), Kolombiya’da yetistirilen siit¢ii kecilerde J-
laktoglobulin/Sacll polimorfizmini ekzon 7 bdlgesinde PCR-RFLP yontemi ile
genotiplemis ve 10 farkli mikrosatellit markor (BM1329, BM1818, BM6526, CSSM31,
ETH10, ETH225, ILSTS011, ILSTS005, INRA64 ve MAFO065) kullanarak genetik
yapiy1 degerlendirmislerdir. Popiilasyonda AA, AB ve BB genotip frekanslarin1 sirastyla
0.384, 0.530 ve 0.086 olarak tespit etmislerdir. Laktasyon egrisi incelendiginde AA
genotipine sahip hayvanlarin laktasyonun farkli evrelerinde (erken donem, pik donem,
laktasyon ortas1 ve laktasyonun son evresi) BB genotipine gore daha iistiin performans
gosterdigini gozlemlemislerdir. Ayrica c¢alismada PB-laktoglobulin geni igin aditif ve
dominant gen etkilerini tahmin etmislerdir. incelenen lokusun siit yag, siit proteini ve
kuru madde miktar tizerinde laktasyon boyunca aditif etkisi istatistiksel olarak 6nemli
olmasina ragmen (P<0.05), laktasyonun son dénemlerinde siit verimi agisindan aditif
etkisinin 6nemli olmadigini bildirmislerdir. Ayrica lokusun sadece laktasyonun erken ve
pik donemlerinde yag verimi iizerine dominant etkisinin istatistiksel olarak Onemli
oldugunu saptamiglardir (P<0.05). Sonug olarak, A allelinin siit verimi ve kalitesi iizerine
genetik agidan pozitif etkisinin oldugunu bildirmislerdir.

Mahmood ve ark. (2016), Pakistan’da yetistirilen Beetal ve Daera Din Panah
kecilerinde B-laktoglobulin gen polimorfizminin siit verimi ve kompozisyonu iizerine

etkisini SDS-PAGE yontemi ile incelemislerdir. Beetal kegilerinde A ve B allel
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frekanslar1 ile AA, AB ve BB genotip frekanslarini sirasiyla 0.55, 0.45 ile 0.28, 0.55 ve
0.17; Daera Din Panah 1rki kegilerde ise sirasiyla 0.59, 0.41 ile 0.33, 0.53 ve 0.14, ve
ayrica her iki popililasyon Hardy-Weinberg dengesinde oldugunu tespit etmislerdir.
Calismada B-laktoglobulin gen polimorfizminin her iki 1rk {izerinde siit verimine bir
etkisinin olmadigin bildirmislerdir.

Karshi ve ark. (2016), Antalya’da yetistirilen Kil kegilerinde p-laktoglobulin geni
tizerinde ekzon 7 ile 3’ flanking bolgesinde Sacll polimorfizmini PCR-RFLP yontemi ile
incelemislerdir. Popiilasyonda A ve B allel frekanslar1 0.545, 0.455 ve AA, AB ve BB
genotip frekanslarimin ise 0.285, 0.529 ve 0.186 oldugunu bildirmislerdir.

Gharedaghi ve ark. (2016), Tahran’da yetistirilen Mahabadi keg¢ilerinde p-
laktoglobulin lokusunun ekzon 7 {izerinde bulunan 177 b¢ uzunlugundaki bolgeyi PCR-
SSCP ve DNA sekanslayarak incelemislerdir. Incelenen lokusta dokuz yeni mutasyon
tanimlamiglardir. Bu mutasyonlar, 93. niikleotid pozisyonda eklenme veya ¢ikarilma
(InDel, insertion or deletion) sonucu meydana gelen T (-/T) niikleotid farklilig1 ile 99.,
124., 126., 134., 147., 156., 176. ve 177. niikleotid pozisyonlardaki sirasiyla T/C, T/G,
T/C, G/T, T/G, T/C, G/A ve A/T niikleotid degisimleridir. Popiilasyonda genotipik
farkliliklarin 93. niikleotid pozisyonundaki T InDel mutasyonu ve 177. pozisyondaki A/T
niikleotid farkliligindan meydana geldigini tespit etmislerdir. 93. pozisyondaki T (-/T)
niikleotidinin yoklugu ve varlig1 durumunda allel frekansin sirasiyla 0.22 ve 0.78; 177.
pozisyondaki A ve T allel frekanslarini ise 0.16 ve 0.84 oldugunu goézlemlemislerdir.
Caligmada incelenen lokusun siit protein yiizdesi iizerine etkisinin istatistiksel anlamda
onemli oldugu (P<0.05), ancak siit verimi ve siit yag ylizdesi lizerine dnemli bir etkisinin
olmadigini bildirmislerdir.

Ozmen ve Kul (2016), Sakiz, Akkaraman ve Ivesi ki koyunlarda -
laktoglobulin/Rsal polimorfizminin siit verimi ile iligkisini PCR-RFLP yontemi ile
incelemislerdir. Calismada Sakiz, Akkaraman ve Ivesi koyunlarinda A allel frekansinin
strast ile 0.90, 0.98 ve 1.00 oldugunu tespit etmislerdir. Calismada ivesi koyunlarinda
incelenen ekzon 2 bolgesinin monomorfik oldugunu saptamislardir. Sakiz irkinda
genotipler arasi farkliligin siit verimi, siit yag1 ve proteini lizerine etkisinin istatistiksel
olarak dnemli oldugunu ve AB genotipine sahip bireylerin daha yiiksek siit verimine sahip

oldugunu bildirmislerdir (P<0.001).
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Zaglool ve ark. (2016), Misir’da yetistirilen Holstayn sigirlarinda B-laktoglobulin
geninin intron 3, ekzon 4 ve intron 4 kisimlarini igeren 447 b¢ uzunlugundaki bolgeyi
Haelll restriksiyon enzimi kullanarak PCR-RFLP ve DNA sekanslayarak incelemislerdir.
Popiilasyonda A ve B allel frekanslarini sirasiyla 0.36, 0.64; AA, AB ve BB genotip
frekanslarini ise 0.50, 0.22 ve 0.28 olarak tespit etmis ve popiilasyonun Hardy-Weinberg
dengesinde olmadigini saptamiglardir (P<0.05). Calismada AA genotipine sahip
bireylerin daha yiiksek siit verimi ve protein igerigine sahip oldugu, BB genotipine sahip
hayvanlarin ise daha yiiksek siit yag icerigine sahip oldugunu gézlemlemislerdir
(P<0.05). Incelenen lokusun laktoz iizerine herhangi bir etkisinin olmadigimi
bildirmislerdir. Yapilan DNA sekanslama sonucunda ise ekzon 4 bolgesinde iki SNP
(T301C ve C390T), intron bolgelerinde ise iki SNP (T226C ve C276T) tespit etmislerdir.
T301C niikleotid degisiminin Asparajin aminoasidine karsilik gelen sessiz mutasyon
(silent mutation) ve diger C390T niikleotid degisiminin ise Valin amino asidinin Alanin
aminoasidine doniismesine neden olan es anlamli olmayan (non-Synonymous mutation)
bir mutasyon oldugunu bildirmislerdir.

Maletic ve ark. (2016), Sirbistan’da yetistirilen Busha ve Holstayn sigirlarinda -
laktoglobulin/Haelll polimorfizmini PCR-RFLP yontemi ile incelemislerdir. Busha
sigirlarinda A ve B allel frekanslarini sirasiyla 0.72, 0.28, AA, AB ve BB genotip
frekanslarini 0.44, 0.56 ve 0.00; Holstayn sigirlarinda ise A ve B allel frekanslarini 0.58,
0.42, AA, AB ve BB genotip frekanslarini ise 0.26, 0.63 ve 0.11 oldugunu ve her iki irk
icinde popiilasyonlarin Hardy-Weinberg dengesinde oldugunu tespit etmislerdir.

Isik ve ark. (2017), Saanen kegilerinde B-laktoglobulin/SacIl polimorfizminin siit
verim Ozellikleri ile iliskisini belirlemek amaciyla 427 b¢ uzunlugundaki ekzon 7
bolgesini PCR-RFLP yontemi ile incelemiglerdir. Popiilasyonda Si1 ve S allel
frekanslarini sirasiyla 0.59, 0.41; S1Si1, S1S2 ve S2S2 genotip frekanslarini ise 0.38, 0.43
ve 0.19 oldugunu ve popiilasyonun bu lokus i¢in Hardy-Weinberg dengesinden sapma
gostermedigini tespit etmislerdir. Caligmada laktasyon siit verimi yoniinden S1S1, S1S> ve
S2S2 genotipleri arasindaki fark istatistiksel anlamda Onemli bulunmasa da SiS:
genotipine ait bireylerin laktasyon siit verimlerinin diger genotiplere gére daha yiiksek
oldugunu bildirmislerdir.

El-Shazly ve ark. (2017), Sudi Arabistan’da yetistirilen Ardi ve Suriye kegilerinde
ekzon 7’de 780 b¢ uzunlugundaki bolgede B-laktoglobulin/Sacll polimorfizmini PCR-
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RFLP yoOntemi ile incelemislerdir. Ardi kecilerinde AA, AB ve BB genotip frekanslarini
strastyla 0.14, 0.46 ve 0.40; Suriye kegilerinde ise 0.22, 0.17 ve 0.61 oldugunu tespit
etmisglerdir. Calismada siit yag igerigi ve toplam kuru madde bakimindan Ardi kegilerinde
AB genotipine sahip bireylerin, Suriye kecilerinde ise AA genotipine sahip bireylerin
daha yiiksek degere sahip oldugunu saptamislardir (P<0.05). Incelenen lokusun siit
protein ve laktoz tizerine bir etkisinin olmadigini bildirmislerdir.

Triantaphyllopoulos ve ark. (2017), Yunanistan’da yetistirilen Chios ve
Karagouniko 1rki koyunlarda ekzon 2’de 120 bg¢ wuzunlugundaki bdlgede J-
laktoglobulin/Rsal polimorfizmini PCR-RFLP yontemi ile incelemislerdir. Chios koyun
popiilasyonunda A ve B allel frekansini sirasiyla 0.439, 0.561, AA, AB ve BB genotip
frekansini 0.121, 0.636 ve 0.243; Karagouniko koyun popiilasyonunda ise A ve B allel
frekansini 0.576, 0.424, AA, AB ve BB genotip frekansin1 0.373, 0.407 ve 0.220 olarak
tespit etmislerdir. Chios koyun popiilasyonunda Hardy-Weinberg dengesinden sapma
oldugu (P<0.05), ancak Karagouniko popiilasyonunun dengede oldugu gozlemlenmistir.
Calismada her iki 1rk icin ilgili lokusun somatik hiicre sayisi ve laktoz igerigi iizerine
etkisinin 6nemli oldugu (P<0.05), AA genotipine sahip bireylerin daha yiiksek somatik
hiicre sayisina, AB genotipine sahip bireylerde ise daha yiiksek laktoz igerigine sahip
oldugu saptanmistir. incelenen lokusun giinliik siit verimi, siit yag ve protein icerigi,
yag/protein orani, toplam kuru madde iizerine etkisinin olmadigini bildirmislerdir.

Sahin (2017), Holstayn sigirlarinda B-laktoglobulin/Haelll polimorfizmini PCR-
RFLP yontemi ile incelemistir. Popiilasyonda A ve B allel frekansini sirasiyla 0.47 ve
0.53 olarak tespit etmis ve popiilasyonun Hardy-Weinberg dengesinde oldugunu
belirlemislerdir. Calismada p-laktoglobulin/Haelll polimorfizmininin siit verimi ile

arasinda istatistiki olarak bir iligki olmadigini bildirmistir.

2.4. GH Geni
2.4.1.GH Yapisi ve Islevi

Gen duplikasyonu sonucu olarak ortaya ¢iktig1 diisiiniilen GH geni, prolaktin (PRL)
ve plasental laktojenleri (CS, Chorionic Somatomammotropins) de igeren genis bir gen
ailesine aittir (Slater ve ark., 1986; Ohta, 1993; Harvey ve Scanes, 1995). Biiyiime

hormonu (GH) 6zellikle 6n hipofiz bezindeki somatotrop hiicrelerinden eksprese edilir
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ve GH transkripsiyonu, hiicre tipine 6zgii olan hormonal mekanizmalar ile kontrol
edilmektedir. Bu nedenle, GH organ gelisimi sirasinda gen ekspresyonunun hiicre tipine
0zgii kontrol mekanizmasinin anlasilmasi noktasinda énemli bir model haline gelmistir
(Tuggle ve Trenkle, 1996).

Cogu memeli tirinde GH tek bir gendir, ancak primatlarda tek bir genomik
lokasyonda GH benzeri gen kiimeleri olusturmak icin daha fazla sayida duplikasyon
gerceklesmis ve GH-N, GH-V ve daha az iliskili olan CS genlerini icermektedir. CS
genleri ve GH-V geni plasental dokuda eksprese edilirken, GH-N geni hipofiz somatotrop
hiicrelerinde eksprese edilmektedir. Yapilan c¢alismalarda sadece kegilerde GH
cDNA’sim1 kodlayan genler coklu GH genlerini tanimlamak i¢in kullanilmigtir (Yamano
ve ark., 1991). GH geni ¢ogu memeli tiiriiniin yani sira bazi balik tiirleri iginde yaklagik
2.6 ile 3.0 kb ¢ifti uzunlugunda olup bes ekzon ve dort intron bolgesinden olusmaktadir
(Zhu ve ark., 1992; Tang ve ark., 1993). Bununla birlikte, tavuk ve bazi alabaliklarda GH
geni, daha biiyiik boyutta intron bolgelerine sahip olmalar1 nedeniyle yaklasik olarak 3.5
kb ve 4.5 kb uzunlugundadir (Agellon ve ark., 1988; Tanaka ve ark., 1992).

Insanlarda GH-N RNA'sinin alternatif splays1, 26 aminoasitlik bir sinyal dizisinin
bolinmesi ile 22 kDa ve 20 kDa uzunlugunda olmak tizere iki polipeptidi kodlayan iki
olgun MRNA olusumuna sebep olmaktadir. insan biiyiime hormonunun biiyiik bir
kisminin (%70-75) 22 kDa formunda oldugu bilinmektedir (Baumann, 1991).

Biiyiime hormonu regiilasyonu bazal, hiicreye 0zgii ve hormonal olarak
ekspresyonu igeren ii¢ kisima ayrilmaktadir (Sekil 2.11.) (Tuggle ve Trenkle, 1996).
Biiytime hormonunun bazal veya diisiik seviyede gerceklesen ekspresyonu hipofiz disi
hiicrelerde goriilmektedir (Theill ve Karin, 1993; Harvey ve ark., 1995). Bazal
ekspresyon, hem pozitif hem de negatif olarak etki edebilen birkag doku ve bazi genel
faktorler tarafindan kontrol edilmektedir. Bu faktorler arasinda Spl, NF-1/AP-2 ve
USF'nin yan sira baz1 hiicre tiplerinde eksprese edilen zinc finger proteini olan Zn-15
bulunmaktadir (Lipkin ve ark., 1993). Yiiksek seviyede gergeklesen somatotrop spesifik
GH ekspresyonu ise temel olarak PIT-1 tarafindan kontrol edilmektedir (Harvey ve ark.,
1995). GH somatotrop-spesifik gen ekspresyonu ve sinyal iletimi ile ilgili gorsel Sekil

2.11.’de sunulmustur.
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Sekil 2.11. Somatotrop-spesifik gen ekspresyonu ve sinyal iletimi

Inrtaseliiler alanda CcAMP (Siklik Adenozin Monofosfat) seviyeleri,
somatotroplarin ¢ogalmasini ve ayrica GH sentezini modiile etmektedir (Harvey ve ark.,
1995). Ratlarda, tiroid hormonunun (TH, Triiyodotironin) GH sentezinin kontroliinde
onemli bir role sahip oldugunu goésteren bulgular mevcuttur (Martial ve ark., 1977;
Dobner ve ark., 1981; Spindler ve ark., 1982; Evans ve ark., 1982; Yaffe ve Samuels,
1984; Diamond ve Goodman, 1985; Crew ve Spindler, 1986; Flug ve ark., 1987; Brent
ve ark., 1988; Wight ve ark., 1988; Suen ve Chin, 1993). Yapilan ¢alismalarda,
somatotropik tiimor hiicre hatlarinda TH ilavesi, GH transkripsiyonunu, GH mRNA
birikimini ve GH protein seviyelerini arttirmaktadir. Tiroidektomize edilmis
kemirgenlerde, GH mRNA ve protein seviyeleri 6nemli 6l¢iide azalirken, TH uygulamasi
ile GH ekspresyonu geri kazanilmaktadir (Mulloy ve ark., 1992). Diger yandan, yapilan
caligmalarda TH reseptoriiniin hipofiz-spesifik izoformlar1 (TRB2) tanimlanmistir. TR32
mRNA seviyesi hiicre kiiltlirii ¢aligmalarinda hipofiz hiicrelerine TH uygulamasi ile
onemli Olclide azalirken, hipofiz-spesifik olmayan izoform olan TRP1 seviyeleri bu
durumdan etkilenmemistir. Bu nedenle, tiroid hormonu reseptorlerinin ekspresyonunu
kontrol etmek {izere gen diizenlemesi iizerinde hipofiz-spesifik etkilere de sahip
olabilecegi diisiiniilmektedir (Hodin ve ark., 1989). Glukokortikoid (GC) uygulamasi ise
doku kiiltiir modellerinde oldugu gibi in vivo olarak da uygulandiginda GH gen
ekspresyon seviyesini artirmakradir (Dobner ve ark., 1981; Evans ve ark., 1982). Yine,

72



timor hiicre hatlarinda, retinoik asit (RA) uygulamasinin GH transkripsiyonunu ve
protein sentezini uyardigi bilinmektedir (Bedo ve ark., 1989; Morita ve ark., 1990;
Garcia-Vallalba ve ark., 1993). Retinoik asit, GH ekspresyonunu aktive etmek i¢in tiroid
hormonu ve glukokortikoidlerle birlikte sinerjik bir sekilde g¢alismaktadir. Aktivin
proteinleri (doniistiiriicti biiytime faktorii f ailesinin bir tiyesi) GH ekspresyonunu negatif
olarak diizenlemektedir. Aktivin hem bazal hem de GH sentezini uyaran ve salgilayan
hormon (GNRH, Growth Hormone Releasing Hormone) sentezini azaltir, énce GH
aktivator proteini olan PIT-1'in seviyesini diisiirmek i¢in hareket eder ve ardindan GH
MRNA sentezini azaltir (Struthers ve ark., 1992). Ayrica, insiilin GH promotor
aktivitesini de baskilamaktadir (Yamashita ve ark., 1986; Yamashita ve Melmed, 1987;
Prager ve ark., 1990). Transfeksiyon galismalarinda GH promotoriiniin 500 bg
uzunlugundaki dizi lizerinde insiiline duyarli bolgelerin oldugu bildirilmistir (Prager ve

ark., 1990).

2.4.2. Koyun ve Kecilerde GH Gen Duplikasyonu

Cogu memeli tiirlinde GH tek tarafindan kodlanir ancak primatlarda bir istisna
goriilmektedir. insanlarda kromozom 17 iizerinde bes farkli gen kiimesi tarafindan GH
benzeri proteinler kodlanmaktadir. Hipofiz, GH’un salgilandig bir yer olmakla birlikte
plasentadan diger dort farkli GH benzeri genler eksprese edilmektedir. Bu genler,
plasental laktojen icin iki gen, bir plasental laktojen benzeri bir protein ve bir GH varyanti
olarak sayilabilir (Chen ve ark., 1989). Maymunlarda, cDNA iizerine yapilan ¢aligmalar,
bir tanesi hipofizde eksprese edilen GH benzeri proteinleri kodlayan en az bes gen
oldugunu, ancak bunlarin insan GH ile benzeri genlerle tam olarak eslesmedigini
gostermektedir (Golos ve ark., 1993). GH benzeri bu gen kiimeleri muhtemelen ¢ogu
memelide bulunan tek GH gen duplikasyonunun ve evrimin bir sonucu olarak ortaya
ciktig1 savunulmaktadir (Wallis 1994; 1996). Son birkag on yila kadar, memelilerde GH
gen duplikasyonunun primatlarla sinirlt oldugu ortaya ¢ikmustir. Plasental laktojenler
diger baz1 memeli gruplarinda da (ruminantlar, kemirgenler) bulunmaktadir. Ancak,
prolaktin geninin duplikasyonuyla primatlarda bulunanlardan bagimsiz olarak ortaya
¢ikmig gibi goriinmektedir (Schuler ve Kessler, 1992; Wallis, 1992). Bununla birlikte,

bazi ruminantlarinda (koyun ve ke¢i) duplike GH genlerinin bulundugunu gosteren bir¢cok
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bulgu olmakla birlikte GH geninin ruminantlarda evrimi igin ilging sonuglara sahip
oldugu bilinmektedir (Wallis ve ark., 1998).

Valinsky ve ark. (1990), GH gen lokusunda koyun ve kegilerde iki allel oldugunu
tespit etmislerdir. Koyunlarda, bir allelde (Gh1), GH geni bir tek kopya (GH1 geni), diger
allelde ise (Gh2) GH geninin duplike oldugu saptanmistir (5> GH2-N ve 3° GH2-2).
Koyunlarda, Ghl ve Gh2 lokuslarina ait restriksiyon haritalari, GH1, GH2-N ve GH2-Z
genlerinin birbirlerine ¢ok benzer oldugunu gostermektedir. GH1 ve GH2-N genlerinin
5’ u¢larim ¢evreleyen dizi benzemekle birlikte GH2-Z geninkinden farkli oldugu tespit
edilmistir (Lacroix ve ark., 1996; Ofir ve Gootwine, 1997; Wallis ve ark., 1998). Bu
nedenle, gebeligin erken déonemlerinde hipofiz kaynakli GH ekspresyonu ile biraz farkli
bir protein kodlayan yeni bir GH geninin duplikasyonu zaman igerisinde geligmistir.
GH2-Z kopyasi, hipofizde eksprese edilmediginden dolayr GH2-N kopyasindan farkli
sekilde diizenlenmistir (Gootwine ve ark., 1996). Bu durum heterozigot GH1/GH2 ve
homozigot GH2/GH2 genotipine sahip kuzularin biiyiime hizi, viicut kompozisyonu ve
GH profilleri agisindan neden GH1/GH1 genotipine sahip kuzulardan farkli olmadigini
aciklamaktadir (Gootwine ve ark., 1998).

Plasenta tarafindan biiylimeyi tesvik eden maddelerin sekresyonu, benzer
durumlarda benzer bilesiklerin iiretiminin ¢esitli durumlarda maternal organlarla
diizenlenmesinden farkli meydana gelmektedir. Gen duplikasyonu, plasental-spesifik
endokrin aktivitesinin gelisimini kolaylagtiran mekanizmalardan biridir. Sigir, koyun ve
keciler evrimsel olarak iligkili olsalar da, evrimsel siirecte plasental biiyiime hormonu ve
prolaktin benzeri hormonlar birbirlerinden 6nemli o6lgiide farklilik gostermektedir.
Sigirlarda, GH geni tek bir kopya igermektedir ve plasental GH ekspresyonu olduguna
dair heniiz bir kanit bulunamamusgtir. Diger yandan, koyun ve kegilerde GH duplikasyonu
sonucu ve GH’un diger kopyasi, gebeligin erken asamalarinda plasentada eksprese
edilmektedir. Ruminantlarda prolaktin gen duplikasyonu, plasental laktojen (PL) geni
dahil olmak iizere, plasentada eksprese edilen spesifik-prolaktin ile ilgili genlerin
olusumu ile sonuglanmistir. Homolog durumda ise koyunlarda PL, PRL aktivitesi
gosterir, ancak GH aktivitesini de yonlendirmektedir. Koyunlarda, PRL reseptorleri veya
PRL ve GH reseptorlerinin hetero-dimerizasyonu aracigiyla aktive olan PL aktivasyonu,
ayni hiicrelerde hem GH hem de PRL reseptorlerinin bir arada bulunmasina bagli olarak

somatojenik aktivite i¢in yeni bir diizenleyici mekanizma saglamaktadir. Spesifik-
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plasental endokrin aktivitesi i¢in bir bagska mekanizma ise allellerin genetik imprinting
yoluyla susturulmasidir. Plasental genlerin genetik baskisinin bozulmasi, somatik hiicre
niikleer transferi tarafindan iiretilen klonlanmus fetiislerin kaybina iliskin agiklamalardan

biri olarak gosterilmektedir (Gootwine, 2004).

2.4.3. GH Biyolojik Fonksiyonlari

Biiyline hormonu (GH), adindan da anlasilacagi gibi, biiyiime ve gelisme igin
zorunlu bir hormondur. Bununla birlikte, cinsel farklilasma ve pubertal olgunlagma
stireclerinde de yer almaktadir ve gonadal steroidogenez, gametogenez ve yumurtlamaya
katilmakla birlikte gebelik ve laktasyon tizerine de etkisi vardir. Bu eylemler, hipofiz
GH'nin dogrudan endokrin eylemlerini yansitabilir veya indiiksiyonuna aracilik
edebilmektedir. Bununla birlikte, GH gonadal, plasental ve meme dokularinda da
eksprese edildigi igin, hipofiz tarafindan salgilanan GH parakrin veya otokrin yollarla
hareket edebilmektedir (Hull ve Harvey, 2001).

GH, pek ¢ok hiicre tipinin biiylimesi ve farklilagmasini kontrol ederek direkt veya
indirek olarak olduk¢a genis fizyolojik etkilere sahiptir. Postnatal biiyiimenin yani sira
hipofiz bezi kaynakli GH, metabolik olarak yag molekiillerinin trigliseritlere
pargalanmasi, protein anabolizmasinin diizenlenmesi, glikoz saliniminin diizenlenmesi,
azot ve mineral dengesi, viicutta kemik, kas ve yag doku iizerinde 6nemli role sahip
oldugu bilinmektedir. Bununla birlikte laktasyon, meme gelisimi, lireme Ozellikleri
tizerine etkisinin olduguna dair birgok ¢aligma mevcuttur (Secchi ve Borromeo, 1997; Ge
ve ark., 2003; Moller ve Jorgensen, 2009).

GH genellikle cinsel olgunlasmanin zamanlamasi i¢in gereklidir. GH'nin cinsel
olgunlagsmadaki onemi bazi ¢alismalarda, maymunlara ve GH eksikligi olan gocuklara
GH uygulamasinin cinsel olgunlagsmay1 hizlandirmasi ile ortaya konmustur (Darendeliler
ve ark., 1990; Stanhope ve ark., 1992). GH, luteinize edici hormonu (LH) aktive ederek
(Bartke ve ark. 1999) veya kuvvetlendirici androjen etkisinin artirilmasiyla da cinsel
olgunlagma siirecini hizlandirabilmektedir (llondo ve ark. 1982).

In vivo olarak yapilan c¢alismalar, GH'nin gametogenezi ve steroidogenezi
etkilemek i¢in yumurtalik iizerinde de nemli bir role sahip oldugunu géstermektedir. In
vivo kosullarda GH uygulamasindan kaynaklanan insiilin benzeri biiyiime faktorii-1 (IGF-

I, Insulin-like Growth Factor-1) artis1 ve IGF-I'in yumurtalik aktivitesini uyarma tizerine
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etkisi de ortaya konmustur (Adashi ve ark., 1985). Aslinda, disaridan GH uygulamasi,
hem GH hem de IGF-I'in yiikselmesine sebep olmaktadir. Ancak, IGF-1'deki fizyolojik
artiglar normal olarak hipofiz kaynakli GH sekresyonunda diisiise yol agmaktadir. Ancak
cok sayida in vitro ¢aligma ovaryumlarda GHR mRNA ve proteinin bulunmasi, GH'nin
direkt yumurtalik eylemlerinin gonadotropine bagimli ve bagimsiz fonksiyonlarmda
onemli bir modiilasyon sagladigini gostermektedir. Canli gametlerin ve yeterli miktarda
steroid tiretilmesi, folikiil ve oosit i¢inde meydana gelen bir dizi biyokimyasal siireci de
beraberinde getirmektedir. GH, folikiil ve gametin olgunlasmasini etkilemekte ve
dolayisiyla yumurta verimin artmasini saglamaktadir (Hull ve Harvey, 2001).

GH, ozellikle folikiiler gelisimde Onemli bir rol oynamaktadir. Yapilan
caligmalarda GH baglanma aktivitesi domuz folikiillerinde (Quesnel, 1999) ve balik
yumurtaliklarinda erken folikiilogenez sirasinda zirve yaptigi gézlemlenmistir (Gomez
ve ark., 1998). Bununla birlikte, folikiiler biiylime ve intraovaryan kaynakli IGF-I, GH
uygulamasini takiben erken folikiilogenezde IGF-I'i de icermektedir (Yoshimura ve ark.,
1993; 1994).

GH, folikiilogenez ve luteinizasyonun daha sonraki asamalarini uyarmak i¢in
gonadotropinler ile birlikte hareket etmektedir (Eckery ve ark., 1997). GH, folikiil
seciminde de rol oynamaktadir. Domuz granulosa hiicrelerinde GH baglayict bolgeler,
atretik folikiillerde kayboldugu (Quesnel, 1999) ve sigirlarda dominant folikiiliin
gelisiminin biiyiime hormonu reseptorii (GHR, Growth Hormone Receptor) eksikligi
sebebiyle etkilendigi yapilan ¢aligsmalarla ortaya konmustur (Chase ve ark., 1998). GH,
LH etkisini kuvvetlendirerek folikiillerin canli kalmasini ve hiicre proliferasyonunu
arttirabilmektedir. Ciinkii GH eksikligi LH reseptorlerinin azalmasi ile iligkilidir.
Insanlarda, GH'nun granulosa hiicrelerinde folikiilojenik etkisi, FSH'ye bagimli olup IGF-
I'den bagimsizdir (Ovesen ve ark., 1994; Ovesen 1998).

GH, oviilasyonda esansiyel olmayan fakat kolaylastirict bir rol oynamaktadir.
Ornegin, GH tek basina koyunlarda oviilasyona neden olamasa da (Davis ve ark., 1990),
domuzlar (Gilbertson ve ark., 1991) ve tavsanlarda (Yoshimura ve ark., 1993),
gonadotropin kaynakli oviilasyon, disaridan GH uygulamasi ile 6nemli dl¢iide artirildig
bildirilmistir (Yoshimura ve ark. 1994).

GH geninin farkl ¢iftlik hayvani tiirlerinde farkli verim ozellikleri i¢in bugiine

kadar yapilan bir¢ok ¢alisma mevcuttur. Yapilan calismalarda asagida literatiir Gzeti
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verilecek olan siit verimi tlizerine etkilerinin yami sira kecilerde, siitten kesim Oncesi
giinliik canli agirlik artisi, stitten kesim agirligi, cidago yiiksekligi, viicut uzunlugu, gégiis
cevresi (Hua ve ark., 2009; An ve ark., 2010), dol verimi, korpus luteum sayisi (Zhang
ve ark., 2011); koyunlarda siitten kesim agirlig1, siitten kesim Oncesi giinliik canli agirlik
artis1 (Tahmoorespur ve ark., 2011; Hajihosseinlo ve ark., 2013; Cauveri ve ark., 2016),
3, 6 ve 9 ay canli agirlik (Moradian ve ark., 2013), kesim oncesi canli agirlik, karkas
agirhigl, yarim karkas agirligi, bazi karkas 6zellikleri, et randimani (Garlov ve ark., 2017;
Meira ve ark., 2019), kalp ¢evresi, skrotum gevresi (Marques ve ark., 2006), elyaf
uzunlugu, lile ¢ap1 (Yousefi ve Azari, 2012; Farag ve ark., 2016), kuzulama orani
(Yousefi ve ark., 2013b), fetiis biiyiime ve gelisimi (Koch ve ark., 2010); sigirlarda siit
yagt (Khatami ve ark., 2005), siit protein ylizdesi (Lagziel ve ark. 1996, 1999), giinliik
canli agirhik artis1, canli agirlik, karkas verimi, mermerlesme (Beauchemin ve ark., 2006;
Maylinda, 2011), dogum agirlig1 (Biswas ve ark., 2003), siitten kesim agirligi (Hernandez
ve ark., 2016), iireme dzellikleri (Mullen ve ark., 2011; Oner ve ark., 2017; Amiri ve ark.,
2018); bogalarda canli agirlik artisi, kabuk yagi kalinligi (Thomas ve ark., 2007), sperm
konsantrasyonu, sperm motilitesi, sperm hacmi, ortalama testis ¢evresi ve uzunlugu
(Lechniak ve ark., 1999; Gorbani ve ark., 2009); domuzlarda meme sayzisi, kalp agirligi,
akciger agirligi, karkas uzunlugu, gerdan agirligi (Faria ve ark. 2006), yag depolama
(Knorr ve ark., 1997) ve dol verimi (Kmiec ve ark., 2008) iizerine etkisi oldugu
bildirilmistir.

GH geni sitogenetik lokasyonu sigirlarda 19926 ve koyunlarda 11g25 (Hediger ve
ark., 1990) ve kegcilerde 19922 kromozom (Schibler ve ark., 1998; Pinton ve ark., 2000
izerinde yer almaktadir. GH geni kromozom yeri ve gen yapist Sekil 2.12.°de

sunulmustur.
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Sekil 2.12. GH geni kromozom yeri ve gen yapisi

Kec¢i GH geni niikleotid dizisinin NCBI (Gene ID: 100861230) veri bankasinda
1.634 baz ciftinden, bes ekzon ve dort introndan olustugu bildirilmistir. GH geni NCBI
veri bankasinda NC 030826.1 nolu erisim numarast ile 47.735.339-47.736.972
niikleotidler arasinda olup ve ekzon 1, 1-13 bg; ekzon 2, 261-421 bg, ekzon 3, 649-765
be, ekzon 4, 995-1.156 bg ve ekzon 5, 1.434-1.634 baz ciftleri arasinda yer almaktadir.

2.4.4.GH Geni Siit Verim Ozellikleri Uzerine Etkisi

Yao ve ark. (1996), Holstayn sigirlarinda GH gen polimorfizmi ile siit verimi
arasindaki iligkiyi PCR-SSCP yontemi ile incelemislerdir. Sekanslama sonucunda 2.7 kb
uzunlugundaki bolgede toplamda 6, ancak siit verimi ile iliskilendirdikleri intron 3
bolgesinde T>C transisyonu (GH4.1) ve ekzon 5 bolgesinde A>C transversiyonu (GH6.2)
olmak tizere iki polimorfizm tespit etmislerdir. GH4.1%/ GHA4.1° genotipine sahip
bireylerin GH4.1%/ GH4.1've GH4.1/ GH4.1" genotiplerine gore daha yiiksek miktarda
siit (P<0.05), yag (P=0.0076) ve protein (P=0.0018) verimine sahip oldugunu
saptamislardir. Benzer sekilde GH6.2 lokusunda da siit verim oOzellikleri agisindan

GH6.2% allelinin daha avantajli oldugunu gézlemlemislerdir. Calismada GH4.1 ve GH6.2
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gen ikame ortalama etkisinin laktasyonda £300 kg siit verimi, £8 kg yag icerigi ve +7 kg
protein icerigi oldugunu bildirmislerdir.

Falaki ve ark. (1997), italya’da yetistirilen Simental 1rk1 s181r ve bogalarda GH/Taql
polimorfizmini ile siit verim Ozellikleri arasindaki iliskiyi PCR-RFLP yontemi ile
incelemislerdir. Popiilasyonda AA, AB ve BB genotip frekanslarini sigirlarda sirasiyla
0.853, 0.140 ve 0.007; bogalarda ise 0.797, 0.183 ve 0.020 olarak tespit etmislerdir.
Calismada incelenen lokusun sigirlarda siit verim 6zellikleri ile iligkisi istatistiksel olarak
onemli olmasa da, bogalarda siit verimi agisindan BB genotipine sahip bireylerde
damizlik degerinin AA genotipine gore yiiksek oldugunu bildirmislerdir (P<0.05).

Malveiro ve ark. (2001), Algarvia kecilerinde GH geninin ekzon 1, ekzon 2, ekzon
3, ekzon 4 ve ekzon 5 bolgelerinin siit verimi lizerine etkisini PCR-SSCP yontemi ile
incelemislerdir. Ekzon 4 bolgesindeki polimorfizmden kaynaklanan F/F genotipi ve
ekzon 5 bolgesindeki A/A genotipine sahip bireylerin siit verimlerinin yiiksek oldugunu
bildirmislerdir (P<0.05).

Dybus (2002a), Polonya’da yetistirilen Siyah ve Beyaz sigirlarda intron 3
lokusunda 329 bg¢ uzunlugundaki bolgede GH/Mspl polimorfizminin birinci, ikinci ve
liclincli laktasyondaki siit verim oOzellikleri ile iliskisini PCR-RFLP yontemi ile
incelemistir. Popiilasyonda GH* ve GH- allel frekanslarini sirasiyla 0.873 ve 0.127; +/+,
+/-, -/- genotip frekanslarin1 ise 0.766, 0.215 ve 0.019 olarak tespit etmistir. incelenen
lokus i¢in siit verimi bakimidan genotipler arasi1 farklilik istatistiksel olarak onemli
bulunmus ve GH +/+ genotipine sahip bireylerin siit verimlerinin (laktasyon I, P<0.01;
laktasyon 11 ve 11, P<0.05), siit yag verimi (laktasyon I, P<0.01), siit yag icerigi
(laktasyon I ve 11, P<0.05; laktasyon 11, P<0.01), siit protein verimi (P<0.01), siit protein
icerigi (laktasyon II, P<0.05) bakimindan avantajli oldugunu bildirmistir.

Dybus (2002b), Polonya’da yetistirilen Siyah ve Beyaz sigirlarda ekzon 5
lokusunda GH/AIlul polimorfizminin (Leu/Val) birinci, ikinci ve tgiincii laktasyondaki
siit verim 6zellikleri ile iliskisini PCR-RFLP ydntemi ile incelemistir. Popiilasyonda GH"
ve GHY allel frekanslarini sirasiyla 0.815 ve 0.185; LL, LV ve VV genotip frekanslarin
ise 0.653, 0.324 ve 0.023 olarak tespit etmistir. Calismada Leu/Val polimorfizminin siit,
yag ve protein verimi iizerine etkisi sadece birinci laktasyonda istatistiksel anlamda
onemli bulunmus ve LL genotipine sahip bireylerin en yiiksek verime sahip oldugunu

bildirmistir (P<0.01).
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Marques ve ark. (2003), Serrana kegilerinde ekzon 1, ekzon 2, ekzon 3, ekzon 4,
ekzon 5 bolgesinde GH gen polimorfizmini PCR-SSCP yontemi ile incelemislerdir.
Calismada Ribatejano ekotipi i¢in ekzon 4 bolgesinde A/B genotipinin siit, yag ve protein
verimi lizerine, ekzon 1 bolgesinde A/B ve ekzon 2 bélgesinde B/B genotiplerinin protein
yiizdesi (P<0.05) iizerine pozitif etkisinin oldugu saptanmis, Jarmelista ekotipi igin ise
ekzon 2 bolgesinde A/B genotipinin siit veriminin yiiksek oldugunu bildirmiglerdir
(P<0.05).

Lan ve ark. (2007c), Cin’de yetistirilen baz1 kegi irklarinda GH geni tizerinde bes
farkli lokusun siit verimi iizerine etkisini PCR-SSCP ve PCR-RFLP yontemleri ile
incelemisglerdir. Calismada incelenen lokuslara iliskin primerler GH1 ve GH2 (5 UTR);
GH3 ve GH4 (ekzon 2 ve flanking bolgesi) ve GHS (ekzon 5 ve 3° UTR) olarak
belirlenmistir. PCR-SSCP sonuglarina gore incelenen lokuslarda ekzon 5 bdlgesinin
ticlincii ve dordiincii laktasyonda siit verimi lizerine etkisinin istatistiki anlamda 6nemli
oldugunu tespit etmislerdir (P=0.044, P=0.034). Genomda ¢ogaltilan bolgelere iliskin cok
fazla varyasyon tespit edilmis, ancak ekzon 5 ve 3 UTR bdlgesinde meydana gelen
1651T>G mutasyonu i¢cin Kpnl restriksiyon enzimi kullanilarak genotipleme
yapmisglardir. Genotipleme sonucunda Xinong Saanen, Laoshan, Guanzhong, Shaannan
White, Guizhou White, Angora ve Boer keg¢i irklarinda GH-G allel frekansini sirasiyla
0.142, 0.092, 0.032, 0.131, 0.059, 0.050 ve 0.00 olarak saptamiglardir. Popiilasyonlar
arasinda TG genotipi ve G allel frekansinin siit verimi yiiksek olan keci irklarinda (Saanen
ve Loashan) daha yiiksek oldugu ve daha diisiik siit verimi olan kegilerde (Guanzhong)
daha diisiik frekansta oldugunu (P<0.05, P<0.01), TT genotipi ve T allel frekansinin ise
Boer kegilerinde (yliksek canli agirlik, diistik dol verimi) ve diger ke¢i irklarinda ise
yiiksek dol verimi ile iligkilendirmislerdir (P<0.05, P<0.01). Sonu¢ olarak TT ve TG
genotipinin siit verimi, dol verimi ve dogum agirlig1 lizerine etkisinin oldugunu
bildirmiglerdir.

Pawar ve ark. (2007), Hindistan’da yetistirilen Kankrej, Gir ve Holstayn irki
sigirlarda GH1/Alul (ekzon 5), GH2/Mspl (intron 3) ve GH3/Haelll (3> UTR) lokuslar1
ile laktasyon siit verimi arasindaki iliskiyi PCR-RFLP yontemi ile incelemislerdir.
Kankrej s1gir popiilasyonu GH1 lokusu i¢cin monomorfik oldugu tespit edilmis ve GH2
lokusu i¢in CC, CO ve DO genotip frekanslar1 sirasiyla 0.07, 0.21 ve 0.72, GH3 lokusu
icin EE, EF ve FF genotip frekanslar1 0.13, 0.07 ve 0.80 olarak saptamislardir. Gir sigir
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popiilasyonunda GH1, GH2 ve GH3 lokuslar1 i¢in sirasiyla AA, AB, BB genotip
frekanslar1 0.98, 0.02 ve 0.00; CC, CO ve DO genotip frekanslar1 0.02, 0.27 ve 0.71; EE,
EF ve FF genotip frekanslar1 0.08, 0.22 ve 0.72 olarak tespit edilmistir. Holstayn
sigirlarinda ise GH1, GH2 ve GH3 lokuslari i¢in sirasiyla AA, AB, BB genotip frekanslari
0.54, 0.40 ve 0.06; CC, CO ve DO genotip frekanslar1 0.86, 0.10 ve 0.04; EE, EF ve FF
genotip frekanslart 0.40, 0.54 ve 0.06 olarak saptanmistir. Calisma sonucunda Kankre;j,
Gir ve Holstayn sigirlarinda genotipler arasindaki farkliligin etkisi birinci laktasyonda
istatistiksel olarak onemli bulunmamistir. Ancak Kankrej ve Gir sigirlarinda laktasyon
stit veriminin Holstayn sigirlarindan daha diisiik oldugunu bildirmislerdir (P<0.05).

Hua ve ark. (2009), Boer kegilerinde GH1 ve GH2 polimorfizmini inceledigi
calismada GH1 bolgesinde tanimlanan A ve B allel frekanslarinin sirasiyla 0.5812 ve
0.4188; AA ve AB genotip frekanslarinin ise 0.1623, 0.8377 oldugunu tespit etmistir.
Ayni calismada GH2 bdlgesine ait C ve D allel frekansini sirasiyla 0.9286 ve 0.0714; CC
ve CD genotip frekanslarini ise 0.8571, 0.1429 ve 0.16 oldugunu saptamistir.
Popiilasyonun Hardy Weinberg dengesinden sapma gosterdigini bildirmistir (P<0.001).

Komisarek ve ark. (2011), Polonya’da yetistirilen Jersey irki sigirlarda ekzon 5
bolgesindeki GH/Alul polimorfizmini PCR-RFLP yontemi ile incelemislerdir. incelenen
lokusta C ve G allel frekanslarini sirasiyla 0.53 ve 0.47; CC, CG ve GG genotip
frekanslarini ise 0.31, 0.44 ve 0.25 olarak gézlemlemis ve popiilasyonun Hardy-Weinberg
dengesinde oldugunu saptamislardir. Caligmada incelenen lokusun siit verimi, siit yag ve
protein miktar1 iizerine etkisi istatistiksel anlamda 6nemli bulunmasa da buzagilama
aralig1 ve servis periyodu iizerine etkisinin énemli oldugu (P<0.01), bununla birlikte CC
genotipine sahip bireylerde bu siirelerin daha kisa oldugunu gézlemlemislerdir.

Oner ve ark. (2011), Isvigre esmeri ve Holstayn ki sigirlarda GH/Mspl
polimorfizmini PCR-RFLP yontemi ile incelemislerdir. Her iki irka ait popiilasyonlarda
Mspl (+) allel varlig1 predominant olarak belirlenmis ve Mspl (+) allel frekansinin Isvicre
Esmeri ve Holstayn irk1 sigirlarda sirastyla 0.9623 ve 0.8158 oldugunu tespit etmislerdir.
Her iki 1rk i¢in popiilasyonlarin Hardy-Weinberg dengesinde oldugunu bildirmislerdir.

Krasnopiorova ve ark. (2012), Litvanya’da yetistirilen 10 farkli sigir irk1 izerinde
GH/Alul polimorfizmini PCR-RFLP yo6ntemi ile incelemislerdir. Popiilasyon genelinde
A ve B allel frekansini sirasiyla 0.751 ve 0.249 oldugunu ve A allel frekansinin (0.900)
Hereford irkinda, B allel frekansinin (0.438) ise Simental irkinda yaygin oldugunu tespit

81



etmislerdir. AA, AB ve BB genotip frekanslarinin ise popiilasyon genelinde sirasiyla
0.629, 0.244 ve 0.127 oldugunu ve AA, AB ve BB genotip frekanslarinin sirasiyla
Hereford (0.900), Lithuanian Black (0.556) ile Lithuanian Black ve White (0.375) sigir
popiilasyonlarinda yaygmn oldugunu belirtmislerdir. Calismada incelenen lokusun
laktasyon siit verimi, siit yag orani ve protein verimi iizerine etkisi istatistiksel anlamda
onemli bulunurken (P<0.05), A allelinin siit yag yiizdesini artirdigi ve B allelinin ise
laktasyon boyunca siit voliimiinii artirdigini bildirmislerdir.

Heidari ve ark. (2012), Holstayn sigirlarinda intron 4 ve ekzon 5 bolgelerini igeren
282 bg uzunlugundaki GH/Alul lokusunu PCR-RFLP yontemi ile incelemisler ve L ile V
allel frekansinin sirasiyla 0.884 ve 0.116 oldugunu tespit etmislerdir. GH/Alul lokusun
sigirlarda siit verimi tizerine etkisinin istatistiki olarak onemli (P<0.05) oldugunu
belirtmislerdir. Incelenen lokusta LL genotipine sahip hayvanlarm LV genotipine sahip
hayvanlara gére daha fazla siit verimine sahip olduklarini (P<0.05) ancak VV genotipine
sahip bireylerin diger genotiplere gore daha yiiksek siit verimine sahip olsalar da bu
farkliligin istatistiksel diizeyde 6nemli olmadigini bildirmislerdir.

Dettori ve ark. (2013), Italya’da yetistirilen Sarda kegilerinde GH gen polimorfizmi
ile sit verim ozellikleri ile iligkisini PCR-SSCP yontemi ve sekanslama yaparak
incelemislerdir. Ekzon 1 ve ekzon 5 arasindaki bolge sekanslanmis ve 14 polimorfik, 7
monomorfik olmak iizere toplamda 21 adet SNP tespit etmislerdir. Calismada ekzon 2,
ekzon 3, ekzon 4 ve ekzon 5’in siit verimi; ekzon 1 ve ekzon 3’iin siit yag orani; ekzon 1,
ekzon 3, ekzon 4 ve ekzon 5’in ise siit protein orani lizerine etkisinin istatistiksel anlamda
onemli oldugunu bildirmislerdir (P<0.01).

Rincon ve ark. (2013), Kolombiya’da yetistirilen Holstayn sigirlarinda intron 3
bolgesini iceren GH/Mspl polimorfizmi ile siit verimi ve kompozisyonu arasindaki
iligkiyi PCR-RFLP yontemi ile incelemislerdir. Popiilasyonda +/+, +/- ve -/- genotip
frekanslar sirasiyla 0.73, 0.26 ve 0.01 olarak saptamislardir. Bununla birlikte incelenen
lokusun siit verimi ve siit protein orani iizerine etkisi 6nemli bulunurken (P<0.05), +/+
genotipine sahip bireylerinin siit verimlerinin yiiksek oldugunu bildirmislerdir.

Hadi ve ark. (2015). Iran’da yetistirilen Holstayn 1rk1 sigirlarda ekzon 5°te yer alan
428 bc uzunlugundaki bolgede GH/Alul polimorfizmini PCR-RFLP yontemi ile
incelemislerdir. Popiilasyonda L ve V allel frekansini sirasiyla 0.69 ve 0.31; LL, LV ve

VV genotip frekanslarini ise yine ayn sira ile 0.39, 0.61 ve 0.00 olarak saptamiglardir.
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Calismada incelenen lokusun siit verimi lizerine etkisinin istatistiksel anlamda 6nemli
olmadigini bildirmislerdir.

Mete (2016), Kil kegilerinde GH1 ve GH2 polimorfizmini inceledigi ¢alismada
GH]1 bolgesinde tanimlanan A ve B allel frekanslarini sirasiyla 0.51 ve 0.49; AA, AB ve
BB genotip frekanslarini ise 0.19, 0.65 ve 0.16 oldugunu tespit etmistir. Ayni ¢alismada
GH2 bolgesine ait C ve D allel frekansini sirasiyla 0.50 ve 0.50; CC, CD ve DD genotip
frekanslarini ise 0.16, 0.68 ve 0.16 oldugunu saptamistir. Popiilasyonun Hardy Weinberg
dengesinden sapma gosterdigini bildirmistir (P<0.001).

Arslan ve ark. (2016), Holstayn sigirlarinda GH1 geni ile siit verimi arasindaki
iligkiyi inceledikleri calismada C ve T allel frekanslarini sirastyla 0.847 ve 0.153; CC, CT
ve TT genotip frekanslarimi ise yine ayni sira ile 0.73, 0.24 ve 0.03 olarak tespit
etmislerdir. Calismada genotipler ile ekspresyon seviyeleri arasinda istatistiksel anlamda
onemli bir iliski olmadigin1 saptamislardir. incelenen lokusta genotipler aras1 farkliligin
laktasyon siit verimi iizerini bir etkisi olmazken giinliik siit verimi iizerine etkisi
istatistiksel anlamda 6nemli oldugunu tespit edilmis (P<0.05) ve TT genotipine sahip

bireylerin giinliik siit verimlerinin daha yiiksek oldugunu belirtmislerdir.
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3. MATERYAL ve YONTEM
3.1. Materyal
3.1.1. Calismanin Yiiriitiildiigii Bolgeye Ait Bilgiler

Kilis ili Hatay-Maras olugu ile Firat irmagi arasinda uzanan Gaziantep platosunun
giineybat1 kisminda olup Tiirkiye-Suriye sinir1 boyunca yer alir. Bu konumuyla saha,
Akdeniz ve Giineydogu Anadolu Bolgeleri arasindaki gegis kusagi lizerinde bulunur
(Kesici, 1994). Kilis ili 38 derece 27' ve 38 derece 01' boylamlari ile 36 derece 38' ve 37
derece 32' arasinda bulunmakta ve yizolgiimi 1.428 km? oldugu bildirilmektedir
(Anonim, 2019c). Meteoroloji Genel Miidiirliigii niin son 59 yillik verileri incelendiginde
Kilis’te yillik sicaklik ortalamasi 17.2 °C, yillik ortalama en yiiksek sicaklik 23.4 °C ve
en diisiik sicaklik ise 11.8 °C’dir. Bununla birlikte, yillar arasinda en yiiksek sicakligin
44.9 °C ve en diisiik sicakligin ise -12 °C’ye ulastig1 goriilmektedir (Anonim, 2019d).

Kilis ilinde bitkisel iiretim ve hayvancilik énemli bir gelir kaynagidir. TUIK 2018
yil1 verilerine gore il niifusu 142.541 oldugu goriilmektedir. Kilis ili yiizolgtimii 1.428
km?, bu topraklarin yaklasik %70’ini tarim arazileri olusturmaktadir. Bununla birlikte
Ciftci Kayit Sistemi’ne (CKS) kayitl arazi varliginin 526.304 da ve CKS’ye kayitli ¢iftci
sayismin ise 8.795 kisi oldugu bilinmektedir (TUIK, 2019). Kilis ilinin cografi konumu
Sekil 3.1.’de sunulmustur (Anonim, 2019c).

)

) Gt | T N

{
ﬁ/
l\l
N
]
S

Sekil 3.1. Kilis ilinin cografi konumu
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3.1.2.Hayvan Materyali

Tirkiye’de genellikle Kilis, Hatay, Gaziantep, Adana, Adiyaman, Mersin ve
Kahramanmaras illerinde yetistiriciligi yapilan ve yerli gen kaynaklarimizdan olan Kilis
kegileri siitgli bir 1rk olup ekstansif ve yar1 entansif sartlarda yetistirilmektedir. Kilis
kegilerinin yetistirici kosullarinda Osmanli Devleti zamanindan bu yana Suriye orjinli
olan Damascus (Sam) kegileri ile yerli ke¢i irklarimizdan olan Kil kegilerinin kontrolsiiz
olarak ciftlestirilmesi sonucu ortaya ¢ikmis oldugu diistiniilmektedir. Kilis kegilerinin
morfolojik olarak Kil kecilerinden daha iri ve Damascus kecilerinden ise daha kii¢iik
yapida oldugu goriilmektedir. Bununla birlikte uzun kulak yapisi, dis biikkey burun, meme
yapist ve kil ortiisii ile benzerlik gostermektedir. T.C. Tarim ve Orman Bakanligi
HAYBIS Veteriner bilgi sistemi kayitlarinda 1rk olarak kayitl olmasa da birgok ilde
yetistiriciligi yapilan Kilis kegilerinin sayisal varliginin yaklasik 500.000 bas civarinda
oldugu tahmin edilmektedir (Keskin ve ark., 1996; Keskin, 2000; Keskin ve ark., 2016;
Keskin ve ark., 2017a; 2017b).

Kilis kegileri gegmisten gilintimiize yliksek siit ve dol verimi 6zellikleri nedeniyle
bir¢ok arastirmaciya ¢alisma konusu olmustur (Yarkin ve Soénmez, 1961; Sengonca,
1974; Tuncel ve Askin, 1982; Tuncel ve ark., 1983; Yalcin, 1986; Ozcan, 1989; Baltact,
1990; Giiney ve ark., 1992; Keskin, 1995; Keskin ve ark., 1996; Ozder, 2006; Aktepe,
2009; Alizadehasl ve Unal, 2011; Giil ve ark., 2016; Keskin ve ark., 2016; Keskin ve ark.,
2018; Ozdemir ve Keskin 2018). Kilis kegileri morfolojik olarak genellikle siyah renkli
uzun kil ortiisiine sahip olmakla birlikte siiriilerde gri-kahverengi ve alaca renklere de
rastlanmaktadir. Kulaklar uzun ve sarkiktir. Boynuzlu ve boynuzsuz tipler de mevcuttur.
Boynuzlar disi kecilerde kiigiikk ve arkaya kivrik, tekelerde ise kuvvetli ve uzundur.
Kemik ve kas gelisimi ile iyi bir viicut yapisi, gelismis meme yapisi ile de siit¢ii tip
goriiniimii 6ne ¢ikmaktadir. Cidago yiiksekligi tekelerde 56-75 cm, disi kegilerde ise 60-
70 cm olmakla birlikte canli agirlik tekelerde 50-60 kg, disi kegilerde ise 35-45 kg
dolaylarindadir. Siit¢ii bir 1tk olarak kabul edilen Kilis kecilerinin laktasyon siireleri
ortalama 260 giin, laktasyon siit verimleri 200-300 kg olmasimin yaninda iyi bakim
besleme kosullar1 altinda 400-500 kg’a kadar ulagmaktadir. Ozcan ve ark. (1974)
bildirisine gore Kilis kegilerinin 171 giinliik laktasyonda 204.5 kg siit verimi ve dogum

basina diisen dol verimi ise 1.1 olarak saptanmistir. Eker (1968) tarafindan siitlerindeki
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yag oraninin diger irklardan daha yiiksek oldugu ve kegi basina ortalama 500-600 g kil
verimine sahip oldugu bildirilmistir (Ozder, 2006; Giiney, 2010).

Yapilan ¢alismalarda Kilis kegilerinin gebelik oran1 %100, doguran kegiye gore
oglak verimi %128.2, laktasyon siiresi 177.9 giin ve pazarlanabilir siit veriminin 95.24 1
oldugu (Keskin ve ark., 1996) ve Kilis kegisi oglaklarinda ise dogum agirliklarinin 2.33
ile 5.60 kg arasinda degistigi bildirilmistir (Keskin ve Tiiney, 2015). Kilis kecilerinin
ekstansif sartlarda doguran kecgiye gore oglak verimi %115.56, pazarlanabilir siit verimi
215.5 |, laktasyon siiresi 212.5 giin, laktasyon siit verimi 293.7 I; yar1 entansif sartlarda
ise doguran kegiye gore oglak verimi %131.1, pazarlanabilir siit verimi 304.1 1, laktasyon
stiresi 256.5 giin, laktasyon siit verimi ise 408.3 1 olarak bildirilmistir (Giil ve ark., 2016).
Kilis x Kil melezi kegilerde tek dogum orani1 %50, ikiz dogum orani %50, dogum agirlig
3.5 kg, siitten kesim agirligi 10.1 kg ve pazarlanabilir siit verimi 298.6 | olarak
hesaplanmistir (Keskin ve ark., 2016). Yine Kilis kegilerinde 2013, 2014 ve 2015 yillarina
ait laktasyon siiresi sirastyla 226.8, 207.1 ve 232.4 giin; laktasyon siit verimi 347.6, 315.7
ve 375.6 kg; dogum orani1 %89.0, %87.3 ve %90.0; dogum agirhig: 3.7, 3.5 ve 3.4 kg;
stitten kesim agirligi 11.9, 12.8 ve 12.1 kg; dol verimi 1.36, 1.23 ve 1.33; tek dogum orani
%67.2, %64.3 ve %68.5; ikizlik oran1 %30.4, %31.4 ve %29.7; ligiizliik oran1 %2.4, %4.3
ve %1.8 ve yasama giiciiniin ise %83.2, %91.4 ve %92.7 oldugu bildirilmistir (Keskin
ve ark., 2017b). Bir diger ¢alismada ise Kilis kecilerinde pazarlanabilir siit veriminin
295.2 1 oldugu bildirilmistir (Giil ve ark., 2018). Kilis kecilerinde yillik ortalama dogum
orant %87.3-90, dol verimi 1.23-1.36, dogum agirhigr 3.4-3.7 kg, siitten kesim agirligi
11.9-12.8 kg, laktasyon siiresi 207-232 giin ve laktasyon siit verimlerinin 315-375 kg
arasinda degistigi bildirilmistir (Keskin ve ark., 2018). Kilis ve Gaziantep illerinde
yapilan bir ¢alismaya gore ise ikizlik orani sirasiyla %35.9 ve %27.1; dogum agirlig, 3.5
kg ve 3.6 kg; siitten kesim agirhigi, 12.7 ve 13.1 kg; laktasyon siiresi 227.7 ve 165.6 giin
ve pazarlanabilir siit verimi 308.8 ve 212.8 | oldugu bildirilmistir (Ozdemir ve Keskin,
2018).

Bu ¢aligma kapsaminda kullanilan Kilis kegilerine ait bir goriiniim Sekil 3.2.°de
sunulmustur (Fotograf: Sabri Giil). Fotograftan da anlasilacag: iizere siyah kil ortiisii
popiilasyonda dominant olarak karsimiza ¢ikarken farkli renkte kil rengine sahip olan

bireylerde goriilmektedir.
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Sekil 3.2. Kilis kegisi siiriisiinden bir goriiniim

Calisma, “Halk Elinde Ulkesel Kii¢iikbas Hayvan Islah1” projesinin alt projesi olan,

T.C. Tarim ve Orman Bakanligi, Tarimsal Arastirmalar ve Politikalar Genel Miidiirligii
(TAGEM) ile Hatay Mustafa Kemal Universitesi Ziraat Fakiiltesi Zootekni Boliimii

Ogretim Uyesi Prof. Dr. Mahmut KESKIN liderliginde gerceklestirilen ve Kilis Koyun

Kegi Yetistiricileri Birligi tarafindan ortaklasa yiiriitiilen “Kilis Kegilerinin Halk Elinde

Islah1” projesi kapsaminda yiiriitilmistiir. Kilis ilinde bu proje kapsaminda tizerinde

durulan gen bolgelerinin siit verim 6zellikleri ile iligkilerini tespit etmek amaciyla 4 elit

stiriden toplamda 227 bas disi kegiden kan ornegi alinmistir. Calismada Ornekleme

yapilan siiriilere ait bilgiler ve hayvan sayilar1 asagida Cizelge 3.1.’de verilmistir.

Cizelge 3.1. Denemede kullanilan stiriilere ait bilgiler

Brnck
Yetistirici Adi Kisaltma Lokasyon Orne Siirii
Sayisi
Abdi SURUCU ASR Merkez, Kuzuni 33 Elit
Okkas DOGANYILMAZ ~ ODY Merkez, Yukan 56 Elit
Besenli
Cemil KAYA CKY Merkez, Cengel 95 Elit
Osman COBAN OCB Merkez, Karatas 43 Elit
Toplam 227
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3.2. Yontem

Calismada POUI1F1 (intron 5, ekzon 6, 3’ flanking bolgesi), PRLR (3 UTR), B-
laktoglobulin (ekzon 7, 3° UTR), GH1 (ekzon 2, intron 2 ve ekzon 3) ve GH2 (ekzon 4)
genleri lizerinde belirtilen lokuslardaki polimorfizmler belirlenmis ve genotipler ile ele
alinan siit verim 6zellikleri arasinda bir iliskinin olup olmadig: tespit edilmistir. S6z
konusu gen bolgelerindeki polimorfizmleri belirlemek amaciyla alinan kan 6rneklerinden
DNA ekstraksiyonu, elde edilen DNA’larin kalite ve miktar tayini, incelenecek olan
genler tizerinde belirlenen bolgelerin PCR ile ¢ogaltilmasi, ¢ogaltilan bolgelerde
polimorfizm varligi ya da yoklugunu saptamak amaciyla PCR-RFLP analizi ve
genotipleme yapilmistir. Calismanin laboratuvar analizleri Aydin Adnan Menderes
Universitesi Tarimsal Biyoteknoloji ve Gida Giivenligi Uygulama ve Arastirma Merkezi
(ADU-TARBIYOMER) biinyesinde  gergeklestirilmistir.  Calismada  arastirma
yonteminin islem basamaklari sirasiyla asagida verilmistir.

Projenin Etik Kurul izni Hatay Mustafa Kemal Universitesi Hayvan Deneyleri
Yerel Etik Kurulu yonergesine uygun bulunarak 29.09.2016 tarih 2016/8-1 numarali

karar ile tarafimiza bildirilmistir.

3.2.1. Kilis Kegilerine Ait Fenotipik Verilerin Toplanmasi

Laktasyon siit verimi hesaplamak i¢in, 2017 yilinda oglaklarin dogumunu takiben
Ocak ve Ekim aylar1 arasinda 28’er giinlilk donemler halinde siit verim kontrolleri
yapilmustir. Siit veriminin tespiti, ICAR yontemi ATC metoduna gore yapilmistir (Esitlik
3.1). Daha sonra her kegi i¢in laktasyon siit verimlerinin hesaplanmasinda Fleischman
metodu (Esitlik 3.2) kullanilmigtir (Keskin, 2000).

ST
K SV — B A S_A (31)

Ksv, Kontrol giinii siit verimi, kg

Ba, Bireyin aksam siit verimi, kg

St, Siirlinlin sabah ve aksam toplam siit verimi, kg

Sa, Siirliniin aksam toplam siit verimi, kg
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X1+X,
2

X(n—l) +X,
2

Y =A4:X; + (4, — 4;) + -+ (Ap — Am-1)) (3.2)

Y, siit verimi, kg

A, iki siit kontrolii ara siire, giin

X, kontrol giinii siit verimi, kg

Laktasyon siiresi, oglaklarin dogmasi neticesinde laktasyonun baslamasi ile son siit
kontroliiniin yapildigi tarihler arasindaki giin sayis1 olarak hesaplanmistir.

Ortalama giinliik siit verimi, hesaplanan laktasyon siit veriminin laktasyon siiresine

boliinmesi ile hesaplanmustir.

3.2.2. Kan Orneklerinin Toplanmasi ve Muhafaza Edilmesi

Kan o6rnekleri teknigine uygun olarak hayvanlarin Vena Jugularis’ine hafif baski
yapilarak igne tutucuya (holder) yerlestirilen igne ile antikoagiilant olarak K3-EDTA
igeren Vakumlu tiiplere kontrollii bir sekilde dolmasi saglanmistir (Sekil 3.3). Yaklasik 9
ml kan toplanan tiiplerin {izerine hayvanin kulak numarasi, igletme bilgileri ve tarih
yazilmig, +4 ©°C’de laboratuvara getirilmis ve molekiiler genetik analizlerin

gerceklestirilecegi tarihe kadar -20 °C’de muhafaza edilmistir.

Sekil 3.3. Kilis kegilerinden kan 6rnegi alinirken bir goriiniim



3.2.3.DNA izolasyonu

Genetik materyalde bilgi, canli organizmalarin hiicre ¢ekirdeginde, organellerde,
mitokondride DNA veya RNA seklinde depolanmaktadir. DNA ve RNA molekiiler
diizeyde bir azotlu baz, bir pentoz sekeri (5 karbonlu seker) ve bir fosfat grubu
icermektedir (Klug ve ark., 2005). DNA molekiilii kullanilarak yapilacak ¢alismalarda
yiiksel molekiil agirligina sahip DNA molekiiliiniin saf bir sekilde elde edilmesi
calismanin ve sonuglarin dogrulugu agisindan 6nemlidir (Cseke ve ark., 2004). Bu
baglamda DNA izolasyonu igin bir¢cok teknik gelistirilmis ve giiniimiizde fenol-
kloroform (Sambrook ve Russel, 2006), tuzla ¢oktirme (Miller ve ark., 1988;
Montgomery ve Sise, 1990) ve ticari DNA izolasyon Kkitleri gibi birgok yontem
kullanilmaktadir.

DNA izolasyonu i¢in temel basamaklar asagidaki gibidir (Doyle, 1996; Watson ve
ark., 2004; El-Ashram ve ark., 2016).

» Lysis; Hiicre duvariin ve membraninin ¢esitli kimyasal ve enzimler araciligiyla
pargalanarak (Tris, EDTA, SDS, Proteinaz K gibi) DNA molekiiliiniin serbest
birakilmasi ve DNA’y1 hidrolize eden enzimlerin inaktive edilmesi islemidir.

» Purifikasyon; Bazi yontemler ile (organik ekstraksiyonu, tuzla ¢oktiirme, sezyum
klorid yogunluk gradiyenti gibi) protein bilesiklerinin ve RNA’nin DNA
molekiiliinden uzaklastirilmasi ve ¢oziiniir hale getirilmesi islemidir.

» Presipitasyon; Coziinebilir hale gelen DNA molekiiliiniin soguk etanol ile
yikanmasi ile yogunlastirilmasi sonucu goriiniir hale gelmesiyle Tris-EDTA ile
¢Ozdiiriilmesi islemidir.

Calismada, kecilerden alinan kan 6rneklerinden DNA ekstraksiyonu, Miller ve ark.
(1988) ile Montgomery ve Sise (1990) tarafindan bildirilen tuzla ¢oktiirme protokolii esas
alinarak yapilmistir (Sekil 3.4). Analizlerde kullanilan stok ¢ozeltilerin igerikleri ile DNA
ekstraksiyon protokoliine ait bilgiler EK 1 ve Ek 2’de sunulmustur. Ek 2’de belirtilen
protokole ek olarak DNA miktar1 ve kalitesini arttirmak amaciyla protokolde bazi

modifikasyonlar yapilmistir.
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Sekil 3.4. Calismada kullanilan kan 6rnekleri ve elde edilen genomik DNA

3.2.4.Kalite ve Miktar Tayini

Spektrofotometreler, siv1 igerisine belli dalga boyunda 1s1k gonderildikten sonra
15181n s1vi1 igerisinde ne kadarinin absorbe edilip edilmedigi esasina dayanarak calisir. Stvi
icerisindeki madde miktarina bagl olarak sogurulan 1513 miktar1 degisir. Gonderilen ve
gecen 151k orani absorbans adi verilen optik dansite (OD) degeri ile dlgiiliir. Spektral
Ol¢iimlerde niikleik asitler (DNA, RNA) 260 nm ve proteinler ise 280 nm maksimum
absorbansa sahiptir. Bu iki dalga boyunda elde edilen absorbanslarin oran1 (A260/280)
ise saflik derecesini verir. Beklenen saflik degeri ise DNA i¢in ~ 1.8, RNA ig¢in ise ~ 2.0
olarak kabul edilir. Benzer sekilde 230 nm dalga boyunda elde edilen absorbans degerleri
ise bize kontaminasyon (fenol, trizol, glikojen, protein, vs) varligini gostermektedir
(Sambrook ve ark., 1989).

DNA izolasyonu sonucunda elde edilen genomik DNA’larda kalite tayini yapmak
ve miktarini saptamak {izere NanoDrop Spektrofotometre (Thermo Fisher 2000/2000c,
USA) cihaz1 kullanilmistir. Orneklerin saflig1 igin A260/280 degeri 1.7-2.0 aralikta,
miktart ise 50-100 ng/ulL araliginda olacak sekilde optimize edilmistir. Elde edilen
genomik DNA’lar %1°lik agaroz jel elektroforezde yiiriitiilerek kontrol edilmis ve PCR
islemi gergeklestirilinceye kadar +4 °C’de muhafaza edilmistir. Elektroforez asamasinda
kullanilan TBE Elektroforez/Jel Tampon Cozeltisi ile ilgili protokol Ek 3’te sunulmustur.

Calismada DNA izolasyonu sonrasinda kalite ve miktar tayini yapmak iizere
kullanilan NanoDrop Spektrofotometre cihazi (Thermo Fisher Scientific, USA) Sekil
3.5’te goriilmektedir.
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Sekil 3.5. NanoDrop Spektrofotometre cihazi
3.2.5.PCR ile DNA Cogaltim

PCR (Polymerase Chain Reaction, Polimeraz Zincir Reaksiyonu), herhangi bir
organizmaya ait bir hiicre dongiisiinde dogal olarak gergeklesen DNA kopyalama
isleminin, in vitro kosullarda Thermal Cycler (termal dongiileyici) cihazi kullanilarak
cesitli kimyasallar yardimiyla bir tiip icerisinde taklit edilmesidir (Mullis, 1990). PCR
temel islem basamaklar1 asagidaki gibidir.

»  Denaturation (DNA zincirinin agilmasi)

Genomik DNA’nin yaklasik 5 dakika siire boyunca 92-95 °C derece araliginda
denatiire edilerek ikili sarmal yapi arasindaki hidrojen baglarinin kirilmast sonucu
acilarak cift sarmal yapidan tek zincir haline gelmesi islemidir. Islem sonucunda iki yeni
komplementer (tamamlayic1) zincir elde edilmektedir (Watson ve ark., 1992).

»  Annealing (Primerlerin agilan DNA zincirine baglanmast)

Genomik DNA iizerinde hedeflenen bdlgenin ¢ogaltilmast amaciyla primerlerin
belirlenen sicaklikta komplementer zincirlere yapismasi saglanir. Bu basamakta Thermal
Cycler cihazinda 30-90 saniye siire i¢in hesaplanan annealing sicakligina (37-65 °C)
diistirilmektedir. Annealing sicakligi genel olarak primer iizerindeki niikleotidler dikkate
alinarak 2(A+T) + 4(C+G) seklinde hesaplanmaktadir. Oligoniikleotid primerler
tasarlanirken ise primer-dimer yapisi olusturmayacak sekilde sentezlenmelidir (Innis ve
Gelfand, 1990).
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»  Primer Extension (Baglanan primerlerin uzamasi)

Komplementer zincirlere baglanan primerler optimum calisma sicakligi olan 72
°C’de yaklasik 5 dakika siire boyunca DNA polimeraz enzimi araciliiyla ¢ozelti iginde
bulunan dNTP (deoksiriboniikleozid trifosfatlar) bazlarmin (A,C,T,G) 5> — 3’ yoniinde
primerin 3 OH ucuna eklenerek yeni olusan zincirin uzamasini saglar (Erlich ve ark.,
1991). Cogaltilmasi hedeflenen bolge, iki oligoniikleotid primerinin arasinda kalan
bolgenin uzunlugu kadardir (Hadidi ve ark., 1995; McPherson ve Moller, 2000).

Bu islem basamaklar1 Thermal Cycler’da 25-45 defa tekrarlanarak ¢ogaltilmak
istenen DNA fragmentinin milyarlarca kopyasi elde edilir (Sekil 3.6.). PCR islemi
sonucunda elde edilen DNA fragmentleri ¢esitli boyalar ile boyanarak elektroforezde
gozlemlenir (Hadidi ve ark., 1995).

Termal dongiileyicide gergeklesen reaksiyon esnasinda hedef bolgelerin ¢ogaltimi

ile ilgili gorsel Sekil 3.6.’da sunulmustur (Anonim, 2019e).
1.dongl 2.dongl 3.dongl 30.dongii
-
[ —

Template DNA .

B ey
T 230=10° kopya ;
L —_—
L =
)+ Ammaing )+ Exonson ~
21=2 kopya 22=4 kopya 23=8 kopya

Sekil 3.6. PCR dongiisii

Caligmada POUF1, PRLR, B-LG, GH1 ve GH2 genine ait kullanilan primerler ile
ilgili bilgiler Cizelge 3.2.’de verilmistir.

93



Cizelge 3.2. Calismada kullanilan primerlerin baz dizilimleri

Primer ismi Primer Baz dizisi Uriin boyutu
POU1F1_F 5>-CCATCATCTCCCTTCTT-3 450 be
POU1F1 R 5’-AAT GTACAATGTGCCTTCT-3’

PRLR_F 5-AGT GAG AGT TAT GGA AGG ATG-3’ 443 be
PRLR R 5’-AAG GTT AAGCAACTGGTCTT-3’

B-LG_F 5’-CGG GAG CCTTGG CCCCTC TG-3° 427 be
B-LG_R 5’-CCTTTG TCG AGT TTG GGT GT-3’

GH1 _F 5’-CTCTGC CTG CCC TGG ACT-3’ 422 be
GH1 R 5’-GGA GAA GCA GAAGGC AACC-3

GH2_F 5’-TCA GCA GAG TCT TCA CCA AC-3° 116 be
GH2 R 5’-CAA CAA CGC CAT CCT CAC-3’

NCBI gen bankast MH892432.1 erisim numarali referans niikleotid dizisi verilen
POU1F1 geni intron 5’in bir kismi (1-44 bg), ekzon 6 (45-255 bg) ve 3' flanking bolgesini
(256-450 bg) igeren 450 baz ¢ifti uzunlugundaki gen bolgesinin baz dizilimi Sekil 3.7.’de
verilmistir.

POU1F1 geni hedeflenen bolge i¢in POU1F1-F (CCATCATCTCCCTTCTT) ve
POULF1-R (AATGTACAATGTGCCTTCT) primerleri kullanilarak PCR ile
amplifikasyonu gergeklestirilmistir. Bu primerlerin bir¢ok arastirici tarafindan da
kullanildig1 bilinmektedir (Lan ve ark., 2007b; Lan ve ark., 2009b; Feng ve ark., 2012; Li
ve ark., 2016; Isik, 2016). Ancak, arastiricilarin da literatiirlerinde bildirdikleri bu
primerler laboratuvar analizleri yapilirken PCR asamasinda {izerinde ¢alisilan popiilasyon
icin genomda hedeflenen bolgeye spesifik olarak baglanamadigi tespit edilmis ve
primerler {izerinde baz1 modifikasyonlar yapilmistir. Bu baglamda, anilan arastiricilarin
literatiirlerinde belirtilen PRLR-R primerinin ucundaki son ii¢ niikleotid olan -GAG-
dizisi ¢ikartilarak primerler sentezlettirilmistir.

PCR amplifikasyonu sirasinda kullanilan reaksiyon bilesenleri i¢in toplam 30 ul
PCR karigimi; ~100 ng genomik DNA, 1X PCR Buffer (10 mM Tris—HCI pH 8.3, 50 mM
KCI, NEB), 2 mM MgClz, 200 uM dNTP mix (ABM), 0.5 uM forward ve reverse primer,
0.625 U Taqg DNA polimeraz (NEB) olacak sekilde hazirlanmig ve Cizelge 3.3.°te
sunulmustur.

Termal Cycler protokolii, ilk denatiirasyon 95°C’de 5 dk, denatiirasyon 94°C’de 45
sn (36 dongii), baglanma 52°C’de 45 sn, uzama 68°C’de 1 dk ve son uzama 68°C’de 10

dk olacak sekilde diizenlenmistir. Termal Cycler protokolii ise Cizelge 3.4.’te verilmistir.
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primer bélgesi
|

| |
1| ccatcatctc cottot: IS SRS - - <
€1l gccctggaga gacactttgg agaacagaat aagccttcct cgcaggagat

121 gcoctgaagaac taaacctgga gaaagaagtbtg gtgagggttt ggttttgtaa

181 agagaaaaac gggtgaaaac aagcctgaat cagagcttat ttcctatctc

241 cttgaatgca gatag

201

36l

421

tgctaaagac
cctgaggatg
ccgaagacag
taaggagcat

Y
primer bolgesi

Sekil 3.7. POUIF1 geni iizerinde ¢ogaltilan bolge

NCBI gen bankas1 KJ572972.1 erisim numarali referans niikleotid dizisi verilen
PRLR geni 3 UTR (1-443 bg) igeren 443 baz ¢ifti uzunlugundaki gen bolgesinin baz
dizilimi Sekil 3.8.’de verilmistir.

PRLR geni bolgeyi PRLR-F
(AGTGAGAGTTATGGAAGGATG) ve PRLR-R (AAGGTTAAGCAACTGGTCTT)

iizerinde hedeflenen cogaltmak iizere
primerleri kullanilarak PCR ile amplifikasyonu gergeklestirilmistir. Bu primerler bir ¢ok
arastirmaci tarafindan da kullanilmistir (Hou ve ark., 2014b; An ve ark., 2015)

PCR amplifikasyonu sirasinda kullanilan reaksiyon bilesenleri i¢in toplam 30 ul
PCR karisimi; ~100 ng genomik DNA, 1X PCR Buffer (750 mM Tris—HCI pH: 8.8, 200
mM (NH4)2S04, 0.1 %(v/v) Tween 20, Thermo Scientific, USA), 2 mM MgClz, 200 uM
dNTP mix (ABM), 1 uM forward ve reverse primer, 1 U Taq DNA polimeraz (Thermo
Scientific, USA) olacak sekilde hazirlanmis ve Cizelge 3.3.’te sunulmustur.

Termal Cycler protokoli, ilk denatiirasyon 95°C’de 5 dk, denatiirasyon 94°C’de 40
sn (35 dongii), baglanma 51.4°C’de 40 sn, uzama 72°C’de 1 dk ve son uzama 72°C’de 10
dk olacak sekilde diizenlenmistir. Termal Cycler protokolii ise Cizelge 3.4.’te verilmistir.

primer bdlgesi
l

el
121
181
2471
301
36l
427

aGtgagagtt atagaageat Gogttaaatt

acgtggaatg
tcccagttca
CcCCcagaacaaa
agattatatg
taggtatatt
gtcaaaattg
ttg

cactctacca
ctcttcattc
tcattccatc
ttcaatgata
ctctggaaaa
tttaccatga

gagagggctoc
tctattttca
ttgtgtgatt
taaaagcaca
ggoccttcatg
gaagatggta

primer bdlgesi

gtgattttcc
aagaacagga
accagttgcc
tgtagattta
ttgcctagta
gtttcatatg
gataggagag

ttcaggtaac
ttagaatgac
tctttttcca
cttttttgct
ttocttgagag
Tgacagaggg
aaatgccatg

Sekil 3.8. PRLR geni {izerinde ¢ogaltilan bolge

95

attacagagt
actacccaac
acagctgatt
attagttatc
acagtgccaa
gtataagtca
aaaaccactc



NCBI gen bankast Z33881.1 erisim numarali referans niikleotid dizisi verilen B-LG
geni ekzon 7’nin bir kism1 (1-174 bg) ve 3° UTR (175-427 bg) igeren 427 baz cifti
uzunlugundaki gen bolgesinin baz dizilimi Sekil 3.9.’da verilmistir.

B-LG geni hedeflenen bolge i¢in B-LG-F (CGGGAGCCTTGGCCCCTCTG) ve B-
LG-R (CCTTTGTCGAGTTTGGGTGT) primerleri kullanilarak PCR ile amplifikasyonu
gerceklestirilmigtir. Bu primerler birgok arastirici tarafindan da kullanilmistir (E1-Hanafy
ve ark., 2010; 2015).

PCR amplifikasyonu sirasinda kullanilan reaksiyon bilesenleri i¢in toplam 30 ul
PCR karigim1; ~100 ng genomik DNA, 1X PCR Buffer (10 mM Tris—HCI pH 8.3, 50 mM
KCI, NEB), 1.5 mM MgCI2, 200 uM dNTP mix (ABM), 0.5 uM forward ve reverse
primer, 0.625 U Taq DNA polimeraz (NEB) olacak sekilde hazirlanmig ve Cizelge 3.3.’te
sunulmustur.

Termal Cycler protokoli, ilk denatiirasyon 95°C’de 5 dk, denatiirasyon 95°C’de 40
sn (35 dongii), baglanma 60.9°C’de 1 dk, uzama 68°C’de 90 sn ve son uzama 68°C’de 10

dk olacak sekilde diizenlenmistir. Termal Cycler protokolii ise Cizelge 3.4.’te verilmistir.

primer bdlgesi

1
&1
121 CECEC

121 ccttctgagt ctttocctgga caacgggcag ggggbtggaga aggcoccocoggca cagggbtgggg
241 agtggtctgg ctcagaggat gacagcgggg cbtgggatcca gggcocgtctge atcacagtot
301 tgtgacatct gggggcccac acacatcact gtggctcttt gaaactttca ggaaccaggg
3£l agggactcag cagagatatc tgccagttac cttggagtgt tcagtca
4z
pn'nl:ler
bélgesi

Sekil 3.9. B-LG geni iizerinde ¢ogaltilan bolge

NCBI gen bankas1 D00476.1 erisim numarali referans niikleotid dizisi verilen GH1
geni ekzon 2’nin bir kism1 (1-126 bg), intron 2 (127-353 bg) ve ekzon 3 bolgesininin
(354-422 be) bir kismini igeren 422 baz ¢ifti uzunlugundaki gen bolgesinin baz dizilimi
Sekil 3.10.’da verilmistir.

GH geni iizerinde iki farkli bolge incelenmistir. GH geni GH1 bdlgesi icin GH1-F
(CTCTGCCTGCCCTGGACT) ve GH1-R (GGAGAAGCAGAAGGCAACCQC)
primerleri kullanilarak PCR ile amplifikasyonu gergeklestirilmistir. Bu primerler bir¢ok
arastirici tarafindan da kullanilmistir (Hua ve ark., 2009; Mete, 2016).

96



PCR amplifikasyonu sirasinda kullanilan reaksiyon bilesenleri i¢in toplam 30 ul
PCR karisimi; ~100 ng genomik DNA, 1X PCR Buffer (750 mM Tris—HCI pH: 8.8, 200
mM (NH4)2S04, 0.1%(v/v) Tween 20, Thermo Scientific, USA), 2 mM MgCl, 200 uM
dNTP mix (ABM), 0.6 uM forward ve reverse primer, 1 U Taq DNA polimeraz (Thermo
Scientific) olacak sekilde hazirlanmig ve Cizelge 3.3.’te sunulmustur.

Termal Cycler protokoli, ilk denatiirasyon 95°C’de 5 dk, denatiirasyon 95°C’de 30
sn (36 dongii), baglanma 63°C’de 30 sn, uzama 72°C’de 45 sn ve son uzama 72°C’de 10
dk olacak sekilde diizenlenmistir. Termal Cycler protokolii ise Cizelge 3.4.’te verilmistir.

primer bolgesi
\

1
el
121 gtaa gctccoccoccaga gatgtgtoct agaggtgggg aggcaggaag gggtgaatcc

181 grcacccocctc cacacaatgg gagggaactyg aggacctcag tggtatttta toccaagtaag
241 gatgtggtca ggggagtaga aatgggggtg tgtggggtgg ggagggttcoccoc gaataaggcoca
301 gtgaggggaa ccacacacca gcttagaccec gggtgggtgt gttotoccoccoccoccec cag

361

421

—

primer bolgesi

Sekil 3.10. GH geni iizerinde ¢ogaltilan GH1 bolgesi

NCBI gen bankas1 D00476.1 erisim numarali referans niikleotid dizisi verilen GH2
geni ekzon 4’tin bir kismi (1-116 bg) igeren 116 baz ¢ifti uzunlugundaki gen bolgesinin
baz dizilimi Sekil 3.11.’de verilmistir.

GH geni GH2 bolgesi igin GH2-F (TCAGCAGAGTCTTCACCAAC) ve GH2-R
(CAACAACGCCATCCTCAC) primerleri kullanilarak PCR ile amplifikasyonu
gergeklestirilmistir. Bu primerler birgok arastirici tarafindan da kullanilmistir (Hua ve
ark., 2009; Mete, 2016).

PCR amplifikasyonu sirasinda kullanilan reaksiyon bilesenleri i¢in toplam 30 ul
PCR karisimi; ~100 ng genomik DNA, 1X PCR Buffer (750 mM Tris—HCI pH: 8.8, 200
mM (NH4)2S0a, 0.1%(v/v) Tween 20, Thermo Scientific, USA), 1.5 mM MgCls, 200 uM
dNTP mix (ABM), 0.6 uM forward ve reverse primer, 1 U Taq DNA polimeraz (Thermo
Scientific) olacak sekilde hazirlanmis ve Cizelge 3.3.’te sunulmustur.

Termal Cycler protokolil, ilk denatiirasyon 95°C’de 5 dk, denatiirasyon 94°C’de 30
sn (42 dongii), baglanma 54°C’de 30 sn, uzama 72°C’de 45 sn ve son uzama 72°C’de 10

dk olacak sekilde diizenlenmistir. Termal Cycler protokolii ise Cizelge 3.4.’te verilmistir.
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primer bolgesi

1 tecagcagagt cttcaccaac agcctggtgt ttggcacctc ggaccgtgtc tatgagaagc
£1 tgaaggacct ggaggaaggc atcctggcecge tgatgegggt gaggatggeg ttgtt

primer bolgesi
Sekil 3.11. GH geni iizerinde ¢ogaltilan GH2 bolgesi

Calismada PCR amplifikasyonu i¢in gerekli bilesenler ve konsantrasyonlari

Cizelge 3.3.’te sunulmustur.

Cizelge 3.3. PCR reaksiyonu bilesenleri

Bilesen adi

Son konsantrasyon

POU1F1 PRLR B-LG GH1 GH2
ddH.O (pH 7.0) - - - - -
10X PCR Buffer 1X 1X 1X 1X 1X
MgCl, 2mM 2mM 1.5 mM 2mM 1.5 mM
dNTP mix 200 uM 200 uM 200 uM 200 uM 200 uM
F Primer 0.5 uM 1 uM 0.5 uM 0.6 uM 0.6 uM
R Primer 0.5 uM 1 uM 0.5 uM 0.6 uM 0.6 uM
Taq DNA 0.625 U 1U 0.625 U 1U 1U
DNA 100 ng 100 ng 100 ng 100 ng 100 ng
Toplam (pl) 30 30 30 30 30

Caligmada PCR amplifikasyonu sirasinda gerekli olan termal dongiileyici kosullar

Cizelge 3.3.’te sunulmustur.

Cizelge 3.4. Termal dongiileyici kosullari

Gen Ik Denaturasyon Baglanma Uzama Dongu Final
Bolgesi Denaturasyon Sayisi Uzama
POULIF1 95°C(5dk) 94°C (45sn) 52°C(45sn) 68°C(1dk) 36 68 °C (10 dk)

PRLR  95°C(5dk) 94°C(40sn) 51.4°C(40sn) 72°C(1dk) 35 72°C (10 dk)

B-LG 95°C (5dk) 95°C (40sn) 60.9°C (1dk) 68 °C (90sn) 35 68 °C (10 dk)

GH1 95°C(5dk) 95°C(30sn) 63°C(30sn) 72°C(45sn) 36 72 °C (10 dk)

GH2 95°C(5dk) 94°C(30sn) 54°C(30sn) 72°C(45sn) 42  72°C (10 dk)

Calismada hedef bolgelerin ¢cogaltilmasi i¢in kullanilan Termal dongiileyici (Bio-

Rad C1000 Touch, USA) cihazi Sekil 3.12.’de goriilmektedir.
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Sekil 3.12. Calismada kullanilan termal dongiileyici

PCR islemi tamamlandiktan sonra hedeflenen bdlgelerin ¢ogalip ¢ogalmadigini
kontrol etmek amaciyla POU1F1, PRLR, 3-LG ve GH1 gen bolgelerine ait PCR iiriinleri
%2’lik jelde, GH2 genine ait PCR f{irlinleri i¢in fragmentler daha kiigiik oldugundan
dolay1 %3’liik jelde yiiriitiilerek kontrol edilmistir.

3.2.6.PCR Uriinlerinin Restriksiyon Endoniikleaz Enzimi ile Kesimi

Restriksiyon endoniikleaz olarak adlandirilan enzimler ¢ift zincirli DNA yapisini
spesifik tanima dizilerinden taniy1p, seker ve fosfat omurgasini kirarak iki zincir tizerinde
kesim yapabilen bir enzim tiirtidiir (Roberts, 1976; Kessler ve Manta, 1990; Pingoud ve
ark., 1993). Restriksiyon endoniikleazlar, bakterilerden izole edilmektedir ve ¢alisma
mekanizmalar1 incelendiginde yabanci DNA’lara karsi bir savunma mekanizmasi
gelistirdikleri goriilmektedir. Bakteri igerisine giren yabanci DNA’lar1 kesebilme
ozelliklerinden dolay1 hiicrelerarast bakteriyel patojenleri inaktive ederek kendisini
yabanci DNA ve viriislerden koruyabilmektedir. Bununla birlikte bakteri kendi DNA’sim
bu restriksiyon enziminin etkinliginden koruyabilmek adina DNA metilasyonu gibi ¢esitli
modifikasyonlar kullanmaktadir (Arber ve Linn, 1969; Kriiger ve Bickle, 1983;
Kobayashi, 2001). Bu enzimlerin ¢alisabilmesi igin 6zellikle Mg (magnezyum) gibi bazi
kofaktorlere ihtiyag duymaktadir. Restriksiyon endoniikleaz enzimlerinin 4 tipi
mevcuttur. Glinlimiizde farkli DNA dizilimini taniyan 300’e yakin restriksiyon enzimi

olmakla birlikte toplam sayilar1 3000°den fazla oldugu bilinmektedir.
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Bu ¢alismada hedef bolgelerin ¢cogaltilmasinin ardindan RFLP teknigi kullanarak
polimorfizmleri belirlemek amaciyla dort fakli restriksiyon endoniikleaz enzimi
kullanilmistir. Calismada kullanilan restriksiyon enzimleri ve tanima dizilerine yonelik

bilgiler Cizelge 3.5.’te verilmistir.

Cizelge 3.5. Kullanilan restriksiyon enzimleri ve tanima dizileri

Gen Bolgesi Restriksiyon Enzimi Tanima dizisi
POULF1 Alul > TClaas
LG Sacll (Cfr421) > al CGCC. 5
GH1 ve GH2 Haelll (BsuRI) 35 2218835

POULF1 geni iizerinde hedeflenen bolge iizerinde polimorfizmleri belirlemek
amaciyla Alul (ER0012, Thermo Fisher Scientific, USA), PRLR geni i¢in Rsal (ER1122,
Thermo Fisher Scientific, USA), B-LG geni i¢in Sacll (Cfr42I) (ER0205, Thermo Fisher
Scientific, USA), GH geni lizerinde GH1 ve GH2 bolgeleri igin ise Haelll (BsuRI)
(ER0151, Thermo Fisher Scientific, USA) restriksiyon endoniikleaz enzimleri
kullanilmastir.

Hedef boélgelerin PCR ile ¢ogaltilmasinin ardindan restriksiyon enzimi ile kesim

islemi i¢in reaksiyon bilesenleri Cizelge 3.6.’da sunulmustur.

Cizelge 3.6. Kesim enzimleri i¢in kullanilan reaksiyon bilesenleri

Reaksiyon Bileseni Miktar
ddH20 5ul
10X Buffer 4 ul
Kesim enzimi 1 ul
PCR iiriinii 30 ul
Total 40 ul

POUI1F1 gen bolgesi igin reaksiyon bilesenleri 30 ul PCR {irtinii: 10X Buffer Tango
(33mM Tris-asetat-pH: 7.9, 10 mM magnezyum asetat, 66 mM potasyum asetat, 0.1
mg/mL BSA), 1 ul Alul restriksiyon enzimi, 5 pl ddH20 ile 37 °C’de de 2 saat siire ile
inkiibasyona tabi tutulmus ve kesim sonrasinda iiriinler 65 °C’de 20 dakika tutularak

enzim inaktive edilmistir.
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PRLR gen bolgesi igin reaksiyon bilesenleri 30 ul PCR iiriinii: 10X Buffer Tango
(33mM Tris-asetat-pH: 7.9, 10 mM magnezyum asetat, 66 mM potasyum asetat, 0.1
mg/mL BSA), 1 ul Rsal restriksiyon enzimi, 5 pl ddH20 ile 37 °C’de de 2 saat siire ile
inkiibasyona tabi tutulmus ve kesim sonrasinda iiriinler 80 °C’de 20 dakika tutularak
enzim inaktive edilmistir.

B-LG gen bolgesi i¢in reaksiyon bilesenleri 30 ul PCR iirtinii: 10X Buffer B (10mM
Tris-HCL-pH: 7.5, 10 mM MgCl,, 0.1 mg/mL BSA), 1 ul Sacll (Cfr42l) restriksiyon
enzimi, 5 ul ddH20 ile 37 °C’de de 2 saat siire ile inkiibasyona tabi tutulmus ve kesim
sonrasinda tirtinler 65 °C’de 20 dakika tutularak enzim inaktive edilmistir.

GH geni tlizerinde GH1 ve GH2 bolgeleri i¢in reaksiyon bilesenleri 30 ul PCR
tirtinii: 10X Buffer R (10mM Tris-HCL-pH: 8.5, 10 mM MgCl;, 100 mM KCI, 0.1 mg/mL
BSA), 1 ul Haelll (BsuRl) restriksiyon enzimi, 5 ul ddH20 ile 37 °C’de de 2 saat siire ile
inkiibasyona tabi tutulmus ve kesim sonrasinda triinler 80 °C’de 20 dakika tutularak
enzim inaktive edilmistir.

Inkiibasyon sonucunda elde edilen iiriinler agaroz jel elektroforezde genotipleme

yapilincaya kadar +4 °C’de muhafaza edilmistir.

3.2.7.Agaroz Jel Elektroforez

Elektroforez, nispeten diizgiin bir elektriksel alan etkisi altinda yiiklii pargaciklarin
(iyonlarin) gogilinii ve ayrilmasini tanimlayan genel bir terimdir (Fritsch ve Krause, 2003).
Elektroforez yiik, boyut ve baglanma afinitesine bagl olarak molekiilleri ayirmak i¢in
kullanilmaktadir. Bu teknik esas olarak DNA, RNA, proteinler, niikleik asitler, plazmitler
ve bu makromolekiillerin pargalart gibi biyomolekiilleri ayirmak ve analiz etmek igin
uygulanir. Elektroforez babalik testi ve adli tipta oldugu gibi kaynak DNA'y1 tanimlamak
icin kullanilan tekniklerden biridir. Anyonlarin veya negatif yiiklii parcaciklarin
elektroforezi, anforez olarak; katyonlarin veya pozitif yiiklii parcaciklarin elektroforezi
ise kataforez olarak adlandirilmaktadir. Elektroforez ilk olarak 1807'de Moskova Devlet
Universitesi'nden Ferdinand Frederic Reuss tarafindan siirekli elektrik alanlarina maruz
kalan ve suda gog¢ eden kil pargaciklarimin hareketini fark etmesi ile ortaya ¢ikmistir
(Dukhin ve Derjaguin, 1974; Hunter, 1989; Anderson, 1989; Lyklema, 1995). Bir
elektroforetik sistem, bir elektrolit ad1 verilen bir iletken ortamla birbirine baglanmis iki

ters elektrottan (anot, katot) olusmaktadir. iyonik partikiiller iizerindeki ayirma etkisi,
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partikiiliin mobilitesinin (m) ve alan kuvvetinin (E) iyonik parcaciklarin hizlarindaki (v)
farkliliklardan kaynaklanmaktadir. Elektroforetik kosullar, elektriksel parametreler
(akim, gerilim, gii¢) ve partikiillerin i¢inde hareket ettigi ortami ifade eden iyonik kuvvet,
pH degeri, viskozite, por biiyiikliigii vb. gibi faktorlerle karakterize edilmektedir (Fritsch
ve Krause, 2003). Giinlimiizde yaygin olarak kullanilan birgok elektroforez tipi
mevcuttur. Caligmanin uygunluguna ve kullanim amacina goére agaroz jel elektroforez,
pulse field jel elektroforez, poliakrilamid jel elektroforez, iki boyutlu elektroforez,
izoelektrik focusing, kapillar (kilcal) elektroforez ve immunoelektroforez olarak
siiflandirmak miimkiindiir.

PCR irtinlerinin restriksiyon enzimleri ile kesimi sonucunda genotipleme
yapabilmek i¢in POU1F1, PRLR, B-LG ve GH1 i¢in %2’lik GH2 i¢in ise ayrim yapilacak
DNA fragmentleri daha kii¢iikk boyutta oldugu igin %3’liik agaroz jel kullanilmistir.
Agaroz Jel Elektroforez i¢in kullanilan c¢ozeltilerin igerigi Ek-3’te sunulmustur.
Elektroforez asamasinda kullanilacak olan ¢6zelti 6nce 10X TBE Elektroforez/Jel Stok
Tampon Cozeltisi olarak hazirlanmis ve sonrasinda ddH.O ile 1/20 oraninda
sulandirilarak hem jel hem de elektroforez tampon ¢ozeltisi olarak kullanilmistir.

%2’lik agaroz jel hazirlanirken 2 gr agaroz, %3 liik agaroz jel i¢in ise 3 gr agaroz
tartilarak erlenmayer igerisine konmus ve tizerine 100 ml 0.5X TBE jel tampon ¢ozeltisi
(54 gr Tris-Base, 27.5 gr Borik Asit, 20 ml 0,5 M EDTA-pH 8,0) eklenerek mikrodalga
firinda yaklasik 2-3 dk boyunca ¢ozelti iyice seffaf bir hal alincaya kadar kaynatilmigtir.
Ardindan yaklagik 60 °C dereceye kadar sogutulan ¢ozelti igerisine 5 pl DNA
fragmentlerini boyayarak goriinmesini saglayan niikleik asit boyas1 (G108 Nucleic Acid
Stains, Safe View Classic, ABM) eklenerek homojen bir sekilde dagilmasi saglanmistir.
Jel tanki icerisine kuyucuklari olusturacak olan tarak dikkatli bir sekilde yerlestirilmis ve
sabitlenmistir. Daha sonra hazirlanmis olan agaroz jel s1v1 halde iken jel tankinin igerisine
baloncuk olusturmayacak sekilde dikkatlice dokiilmiistiir. Yaklasik 20-30 dk siire
boyunca donmasi beklenen agaroz jel, 0.5X TBE elektroforez tampon ¢ozeltisi ile dolu
elektroforez kiivetine yerlestirilmis ve tarak dikkatli bir sekilde kuyucuklardan
cikartilmistir. Jelin ilk kuyucuguna, DNA bantlarinin boyutlarini 6l¢ebilmek adina PRLR,
B-LG ve GHI gen bolgeleri i¢in 50 bp (SM0373 GeneRuler 50 bp DNA ladder, ready to
use, Thermo Fischer Scientific, USA), POU1F1 ve GH2 gen bdlgeleri ig¢in low range
DNA markoér (SM1191 GeneRuler Low Range DNA Lader, Thermo Fischer Scientific)
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yiiklenmistir (Sekil 3.13). Bir bagka zemin iizerinde 10 pl kesim {irlinii icerisine 2 pl
yiikleme boyasi (6X Loading Dye, 10 mM Tris-HCI pH: 7.6, %0.03 bromophenol blue,
%0.03 xylene cyanol FF, %60 glycerol, 60mM EDTA, Thermo Fischer Scientific, USA)
eklenerek hazirlanan Ornekler, iizeri tamamen tampon ¢ozeltisi ile kapli olan jel

tizerindeki ceplere yiiklenmistir.

a b
Sekil 3.13. Calismada kullanilan 50 bp (a) ve low range (b) DNA ladder

Ornekler sabit voltajda 10V/cm olacak sekilde yaklasik 40 dk siire ile
yuritiilmiistir. Calismada kullanilan agaroz jel elektroforez (BioRad) cihazi Sekil

3.14.’te sunulmustur.
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Sekil 3.14. Calismada kullanilan agaroz jel elektroforez diizenegi

3.2.8.Genotipleme

POUIF1 geni NCBI gen bankast MH892432.1 erisim numarali 450 bg
uzunlugundaki niikleotid dizisi iizerinde meydana gelen niikleotid degisimi sonucu
polimorfik oldugu ve AGCT tanima dizisine sahip Alul restriksiyon endoniikleaz kesim
enzimi ile tespit edildigi bilinmektedir. PCR {irlinlerinin restriksiyon endoniikleaz kesim
enzimi ile reaksiyonu sonucu TT (340,110) TC (340, 216, 124, 110) ve CC (216, 124,
110) genotipleri elde edildigi bildirilmistir (Lan ve ark., 2007b). POU1F1/Alul

restriksiyon enzimi ile kesim sonucu olusan genotiplere ait gorsel Sekil 3.15.°te

sunulmustur.
340be 110be
| — 1 1
CCTGAATCAGAGTTTATTTCCTAT.................. TTATTTGGTTAGCTTCCAAACGTC
CCTGAATCAGAGTITTATTTCCTAT.................. TTATTTGGTTAGCTTCCAAACGTC |
1 | ]
340bg 110bg
340b¢ 110 be
[ - |
CCTGAATCAGAGTTTATTTCCTAT.................. TTATTTGGTTAGCTTCCAAACGTC TC
CCTGAATCAGAGCTTATTTCCTAT.................. TTATTTGGTTAGCTICCAAACGTC |
1 J1 ]
216 bg 124 be 110Db¢
216bg 124b¢ 110bg
| 1
CCTGAATCAGAGCTTATTTCCTAT.................. TTATTTGGTTAGCTTCCAAACGTC cc
CCTGAATCAGAGCTTATTTCCTAT................. TTATTTGGTTAGCTTCCAAACGTC |
1 |
216bg 124bg 110bg |

Sekil 3.15. POU1F1/Alul restriksiyon enzimi ile kesim sonucu olusan genotipler
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PRLR geni NCBI gen bankas1 KJ572972.1 erisim numarali1 443 b¢ uzunlugundaki
niikleotid dizisi tlizerinde 383. pozisyonda meydana gelen ¢.62130C>T niikleotid
degisimi sonucu polimorfik oldugu ve GTAC tanima dizisine sahip Rsal restriksiyon
endoniikleaz kesim enzimi ile tespit edildigi bilinmektedir. PCR {iriinlerinin restriksiyon
endoniikleaz kesim enzimi ile reaksiyonu sonucu CC (383, 60), CT (443, 383,60) ve TT
(443) genotipleri elde edildigi bildirilmistir (Hou ve ark., 2014b). PRLR/Rsal restriksiyon

enzimi ile kesim sonucu olusan genotiplere ait gorsel Sekil 3.16.’da sunulmustur.

60 be 383 be

CccC

| | |

.....ACATTACAGAGCACGTGGAATGCACTCTACCAGAGAGGGCTCAAGAACAG.....

| ....ACATTACAGAGCACGTGGAATGCACTCTACCAGAGAGGGCTCAAGAACAG.....
!

60 bg 383b¢

443 be

CT

| ....ACATTACAGAGTACGTGGAATGCACTCTACCAGAGAGGGCTCAAGAACAG. ...
...ACATTACAGAGCACGTGGAATGCACTCTACCAGAGAGGGCTCAAGAACAG.....
|

60b¢ 383 b¢

443 b¢

| .....ACATTACAGA! CGTGGAATGCACTCTACCAGAGAGGGCTCAAGAACAG.....
| .....ACATTACAGA! CGTGGAATGCACTCTACCAGAGAGGGCTCAAGAACAG.....

443bg

Sekil 3.16. PRLR/Rsal restriksiyon enzimi ile kesim sonucu olusan genotipler

B-LG geni NCBI gen bankasi Z33881.1 erisim numarali 427 b¢ uzunlugundaki
niikleotid dizisi tizerinde 349. pozisyonda meydana gelen G>A niikleotid degisimi sonucu
polimorfik oldugu ve CCGCGG tanima dizisine sahip Sacll restriksiyon endoniikleaz
kesim enzimi ile tespit edildigi bilinmektedir. PCR {irlinlerinin restriksiyon endoniikleaz
kesim enzimi ile reaksiyonu sonucu AA (427), AB (427, 349, 78) ve BB (349, 78)
genotipleri elde edildigi bildirilmistir (Pena ve ark., 2000; El-Hanafy ve ark., 2010, 2015).
B-LG/Sacll restriksiyon enzimi ile kesim sonucu olusan genotiplere ait gorsel Sekil

3.17.de sunulmustur.
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427b¢
| E |
+....GACCGGGACCGCGGTCACCTCTCCTGGGACCCAGGCCCCTCCAGGCCCCT..... i
.....GACCGGGACCGCGGTCACCTCTCCTGGGACCCAGGCCCCTCCAGGCCCCT......
| J
427bg
427bg
i | 1L
.....GACCGGGACCGCGGTCACCTCTCCTGGGACCCAGGCCCCTCCAGGCCCCT..... iH
.....GACCGGGACCGCAGTCACCTCTCCTGGGACCCAGGCCCCTCCAGGCCCCT.... ...
i | ]
78b¢ 349bg
78 be 349b¢
| |
.....GACCGGGACCG TCACCTCTCCTGGGACCCAGGCCCCTCCAGGCCCCT..... BB
.....GACCGGGACCG TCACCTCTCCTGGGACCCAGGCCCCTCCAGGCCCCT.......
| ]
78bg 349b¢

Sekil 3.17. B-LG/Sacll restriksiyon enzimi ile kesim sonucu olusan genotipler

GH geni tizerinde GH1 bdlgesi NCBI gen bankas1 D00476.1 erisim numarali 422
b¢ uzunlugundaki niikleotid dizisi iizerinde 366. pozisyonda meydana gelen A781G
transisyonu (Ser>Gly aa degisimi) meydana gelen niikleotid degisimi sonucu polimorfik
oldugu ve GGCC tanima dizisine sahip Haelll restriksiyon endoniikleaz kesim enzimi ile
tespit edildigi bilinmektedir. PCR {iriinlerinin restriksiyon endoniikleaz kesim enzimi ile
reaksiyonu sonucu AA (366, 56) ve AB (422, 366, 56) BB (422) genotipleri elde edildigi
bildirilmistir (Hua ve ark., 2009). GH1/Haelll restriksiyon enzimi ile kesim sonucu

olusan genotiplere ait gorsel Sekil 3.18.’de sunulmustur.

56be 366 bg
N | A\ 1
P GTCCTTGTCC CTGTTTGCCAACGCTGTGCTCCGGGC.................... | AA
| GTCCTTGTCC CIGTTTGECAACGEIGTGETCCEGEE . .. i =
S —
56hbe 366b¢
56be 366 bg
N | 1
| o=ccoaosaszed GTCCTTGTCCGACCTGTTTGCCAACGCTGTGCTCCGGGC......c.oeeveeee AB
.............. GICCTIGICCGGUCUTGTITIGOCCAACGCTGTIGCTCCGGGC . . .. ...
1 ]
422be
422be
o | ) | I
[ GTCCTTGTCCGGLCCTGTTTGCCAACGCTGTGCTCCGGGC......oeveeee iBB
.............. GICCTIGICCGGUOTGTTIGOCAACGOIGIGUICCGHLGe . . ..
1 J
422 b

Sekil 3.18. GH1/Haelll restriksiyon enzimi ile kesim sonucu olusan genotipler
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GH geni iizerinde GH2 bdlgesi NCBI gen bankast D00476.1 erisim numarali 116
b¢ uzunlugundaki niikleotid dizisi tizerinde 88. pozisyonda meydana gelen A1575G
niikleotid degisimi sonucu polimorfik oldugu ve GGCC tanima dizisine sahip Haelll
restriksiyon endoniikleaz kesim enzimi ile tespit edildigi bilinmektedir. PCR {iriinlerinin
restriksiyon endoniikleaz kesim enzimi ile reaksiyonu sonucu CC (88, 28), CD (116, 88,
28) ve DD (116) genotipleri elde edildigi bildirilmistir (Hua ve ark., 2009). GH2/Haelll

restriksiyon enzimi ile kesim sonucu olusan genotiplere ait gorsel Sekil 3.17.°de

sunulmustur.
28be 88 be
| |
................... GGAGGAAGGCATCCTGACCTGATGCGGGTGAG. ...
................... GGAGGAAGGCATCCTGACCTGATGCGGGTGAG. ...
1 | ]
28b¢ 88b¢
28bg 88 b¢
| | 1 | |
................... GGAGGAAGGCATCCTGACCTGATGCGGGTGAG. ....cooooooovvvvccne o
................... GGAGGAAGGCATCCTGGCCTGATGCGGGTGAG. ...
1 J
116 bg
116bg
| 1
................... GGAGGAAGGCATCCTGGLCTGATGCGGGTGAG .
................... GGAGGAAGGCATCCTGGLCTGATGCGGGTGAG
{ ]
116 bg

Sekil 3.19. GH2/Haelll restriksiyon enzimi ile kesim sonucu olugan genotipler

Agaroz jel elektroforezde yiiriitme isleminin tamamlanmasinin ardindan UV
goriintiileme cihazinda jel fotograflari gekilerek bilgisayara kaydedilmis ve genotipleme
yapilmigtir. Calismada kullanilan UV goriintiileme sistemi (Quantum, Vilber Lourmat,

France) Sekil 3.20.’de sunulmustur.
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Sekil 3.20. Calismada kullanilan jel goriintiileme sistemi

3.2.9. Verilere Yonelik Istatistiki Analizler

POU1F1, PRLR, B-LG, GH1, GH2 lokuslarinda gézlemlenen polimorfizmleri
sonucu elde edilen genotipler ile siit verim arasindaki iligki SPSS paket programinda
GLM (Genel Lineer Model) prosediirii kullanilarak hesaplanmistir (Kinnear ve Gray,
1994). Denemenin hayvan materyalini 2. ve 3. dogumunu yapan hayvanlar olusturmus ve
stit verimleri hesaplanirken dogum sayisi, dogum tipi ve isletme farkliligini giderecek
sekilde toplamali diizeltme faktorleri kullanilarak genel ortalamaya gore diizenlenmistir.
Denemenin matematik modeli; Yi=p-+aitej, seklindedir.

Modelde,

Yij, i. genotip grubunda j. hayvana ait hesaplanan siit verimi

L, popiilasyon ortalamasi

i, 1. genotipin etkisi

eij, hata pay1

POUL1F1, PRLR, B-LG, GH1, GH2 lokuslarinda allel ve genotip frekanslarinin
tespiti ve poptilasyonun Hardy-Weinberg (HWE) denge kontrolii ve tiim hesaplamalar
icin GenAlex 6.5 (Peakall ve Smouse, 2012) ve PopGene32 (Yeh ve ark., 2000) paket

programi kullanilmistir.
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4. ARASTIRMA BULGULARI ve TARTISMA
4.1. POULF1
4.1.1.POU1F1/Alul Genotipleme Sonuglari

Kilis kegilerine ait genomik DNA 6rneklerinden RFLP yontemiyle genotipleme
yapmak amaciyla PCR drinlerinin - Alul restriksiyon enzimi ile reaksiyonu
gerceklestirilmis ve genotipleme yapilmistir. Alul enzimiyle kesim sonucunda gogaltilan
450 b¢ uzunlugundaki bolgede TT (340, 110), TC (340, 216, 124, 110) ve CC (216, 124,
110) genotipleri belirlenmistir. 110 b¢ uzunlugundaki fragmentler ¢ok kii¢iik oldugundan
jelde goriintiilenememistir. Ancak 340, 216 ve 124 b¢ uzunlugundaki fragmentlerin
varligi ile genotipleme yapilabilmistir. Alul lokusu i¢in 6rnek jel goriintiisii Sekil 4.1.°de

sunulmustur.

Ladder

300 be

Sekil 4.1. POU1F1/Alul lokusunda elde edilen genotipler

Kilis kecilerinde dort farkl yetistiriciye ait siiriilerden yapilan 6rnekleme sonucu,
POUIF1/Alul lokusunun siiriilere gore allel frekanslarinin dagilimi Sekil 4.2.°de
sunulmustur. Sekil 4.2.’den de goriilecegi lizere T ve C allel frekanslar1 ASR siiriisiinde
sirasiyla 0.700 ve 0.300; ODY siiriisiinde 0.628 ve 0.372; CKY siiriisiinde 0.700 ve 0.300;
OCB siiriistinde ise 0.667 ve 0.333 olarak tespit edilmistir.

_ 0,800 -
£ ]
% 0,600 m ASR
= 0,400 - ..
= 0400 m ODY
= 0,200 - oy
| ]
< 0,000 -
T C 0GB
POU1F1

Sekil 4.2. Siiriiler bazinda POUF1/Alul lokusuna ait allel frekanslari
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POUF1/Alul lokusu siiriiler bazinda incelendiginde T allel frekansinin en yaygin
ASR ve CKY siiriilerinde C alleli ise en yaygin ODY siiriisiinde gézlemlenmistir. Sekil
4.2.°de yer alan frekans grafigi de siiriiler bazinda allel frekans dagilimlarinin benzer
diizeyde oldugunu ortaya koymaktadir. Allel frekanslarinin dagilimlar1 bakimindan
carpici bir fark s6z konusu degildir.

Popiilasyonda POUF1/Alul lokusuna ait genel allel ve genotip frekanslar ile
gozlemlenen (Ho), beklenen (He) heterozigotluk oranlar1 ve Ki-kare test degerleri

Cizelge 4.1.’de sunulmustur.

Cizelge 4.1. POUF1/Alul lokusuna ait allel ve genotip frekanslari

Allel Frekanslar: (%) Genotip Frekanslar: (%)
Lokuslar N Ho He a
T C TT TC CC

POU1F1 120 67.08 32.92 40.83 52.50 6.67 0.525 0.442 4.276"
Gozlemlenen (Ho) ve beklenen (He) heterozigotluk oranlari ve Ki-kare test degerleri; "P<0.05.

Cizelge 4.1.°den de goriilecegi tizere POUFL1/Alul lokusunda T ve C allel
frekanslari sirasi ile %67.08 ve %32.92; TT, TC ve CC genotip frekanslari ise yine ayni
sira ile %40.83, %52.50 ve %6.67 olarak tespit edilmistir. Popiilasyonda gozlemlenen
(Ho) ve beklenen (He) heterozigotluk oranlari sirasiyla 0.525 ve 0.442, Ki-kare test degeri
ise 4.276 olarak hesaplanmistir. POUF1/Alul lokusu bakimindan gézlenen (Ho) ve
beklenen (He) degerler arasindaki farklilik (%= 4.276) istatistiksel anlamda énemli olup
(P<0.05) popiilasyonun Hardy-Weinberg dengesinden sapma gosterdigi belirlenmistir.

Incelenen POUF1/Alul lokusu bakimindan popiilasyonun polimorfik oldugu ve T
allelinin popiilasyonda daha yaygin oldugu tespit edilmistir. Arastirma sonucunda, Kilis
kegilerinde T ve C allel frekanslart %67.08 ve %32.92 degeri ile Saanen kegilerinde
bulunan T allel frekans1 0.70 (Isik, 2016) ile uyumlu olup, Cin’de yetistirilen dort farkli
keci irkinda T allel frekans1 0.757 ile 0.976 arasinda degiskenlik gosterdigi bildirilmis
(Lan ve ark., 2009c) ve ¢alismada buldugumuz sonuglarin bu degerlerden diisiik oldugu
saptanmigtir. Ancak T allel varliliginin yaygin oldugunu gosteren ¢alismalar (Lan ve ark.,
2007b; Zhou ve ark., 2016) sonug¢larimiz1 desteklemektedir.

Genotip frekanslar1 incelendiginde ¢alismada TT, TC ve CC genotipleri
gozlemlenmis ve sonuglarmiza benzer sekilde CC genotipinin diisiik frekansta oldugu
(Lan ve ark., 2009c; Isik, 2016) ve hatta kimi ¢alismalarda bazi kegi popiilasyonlarinda
hi¢ gézlemlenmedigi bildirilmistir (Lan ve ark., 2007b; Lan ve ark., 2009c). Calismada,
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CC genotip frekansinin diisiik olmasmin sebebi hayvan sayisinin az olmasi olarak
aciklanabilir. Ancak hayvan sayisina bagli olmadan yapilan diger ¢alismalarda da CC
genotip frekansinin ¢ok diisiik veya popiilasyonlarda hi¢ rastlanmadig1 goze carpmaktadir
(Lan ve ark., 2007b; Lan ve ark., 2009c; Daga ve ark., 2013; Isik, 2016).

Uzerinde ¢alisilan Kilis kegisi popiilasyonunun Hardy Weinberg dengesinden
sapma gostermis oldugu (P<0.05) ve incelenen lokus bakimindan yapilan ¢alismalarla
uyum igerisinde olmadig1 saptanmustir (Lan ve ark., 2007b; Isik, 2016). Uzerinde calisilan
popiilasyonda gbézlemlenen bu sapmanin, siiriilerde seleksiyonun ve ciftlestirmenin dogal

degil kontrollii bir sekilde yapilmasindan kaynaklandig diisiiniilmektedir.

4.1.2.POU1F1 Gen Polimorfizmi ve Siit Verim Ozellikleri Arasindaki iliski

POU1LF1 bolgesinin Alul restriksiyon enzimi ile sonucunda elde edilen genotipler

ile siit verim 6zellikleri arasindaki iliski Cizelge 4.2.’de sunulmustur.

Cizelge 4.2. POUI1F1 genotipleri ve siit verim 0zellikleri arasindaki iliski

Faktorler LSV” LS OGSV*

POU1F1 N P=0.012 P=0.021 P=0.022
TT 49 470.45 £ 175.86% 243.88 + 14.69% 1.90 = 0.662
TC 63 579.55 + 183.62° 254.35+10.78° 2.27+0.68°
CcC 8 489.62 £ 145.45%® 249.75 £ 12.59%® 1.95+0.56%
Genel 120 535.56 + 173.49 251.76 +£12.11 2.11+0.65

a, b, ab: Ayni siitundaki harflendirmeler gruplar arasindaki farkliliklar1 géstermektedir; "P<0.05.
N: Hayvan Sayisi; LSV: Laktasyon Siit Verimi (kg); LS: Laktasyon Siiresi (giin); OGSV: Ortalama Giinliik
Siit Verimi (kg); degerler “ortalama + standart sapma” seklinde verilmistir.

Cizelge 4.2.”den de anlasilacagi lizere Kilis kecilerinde TT, TC ve CC genotiplerine
ait laktasyon siit verimleri siras1 ile 470.45, 579.55 ve 489.62 kg olarak tespit edilmistir.
Genotipler arasindaki farklilik istatistiksel anlamda 6nemli bulunmustur (P<0.05).
Popiilasyonda TC genotipine sahip hayvanlarin laktasyon siit verimleri TT ve CC
genotipine gore yiiksek bulunmustur. TC ile CC genotipi arasindaki fark istatistiki olarak
onemli bulunmazken, TC ile TT genotipi arasindaki fark istatistiksel anlamda 6nemlidir.
Uzerinde durulan lokus iizerinde yapilan calismalarda, calismamizla uyumlu olacak
sekilde Alul lokusun siit verimi {lizerine etkisinin oldugu (Zhou ve ark., 2016) ve Saanen
kegilerinde TC genotipine (Lan ve ark., 2007b, Lan ve ark., 2009c; Isik, 2016) sahip
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hayvanlarin siit verimlerinin diger genotiplere gore daha yiiksek oldugu bildirilmistir.
Bununla birlikte tizerinde ¢alisilan intron 1 (Lan ve ark., 2013), intron 5, ekzon 6 ve 3’
UTR bélgesinin koyun ve kegilerde (Lan ve ark., 2007a; Mura ve ark., 2012; Ozmen ve
ark., 2014), sigirlarda (Renaville ve ark., 1997; Heidari ve ark., 2012; Khaizaran ve Al-
Razem, 2014; Oner ve ark., 2017) siit verimi iizerine etkisinin oldugunu gosteren
caligmalar da sonuglarimizi destekler niteliktedir. Diger yandan, ekzon 3 bdlgesinin
sigirlarda siit verimi lizerine etkisinin oldugu (Huang ve ark., 2008), ancak bazi
popiilasyonlarda intron 5 ve ekzon 6 bdlgesinin siit verimi tizerine herhangi bir etkisinin
olmadigini gosteren ¢aligmalar da mevcuttur (Zakizadeh ve ark., 2007; Yan ve ark., 2011;
Aytekin ve Boztepe, 2013; Trakovicka ve ark., 2014).

Laktasyon siireleri incelendiginde Cizelge 4.2.’de goriildiigii tizere TT, TC ve CC
genotipine ait siireler sirasiyla 243.88, 254.35 ve 249.75 giin olarak saptanmustir.
Genotipler arasindaki farklilik istatistiksel anlamda 6nemli bulunmustur (P<0.05).
Popiilasyonda TC genotipine sahip hayvanlarin laktasyon stireleri TT ve CC genotipine
gore daha uzun bulunmustur. TC ile CC genotipi arasindaki fark istatistiki olarak dnemli
bulunmazken TC ile TT genotipi ile arasindaki fark istatistiksel anlamda onemlidir.
Laktasyon siiresi bakimindan yapilan ¢alismalar ¢ok kisitli olup arastiricilarin bildirisleri
Ivesi koyunlarinda POU1F1/EcoRI lokusunun (Al-Khuzai ve Al-Anbari, 2018) ve
sigirlarda PIT1/Hinfl lokusunun (Ozdemir ve ark., 2018) istatistiksel anlamda dnemsiz
oldugu yoniindedir. Ancak, sigirlarda POUL1F1 geninin laktasyon siiresi iizerine etkisinin
oldugunu gosteren galismalar da mevcuttur (Edriss ve ark., 2009).

Popiilasyonda, TT, TC ve CC genotipine ait ortalama giinliik siit verimleri ise 1.90
kg, 2.27 kg ve 1.95 kg olarak tespit edilmistir. Genotipler arasindaki farklilik istatistiksel
anlamda 6nemli bulunmustur (P<0.05). Popiilasyonda TC genotipine sahip hayvanlarin
ortalama giinliik siit verimlerinin TT ve CC genotipine gore daha yiiksek oldugu tespit
edilmistir. Sigirlarda PiT1/Taql lokusunun giinliik siit verimi iizerine etkisi oldugu
saptanirken (Thuy ve ark., 2018), PIT1/Hinfl ve PIT1/Rsal lokuslarinda genotipler arasi
farkliligin siit verimi lizerine etkisinin 6nemli olmadigi bildirilmistir (Thuy ve ark., 2018;

Ozdemir ve ark., 2018).
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4.2. PRLR
4.2.1.PRLR/Rsal Genotipleme Sonuglari

Kilis kegilerine ait genomik DNA 6rneklerinden RFLP yontemiyle genotipleme
yapmak amaciyla PCR drinlerinin  Rsal restriksiyon enzimi ile reaksiyonu
gerceklestirilmis ve genotipleme yapilmistir. Rsal enzimiyle kesim sonucunda ¢ogaltilan
443 bg¢ uzunlugundaki bolgede CC (383, 60), CT (443, 383, 60) ve TT (443) genotipleri
belirlenmistir. 60 bg¢ uzunlugundaki fragmentler ¢ok kiiciik oldugundan jelde
gorlintiilenememistir. Ancak 443 ve 383 bg¢ uzunlugundaki fragmentlerin varlig ile

genotipleme yapilabilmistir. Rsal i¢in 6rnek jel goriintiisii Sekil 4.3.’te sunulmustur.

Ladder T

500 b : - . 443 be
‘ 383 bg

Sekil 4.3. PRLR/Rsal lokusunda elde edilen genotipler

Kilis kegilerinde dort farkl yetistiriciye ait siiriilerden yapilan 6érnekleme sonucu,
PRLR/Rsal lokusunun siiriilere gore allel frekanslarinin dagilimi Sekil 4.4.°te
sunulmustur. Sekil 4.4.’ten de goriilecegi lizere C ve T allel frekanslar1t ASR siiriistinde
strastyla 0.862 ve 0.138; ODY siiriisiinde 0.826 ve 0.174; CKY siiriisiinde 0.893 ve 0.107;
OCB siiriistinde ise 0.864 ve 0.136 olarak tespit edilmistir.

1,000 -
§ 0,800 -
< 0,600 m ASR
Y 0,400 - m ODY
(]
= 0,200 -
< CKY

0,000 [

C ‘ T ‘ o¢B
PRLR ‘

Sekil 4.4. Siiriiler bazinda PRLR/Rsal lokusuna ait allel frekanslari

PRLR/Rsal lokusu siiriiler bazinda incelendiginde C allel frekansinin en yaygin

CKY siiriisiinde, T alleli ise en yaygin ODY siiriisiinde gdzlemlenmistir. Sekil 4.4.te yer
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alan frekans grafigi de siiriiler bazinda allel frekans dagilimlarinin benzer diizeyde
oldugunu ortaya koymaktadir. Allel frekanslarinin dagilimi bakimindan ¢arpici bir fark
s0z konusu degildir.

Popiilasyonda PRLR/Rsal lokusuna ait genel allel ve genotip frekanslari ile
gozlemlenen (Ho), beklenen (He) heterozigotluk oranlari ve Ki-kare test degerleri

Cizelge 4.3.’te sunulmustur.

Cizelge 4.3. PRLR/Rsal lokusuna ait allel ve genotip frekanslari

Allel Frekanslar: (%) Genotip Frekanslar: (%)
Lokuslar N Ho He X?
C T CcC CT TT

PRLR 179 86.80 13.20 7542 2235 223 0.219 0.229 0.345™

Gozlemlenen (Ho) ve beklenen (He) heterozigotluk oranlar1 ve Ki-kare test degerleri; ns: 6nemsiz.

Cizelge 4.3.’ten de goriilecegi iizere PRLR/Rsal lokusunda C ve T allel frekanslari
siras1 ile %86.80 ve %13.20; CC, CT ve TT genotip frekanslari ise yine ayni sira ile
%75.42, %22.35 ve %2.23 olarak tespit edilmistir. Popiilasyonda gozlemlenen (Ho) ve
beklenen (He) heterozigotluk oranlar1 sirasiyla 0.219 ve 0.229, Ki-kare test degeri ise
0.345 olarak hesaplanmistir. PRLR/Rsal lokusu bakimindan gozlenen (Ho) ve beklenen
(He) degerler arasindaki farklilik (y% = 0.345) istatistiksel anlamda 6nemli bulunmamus
olup popiilasyonun Hardy-Weinberg dengesinde oldugu tespit edilmistir.

Bu ¢alismada, incelenen PRLR/Rsal lokusu bakimindan polimorfik oldugu ve C
allelinin predominant oldugu tespit edilmistir. Arastirma sonucunda, Kilis kecilerinde C
ve T allel frekanslar sirast ile %86.80 ve %13.20 olmakla birlikte Cin’de yetistirilen
Saanen (0.83) Guanzhong (0.87) ve Boer (0.79) kegilerindeki (Hou ve ark., 2014b) allel
frekans dagilimlart ile uyum igerisinde olup popiilasyonda C allel varliginin yaygin
oldugunu destekler niteliktedir.

Genotip frekanslar1 incelendiginde ise ¢alismada CC, CT ve TT genotipleri
gozlemlenmis ve sonuglarla benzer sekilde TT genotipinin diisiik frekansta oldugu ve
hatta kimi caligmalar sonucunda Cin’de yetistirilen Saanen, Guanzhong ve Boer
kegilerinde hig rastlanmadigi goriilmektedir (Hou ve ark., 2014b). Calismada, TT genotip
frekansinin diisiik olmasinin sebebi hayvan sayisinin az olmasi olarak agiklanabilir.
Ancak hayvan sayisina bagli olmadan yapilan diger ¢alismalarda da TT genotip
frekansinin ¢ok diisiik veya popiilasyonda hi¢ rastlanmadig1 géze carpmaktadir (Hou ve
ark., 2014b).
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Calismada Kilis kegisi popiilasyonunun Hardy Weinberg dengesinde olmus olup ve
incelenen lokus bakimindan yapilan ¢alismalarla uyum igerisinde degildir (Hou ve ark.,
2014b). Popiilasyonlarda gozlemlenen bu sapmalar, siiriilerde seleksiyonun ve
ciftlestirme yontemlerinin dogal degil kontrollii bir sekilde yapilmasindan kaynaklanmasi

ile agiklanabilir.

4.2.2. PRLR Gen Polimorfizmi ve Siit Verim Ozellikleri Arasindaki iliski

PRLR boélgesinin Rsal restriksiyon enzimi ile sonucunda elde edilen genotipler ile

stit verim Ozellikleri arasindaki iliski Cizelge 4.4.’te sunulmustur.

Cizelge 4.4. PRLR genotipleri ve siit verim 6zellikleri arasindaki iligki

Faktorler LSV” LS OGSV*

PRLR N P=0.050 P=0.882 P=0.048
CcC 135 453.98 £ 186.07% 250.79 + 64.25 1.82+0.712
CT 40 449.22 + 207.20% 24595+ 17.02 1.78 £0.762
TT 4 691.22 £ 220.66" 25425+ 13.74 2.71 £0.86°
Genel 179 458.22 + 193.77 249.78 + 56.38 1.83+0.73

a, b: Aym siitundaki harflendirmeler gruplar arasindaki farkliliklar1 gostermektedir; “P<0.05.
N: Hayvan Sayisi; LSV: Laktasyon Siit Verimi (kg); LS: Laktasyon Siiresi (giin); OGSV: Ortalama Giinliik
Stit Verimi (kg); degerler “ortalama + standart sapma” seklinde verilmistir.

Cizelge 4.4.’ten de anlasilacagi lizere Kilis kegilerinde CC, CT ve TT genotiplerine
ait laktasyon siit verimleri sirasi ile 453.98, 449.22 ve 691.22 kg olarak tespit edilmistir.
Genotipler arasindaki farklilik istatistiksel anlamda 6nemli bulunmustur (P<0.05).
Popiilasyonda TT genotipine sahip hayvanlarin laktasyon siit verimleri CC ve CT
genotiplerine gore yiliksek bulunmustur. CC ile CT genotipi arasindaki fark istatistiki
olarak 6nemli bulunmazken TT genotipi ile aralarindaki fark istatistiksel anlamda
onemlidir. Uzerinde durulan lokus iizerinde siit verim yonlii yapilan galismalara ¢ok az
rastlanmakla birlikte literatiirde PRLR geni i¢in daha ¢ok dol verim yonlii ¢aligmalarin
yapildig1 dikkat ¢ekmektedir. 3° UTR bolgesinde PRLR/Rsal lokusunun siit verimi
lizerine etkisinin oldugu ¢alismamizla uyumlu bulunmus, ancak calisilan
popiilasyonlarda TT genotipine hi¢ rastlanmadigi ve CC genotipine sahip hayvanlarin
laktasyon siit verimlerinin (Hou ve ark., 2014b) daha yiiksek oldugu goriilmektedir.
Bununla birlikte kegilerde PRLR promotor bolgesi (Fontanesi ve ark., 2014), intron 2 ve
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ekzon 9 (Hou ve ark., 2013), ekzon 10 (Lii ve ark., 2011b), sigirlarda ekzon 3 ve ekzon 7
(Zhang ve ark., 2008), rs109428015 SNP (Cecchinato ve ark., 2014), p.S18N
mutasyonunun (Pausch ve ark., 2015), mandalarda ise ekzon 10 bdlgesindeki
0.11188A>G polimorfizminin laktasyon siit verimi tizerine etkisinin oldugu g¢esitli
arastiricilar tarafindan ortaya konmustur. Bununla birlikte, kegilerde ekzon 2 ile ekzon 9
arasinda sekanslanan bolgede bazi polimorfizmler tespit edilmis ancak siit kompozisyonu
tizerine etkisinin olmadig: bildirilmistir (Zidi ve ark., 2010).

Laktasyon siireleri incelendiginde ise CC, CT ve TT genotipine ait siireler sirasiyla
250.79, 245.95 ve 254.25 giin olarak saptanmistir. Genotipler arasindaki farklilik
istatistiksel anlamda 6nemli bulunamamustir. Istatistiksel anlamda 6nemli olmasa da, TT
genotipinin laktasyon siiresi iizerine pozitif bir etkisinin oldugu goriilmektedir.

Popiilasyonda, CC, CT ve TT genotipine ait ortalama giinliik siit verimleri ise 1.82
kg, 1.78 kg ve 1.95 kg olarak tespit edilmistir. Genotipler arasindaki farklilik istatistiksel
anlamda 6nemli bulunmustur (P<0.05). Popiilasyonda TT genotipine sahip hayvanlarin
ortalama giinliik siit verimleri CC ve CT genotipine gore daha yiiksek oldugu
goriilmektedir. CC ile CT genotipi arasindaki fark istatistiki olarak 6nemli bulunmazken

TT genotipi ile arasindaki fark istatistiksel anlamda 6nemlidir.

4.3. B-LG
4.3.1. 8- LG/Sacll Genotipleme Sonuglar:

Kilis kegilerine ait genomik DNA o6rneklerinden RFLP yontemiyle genotipleme
yapmak amaciyla PCR iiriinleri Sacll (Cfr42l) restriksiyon enzimiyle kesilmesi sonucu
genotipleme yapilmistir. Sacll enzimiyle kesim sonucunda c¢ogaltilan 427 bg
uzunlugundaki bolgede AA (427), AB (427, 349, 78) ve BB (349, 78) genotipleri
belirlenmistir. 78 b¢ uzunlugundaki fragmentler ¢ok kiiciik oldugundan jelde
goriintiilenememistir. Ancak 427 ve 349 bg¢ uzunlugundaki fragmentlerin varligi ile

genotipleme yapilabilmistir. Sacll i¢in 6rnek jel goriintiisii Sekil 4.5.’te sunulmustur.
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BB

Sekil 4.5. B-LG/Sacll lokusunda elde edilen genotipler

Kilis kegilerinde dort farklr yetistiriciye ait siiriilerden yapilan 6rnekleme sonucu,
B-LG/Sacll lokusunun siiriilere goére allel frekanslarinin dagilimi  Sekil 4.6.’da
sunulmustur. Sekil 4.6.’dan da goriilecegi lizere A ve B allel frekanslar1 ASR siiriistinde
sirasiyla 0.650 ve 0.350; ODY siiriisiinde 0.652 ve 0.348; CKY siiriisiinde 0.623 ve 0.377;
OCB siiriisiinde ise 0.394 ve 0.606 oldugu tespit edilmistir.

0,800 -
2 0,600
% ) 1 m ASR
2 0,400 - .
v m ODY
2 0,200 -
< CKY

0,000 -

A ‘ B ‘ 0oCB
B-LG ‘

Sekil 4.6. Siiriiler bazinda B-LG/Sacll lokusuna ait allel frekanslari

B-LG/Sacll lokusu siiriiler bazinda incelendiginde A allel frekansinin en yaygin
ODY siiriisiinde, B alleli ise en yaygi OCB siiriisiinde gozlemlenmistir. Sekil 4.6.’da
yer alan frekans grafiginde de goriildiigi lizere siiriiler bazinda allel dagilimlari
incelendiginde OCB siirlistinde A allel frekansi diger siiriilere gore diisiik ve B allel
frekansi ise diger siirlilere gore biraz yiiksek oldugu anlasilmaktadir. Allel frekanslarinin
dagilimi bakimindan siiriiler bazinda farklilik s6z konusudur.

Popiilasyonda B-LG/Sacll lokusuna ait genel allel ve genotip frekanslari ile
gozlemlenen (Ho), beklenen (He) heterozigotluk oranlart ve Ki-kare test degerleri

Cizelge 4.5.’te sunulmustur.
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Cizelge 4.5. B-LG/Sacll lokusuna ait allel ve genotip frekanslar

Allel Frekanslar:1 (%) Genotip Frekanslari (%)
Lokuslar N Ho He X?
A B AA AB BB

B-LG 178 59.04 40.96 30.34 57.86 11.80 0.582 0.484 7.306™

Gozlemlenen (Ho) ve beklenen (He) heterozigotluk oranlari ve Ki-kare test degerleri; “"P<0.01.

Cizelge 4.5.’ten de goriilecegi lizere f-LG/Sacll lokusunda A ve B allel frekanslari
siras1 ile %59.04 ve %40.96; AA, AB ve BB genotip frekanslar1 ise yine ayni sira ile
%30.34, %57.86 ve %11.80 olarak tespit edilmistir. Popiilasyonda gézlemlenen (Ho) ve
beklenen (He) heterozigotluk oranlarinin sirasiyla 0.582 ve 0.484, Ki-kare test degerinin
ise 7.306 olarak hesaplanmistir. B-LG/Sacll lokusu bakimindan gozlenen (Ho) ve
beklenen (He) degerler arasindaki farklilik (y*= 7.306) istatistiksel anlamda 6nemli olup
(P<0.01) popiilasyonun Hardy-Weinberg dengesinden sapma gosterdigi belirlenmistir.

Bu ¢alismada, incelenen B-LG/Sacll lokusu bakimindan polimorfik oldugu tespit
edilmistir. Arastirma sonucunda, Kilis kegilerinde A ve B allel frekanslar1 %59.04 ve
%40.96 degeri ile Saanen, Honamli, Kil ve Pakistan’da yetistirilen yerli keg¢i irki
poplilasyonlar1 ile benzer sekildedir (Elmaci ve ark., 2008; Agaoglu ve ark., 2012;
Mahmood ve ark., 2016; Isik ve ark., 2017). Ancak ¢alismada A allel frekansi dagilimi
yerli Sudi kegi popiilasyonlardan daha yiiksek (El-Hanafy ve ark., 2014, 2015) ve
Damascus ve Damascus x Barki kegi popiilasyonlarindan ise daha diisiik oldugu tespit
edilmistir (EI-Hanafy ve ark., 2010).

Genotip frekanslar1 incelendiginde ¢alismada AA, AB ve BB genotipleri
gozlemlenmistir. Poplilasyonda en yaygin AB genotipine rastlanmis olup g¢esitli
arastiricilar tarafindan Saanen, Kil, Honamli, Ardi, Kolombiya ve Pakistan yerli kegileri,
Damascus x Barki melez kegi popiilasyonlar1 {izerinde yapilan galigmalar ile uyum
icerisindedir (El-Hanafy ve ark., 2010; Agaoglu ve ark., 2012; Cardona ve ark., 2016;
Karsli ve ark., 2016; Mahmood ev ark., 2016; EI-Shazly ve ark., 2017; Isik ve ark., 2017).
AB genotip frekansi Barki kegi popiilasyonunda ¢ok yiiksek bulunmus (El-Hanafy ve
ark., 2010) olup bu galismada elde edilen sonugtan daha yiiksektir. Bununla birlikte AB
genotip frekansinin ¢ok diisiik oldugu popiilasyonlar da mevcut olup (Renaville ve ark.,
2000; El-Hanafy ve ark., 2010; EI-Shazly ve ark., 2017) elde ettigimiz sonuglarin olduk¢a
altindadir.  Kilis kecgisi popiilasyonunda BB genotip frekans: ise diger genotip

frekanslarina gore diisik bulunmus olup yapilan g¢aligmalarla uyum igerisindedir
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(Agaoglu ve ark., 2012; Mahmood ve ark., 2016). Bununla birlikte BB genotipine Saanen,
Damascus, Fransa ve Ispanya keci popiilasyonlarda ¢ok nadir veya hi¢ rastlanmadig: da
bildirilmistir (Pena ve ark., 2000; Renaville ve ark., 2000; Elmaci ve ark., 2008; El-
Hanafy ve ark., 2010).

Kilis kecisi popiilasyonunun incelenen lokus bakimindan Hardy Weinberg
dengesinden sapma gostermis (P<0.01) ve literatiir bildirisleri ile uyum igerisinde degildir
(Elmac1 ve ark., 2008; Agaoglu ve ark., 2012; Isik ve ark., 2017). Uzerinde ¢alisilan
popiilasyonda gbézlemlenen bu sapmanin, siiriilerde seleksiyonun ve ciftlestirmenin dogal

degil kontrollii bir sekilde yapilmasindan kaynaklandig: seklinde agiklanabilir.

4.3.2.p-LG Gen Polimorfizmi ve Siit Verim Ozellikleri Arasindaki Iliski

B-LG bolgesinin Sacll restriksiyon enzimi ile sonucunda elde edilen genotipler ile

siit verim Ozellikleri arasindaki iliski Cizelge 4.6.’da sunulmustur.

Cizelge 4.6. B-LG genotipleri ve siit verim 6zellikleri arasindaki iligki

Faktorler LSV LS OGSV™

B-LG N P=0.001 P=0.284 P=0.001
AA 54 475.00 + 159.60? 248.09 £ 13.25 1.91 +£0.622
AB 103 485.65 +209.64 254.04 +72.97 1.93 £0.79?
BB 21 308.26 + 141.20° 232.81 + 16.14 1.30 + 0.54°
Genel 178 461.49 + 195.93 249.73 £ 56.53 1.84+0.74

a3

a, b: Ayn siitundaki harflendirmeler gruplar arasindaki farkliliklari gostermektedir; = P<0.001.
N: Hayvan Sayisi; LSV: Laktasyon Siit Verimi (kg); LS: Laktasyon Siiresi (giin); OGSV: Ortalama Giinliik
Siit Verimi (kg); degerler “ortalama + standart sapma” seklinde verilmistir.

Cizelge 4.6.dan da anlasilacag1 iizere Kilis kecilerinde AA, AB ve BB
genotiplerine ait laktasyon siit verimleri siras1 ile 475.00, 485.65 ve 308.26 kg olarak
tespit edilmistir. Genotipler arasindaki farklilik istatistiksel anlamda 6nemli bulunmustur
(P<0.001). Popiilasyonda AA ve AB genotipine sahip hayvanlarin laktasyon siit verimleri
BB genotipine gore yiiksek bulunmus olup genotipler arasinda AB genotipi en yiiksek siit
verimine sahiptir. Uzerinde durulan lokus iizerinde yapilan calismalarda, ¢alismamizla
uyumlu olacak sekilde Sacll lokusunun siit verimi iizerine etkisinin oldugu ve Nubian
kegilerinde AB genotipine sahip bireylerin siit verimlerinin daha yiiksek oldugu

bildirilmistir (Kahlio ve ark., 2014). Yine yapilan ¢aligmalarda {izerinde durulan bolgenin
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slit verimi {lizerine etkisinin oldugu (Dettori ve ark., 2015; Cardona ve ark., 2016) ve bazi
kegi popiilasyonlarinda AA genotipine sahip hayvanlarin diger genotiplere gore daha
yiiksek siit verimine sahip oldugu bildirilmistir (Kumar ve ark., 2006; El-Hanafy ve ark.,
2010; Kahlio ve ark., 2014; El-Hanafy ve ark., 2014; 2015). Calismamizda AA ve AB
genotipleri arasinda laktasyon siit verimleri bakimindan istatistiksel anlamda 6nemli bir
farkliligin olmamasi neticesinde literatiir bildirisleri ¢alismamizi destekler niteliktedir.
Bununla birlikte, Pakistan yerli kegileri ve Saanen kegilerinde tizerinde durulan lokusun
slit verimi tizerine bir etkisinin olmadigin1 gosteren ¢alismalar da mevcuttur (Mahmood
ve ark., 2016; Isik ve ark., 2017).

Laktasyon siireleri incelendiginde ise AA, AB ve BB genotipine ait siireler sirasiyla
248.09, 254.04 ve 232.81 giin olarak saptanmistir. Genotipler arasindaki farklilik
istatistiksel anlamda 6nemsiz bulunmustur. Yapilan ¢alismalarda sigirlarda ve Cine
Capari koyunlarinda tizerinde ¢alisilan bolgenin laktasyon stiresi lizerine etkisinin 6nemli
oldugu ve sigirlarda AA ve AB genotipi (Edriss ve ark., 2009) ile Cine Capari
koyunlarinda (Erdogan, 2010) ise AA genotipine sahip hayvanlarin laktasyon siirelerinin
daha uzun oldugu bildirilmistir.

Popiilasyonda, AA, AB ve BB genotipine ait ortalama giinliik siit verimleri ise 1.91
kg, 1.93 kg ve 1.30 kg olarak tespit edilmistir. Genotipler arasindaki farklilik istatistiksel
anlamda 6nemli bulunmustur (P<0.001). Popiilasyonda AA ve AB genotipine sahip
hayvanlarin ortalama giinliik siit verimleri BB genotipine gore yiiksek bulunmus olup
genotipler arasinda AB genotipi en yiiksek siit verimine sahiptir. Kegiler lizerinde ilgili
lokus bakimindan ¢aligmaya rastlanmamigtir. Ancak B-LG  geni lizerinde farklh
bolgelerde yapilan caligmalar mandalarda genin ortalama giinliik siit verimi {izerine
etkisinin 6nemli (Vohra ve ark., 2012) ve koyunlarda ise dnemsiz (Triantaphyllopoulos

ve ark., 2017) oldugunu gostermektedir.

4.4. GH Geni GH1 Bolgesi
4.4.1. GH1/Haelll Genotipleme Sonuglari

Kilis kegilerine ait genomik DNA oOrneklerinden RFLP yontemiyle genotipleme
yapmak amaciyla PCR iirtinleri Haelll (BsuRI) restriksiyon enzimiyle kesilmesi sonucu

genotipleme yapilmistir. Haelll enzimiyle kesim sonucunda c¢ogaltilan 422 bg
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uzunlugundaki bolgede AA (366, 56) ve AB (422, 366, 56) genotipleri belirlenmistir. 56
b¢ uzunlugundaki fragmentler ¢ok kiigiik oldugundan jelde goriintiilenememistir. Ancak
422 ve 366 bg¢ uzunlugundaki fragmentlerin varligi ile genotipleme yapilabilmistir. Haelll

icin Ornek jel goriintiisii Sekil 4.7.”de sunulmustur.

422 be
366 be

Sekil 4.7. GH1/Haelll lokusunda elde edilen genotipler

Kilis kecilerinde dort farklr yetistiriciye ait siiriilerden yapilan 6rnekleme sonucu,
GH1/Haelll lokusunun siiriilere gore allel frekanslarimin dagilimi Sekil 4.8.°de
sunulmustur. Sekil 4.8.’den de goriilecegi lizere A ve B allel frekanslar1 ASR siirisiinde
sirasiyla 0.583 ve 0.417; ODY siiriisiinde 0.511 ve 0.489; CKY siiriisiinde 0.559 ve 0.441;
OCB siiriistinde ise 0.561 ve 0.439 olarak tespit edilmistir.

0,800 -
2 0,600
% ) b m ASR
2 0,400 - .
v ODY
2 0,200 -
< CKY

0,000

A \ 5 \ 0CB
GH1 ‘

Sekil 4.8. Siiriiler bazinda GH1/Haelll lokusuna ait allel frekanslari

GH1/Haelll lokusu siiriiler bazinda incelendiginde A allel frekansinin en yaygin
ASR siiriisiinde, B alleli ise en yaygm ODY siiriisiinde gozlemlenmistir. Sekil 4.8.’de
yer alan frekans grafiginde de goriildiigii tlizere siiriiler bazinda allel frekans
dagilimlarinin benzer diizeyde oldugunu ortaya koymaktadir. Allel frekanslarmin
dagilimi bakimindan garpici bir fark s6z konusu degildir.

Popiilasyonda GH1/Haelll lokusuna ait genel allel ve genotip frekanslar1 ile
gozlemlenen (Ho), beklenen (He) heterozigotluk oranlar1 ve Ki-kare test degerleri

Cizelge 4.7.’de sunulmustur.
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Cizelge 4.7. GH1/Haelll lokusuna ait allel ve genotip frekanslari

Allel Frekanslar: (%) Genotip Frekanslar: (%)
Lokuslar N Ho He X2
A B AA AB BB

GH1 177  55.08 44.92 10.17  89.83 - 0.898 0.495 117.679™

Gozlemlenen (Ho) ve beklenen (He) heterozigotluk oranlari ve Ki-kare test degerleri; *“P<0.001.

Cizelge 4.7.”den de goriilecegi lizere GH1/Haelll lokusunda A ve B allel frekanslar1
siras1 ile %55.08 ve %44.92; AA, AB ve BB genotip frekanslar1 ise yine ayni sira ile
%10.17, %89.83 ve %0.00 olarak tespit edilmis ve popiilasyonda BB genotipine
rastlanmamistir. Popiilasyonda gozlemlenen (Ho) ve beklenen (He) heterozigotluk
oranlarmin sirasiyla 0.898 ve 0.495, Ki-kare test degerinin ise 117.679 olarak
hesaplanmistir. GH1/Haelll lokusu bakimindan gézlenen (Ho) ve beklenen (He) degerler
arasindaki farkhilik (> = 117.679) istatistiksel anlamda 6nemli olup (P<0.001)
popiilasyonun Hardy-Weinberg dengesinden sapma gosterdigi tespit edilmistir.

Bu ¢alismada, incelenen GH1/Haelll lokusu bakimindan popiilasyonun polimorfik
oldugu tespit edilmistir. Arastirma sonucunda, Kilis kegilerinde Haelll lokusunda A ve B
allel frekanslar1 %55.08 ve %44.92 degeri ile ayn1 lokus iizerinda yapilan ¢alismalarda
Kil ve Boer ke¢i popiilasyonlar1 ile benzerlik gostermekte ve sonuglarimizla uyum
icerisindedir (Hua ve ark., 2009; Mete, 2016). Bununla birlikte sonuglarin GH geni
iizerinde farkli lokuslarda yapilan calismalar icin sigir (Oner ve ark., 2011;
Krasnopiorova ve ark., 2011; Heidari ve ark., 2012; Arslan ve ark., 2016)
popiilasyonlarinda gozlenen degerlerden daha diisiik oldugu gozlemlenmistir. Yapilan
caligmalar A allelinin popiilasyonlarda daha yaygmn bir sekilde bulundugunu
gostermektedir.

Genotip frekanslari incelendiginde calismada popiilasyonda sadece AA ve AB
genotiplerinin varligi gézlemlenmis ve sonuglarla benzer sekilde AB genotipi lizerinde
calisilan lokus bakimindan yaygin oldugu Kil ve Boer ke¢i popiilasyonlarinda da
gbzlemlenmis (Hua ve ark., 2009; Mete ve ark., 2016) ancak elde ettigimiz frekans
degerlerinin bu popiilasyonlardaki sonuglardan daha yiiksek oldugu tespit edilmistir.
Bununla birlikte yapilan ¢alismalarda BB genotipine ¢ok az veya hig rastlanmamis olmasi
(Pawar ve ark., 2007; Hua ve ark., 2009; Arslan ve ark., 2016) calismamiz1 destekler
niteliktedir.
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Kilis kegisi popiilasyonunun incelenen lokus i¢in Hardy Weinberg dengesinden
onemli Olgiide sapma gostermis (P<0.001) ve yapilan g¢aligsmalarla uyum igerisinde
oldugu goriilmektedir (Mete, 2016). Ancak, GHI1 tizerinde farkli lokuslarda yapilan
calismalarda popiilasyonlarin dengede oldugu da goriilmektedir (Oner ve ark., 2011;
Komisarek ve ark., 2011). Uzerinde calisilan popiilasyonda gdzlemlenen bu sapmanin,
stiriilerde seleksiyonun dogal degil kontrollii bir sekilde yapilmasindan kaynaklandigi

seklinde agiklanabilir.

4.4.2.GH1 Gen Polimorfizmi ve Siit Verim Ozellikleri Arasindaki Iliski

GH geni GH1 bolgesi PCR iriinlerinin Haelll restriksiyon enzimi ile kesilmesi
sonucunda elde edilen genotipler ile siit verim 6zellikleri arasindaki iliski Cizelge 4.8.’de

sunulmustur.

Cizelge 4.8. GH1 genotipleri ve siit verim 6zellikleri arasindaki iligki

Faktorler LSV LS oGSV

GH1 N P=0.168 P=0.529 P=0.213
AA 18 399.87 +138.84 241.94 +15.03 1.63 £0.51
AB 159 467.43 £201.43 250.85 +59.58 1.86 £0.76
Genel 177 460.56 + 196.74 249.94 £ 56.71 1.83+0.74

N: Hayvan Sayisi; LSV: Laktasyon Siit Verimi (kg); LS: Laktasyon Siiresi (giin); OGSV: Ortalama Giinliik
Siit Verimi (kg); degerler “ortalama + standart sapma” seklinde verilmistir.

Cizelge 4.8.den de anlasilacagi lizere Kilis kegilerinde AA ve AB genotiplerine ait
laktasyon siit verimleri sirast ile 399.87 kg ve 467.43 kg olarak tespit edilmistir.
Genotipler arasindaki farklilik istatistiksel anlamda 6nemli bulunmamaistir. Popiilasyonda
istatistiksel anlamda 6nemli olmasa da AB genotipinin laktasyon siit verimi iizerine
pozitif etkisinin oldugu goriilmektedir. Kegilerde GH iizerinde ekzon 5 ve 3° UTR
lokusunun siit verimi lizerine etkisinin oldugu ve G allelinin verimi yiliksek olan
hayvanlarda daha yaygin olarak goriildiigii (Lan ve ark., 2007c), ekzon 2’nin ise Serrana
ve Sarda kecilerinde laktasyon siit verimi {izerine etkisinin oldugu ve AB genotipine sahip
bireylerin siit verimlerinin yliksek (Marques ve ark., 2003; Dettori ve ark., 2013) oldugu
bildirilmistir. Bununla birlikte, ekzon 2 ve ekzon 3’iin Algarvia kegilerinde siit verimi

izerine bir etkisinin olmadig1 calismamizin sonuglartyla uyumlu ve destekler niteliktedir
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(Malveiro ve ark., 2001). Yine sigirlarda yapilan calismalarda laktasyon siit verimi
tizerine intron 3’iin (Dybus, 2002a), Alul lokusunun (Krasnopiorova ve ark., 2011),
intron 4 ve ekzon 5’in (Heidari ve ark., 2012) etkisi 6nemli bulunurken, ekzon 5/Alul
lokusu Kankrej sigirlarinda monomorfik oldugu tespit edilmis ve sigirlarda Taql
lokusunun (Falaki ve ark., 1997) ise siit verimi fiizerine bir etkisinin olmadigi
bildirilmistir.

Laktasyon stireleri incelendiginde ise AA ve AB genotipine ait siireler sirasiyla
241.94 ve 250.85 giin olarak saptanmistir. Genotipler arasindaki farklilik istatistiksel
anlamda onemli degildir. Ancak, AB genotipinin laktasyon siiresi {izerine pozitif bir
etkisinin oldugu goriilmektedir. Laktasyon siiresi bakimindan yapilan literatiir bildirisine
rastlanmamustir.

Popiilasyonda, AA ve AB genotipine ait ortalama giinliik siit verimleri ise 1.63 kg
ve 1.86 kg olarak tespit edilmistir. Genotipler arasindaki farklilik istatistiksel anlamda
onemli degildir. Ancak, AB genotipinin ortalama giinliik siit verimi iizerine pozitif bir
etkisinin oldugu goriilmektedir. Sigirlarda yapilan bir calismada GH1’in ortalama giinliik

slit verimi tizerine etkisinin oldugu bildirilmistir (Arslan ve ark., 2016).

4.5. GH Geni GH2 Bolgesi
4.5.1. GH2/Haelll Genotipleme Sonuglari

Kilis kegilerine ait genomik DNA o6rneklerinden RFLP yontemiyle genotipleme
yapmak amaciyla PCR {irtinleri Haelll (BsuRlI) restriksiyon enzimiyle kesilmesi sonucu
genotipleme yapilmistir. Haelll enzimiyle kesim sonucunda c¢ogaltilan 116 bg
uzunlugundaki bolgede CC (88, 28), CD (116, 88, 28) ve DD (116) genotipleri
belirlenmistir. 28 b¢ uzunlugundaki fragmentler ¢ok kiiciik oldugundan jelde
gorintiilenememistir. Ancak 116 ve 88 b¢ uzunlugundaki fragmentlerin varlig: ile

genotipleme yapilabilmistir. Haelll i¢in 6rnek jel goriintiisii Sekil 4.9.’da sunulmustur.

124



DD DD DD DD DD Ladder
300 be-

100 be

Sekil 4.9. GH2/Haelll lokusunda elde edilen genotipler

Kilis kegilerinde dort farklr yetistiriciye ait siiriilerden yapilan 6rnekleme sonucu,
GH2/Haelll lokusunun siiriilere gore allel frekanslarinin dagilimi Sekil 4.10.’da
sunulmustur. Sekil 4.10.’dan anlasilacag tizere C ve D allel frekanslar1 ASR siiriisiinde
strastyla 0.033 ve 0.967; ODY siiriisiinde 0.011 ve 0.989; CKY siiriisiinde 0.00 ve 1.000;
OCB siiriistinde ise 0.00 ve 1.000 olarak tespit edilmistir.

1,200 -
2 1,000 -
£ 0,800 - = ASR
20,600 - 50y
< 0,400 -
< 0,200 - CKY
0,000
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GH2 ‘

Sekil 4.10. Siiriiler bazinda GH2/Haelll lokusuna ait allel frekanslari

GH2/Haelll lokusu siiriiler bazinda incelendiginde D allel frekansinin en yaygin
CKY ve OCB siiriilerinde oldugu tespit edilmistir. C alleline CKY ve OCB siiriilerinde
hi¢ rastlanmamustir. Sekil 4.10°da yer alan frekans grafiginde de goriildigii tizere siiriiler
bazinda allel dagilimlarinin benzer oldugu goriilmektedir Allel frekanslarinin dagilimi
bakimindan siiriiler bazinda carpici bir farklilik s6z konusu degildir.

Popiilasyonda GH2/Haelll lokusuna ait genel allel ve genotip frekanslar ile
gozlemlenen (Ho), beklenen (He) heterozigotluk oranlar1 ve Ki-kare test degerleri

Cizelge 4.9.’da sunulmustur.

Cizelge 4.9. GH2/Haelll lokusuna ait allel ve genotip frekanslari

Allel Frekanslar:1 (%) Genotip Frekanslar: (%)
Lokuslar N Ho He X2
C D CcC CD DD

GH2 181 0.83 99.17 - 1.66  98.34 0017 0.016 0.013™

Gozlemlenen (Ho) ve beklenen (He) heterozigotluk oranlar1 ve Ki-kare test degerleri; ns: dnemsiz.
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Cizelge 4.9.’da goriilecegi tizere GH2/Haelll lokusunda C ve D allel frekanslari
sirasi ile %0.83 ve %99.17; CC, CD ve DD genotip frekanslari ise yine ayni sira ile
%0.00, %1.66 ve %98.34 olarak tespit edilmis ve ¢ok diisiik allel frekansi sebebi ile CC
genotipine rastlanmamistir. Popiilasyonda goézlemlenen (Ho) ve beklenen (He)
heterozigotluk oranlarinin sirasiyla 0.017 ve 0.016, Ki-kare test degerinin ise 0.013 olarak
hesaplanmistir. GH2/Haelll lokusu bakimindan gézlenen (Ho) ve beklenen (He) degerler
arasindaki farkhilik (3> = 0.013) istatistiksel anlamda 6nemli bulunmamis olup
popiilasyonun Hardy-Weinberg dengesinde oldugu belirlenmistir.

Bu ¢aligmada, incelenen GH2/Haelll lokusu bakimindan polimorfik olmadigi tespit
edilmistir. Popiilasyonda 181 hayvan igerisinde sadece 3’linde C alleline rastlanmustir.
Yapilan calismalarda Kil kecilerinde C allel frekanst 0.50 (Mete, 2016) ve Boer
kegilerinde (Hua ve ark., 2009) ise ¢ok yaygin bir sekilde gozlemlenmistir. Yapilan
calismalar ile elde ettigimiz sonuglar uyum igerisinde degildir.

Genotip frekanslari incelendiginde ¢alismada CD ve DD genotipleri gdzlemlenmis
olup popiilasyonda CC genotipine rastlanmamistir. Bu durumun aksine, Boer kecilerinde
DD genotipine rastlanmamis olup yaygin olarak popiilasyonda CC allelinin varlig
bildirilmistir (Hua ve ark., 2009). Bir diger aragtirmaci ise popiilasyonda en yaygin CD
genotipinin varligini bildirmistir (Mete, 2016). Yapilan calismalar ile elde ettigimiz
sonuglar uyum igerisinde degildir.

Kilis kegisi popiilasyonunun Hardy Weinberg dengesinde oldugu tespit edilmis
olup incelenen lokus bakimindan yapilan ¢aligmalarla uyum igerisinde olmadigi (Lan ve

ark., 2007b; Isik, 2016) goriilmiistiir.

4.5.2. GH2 Gen Polimorfizmi ve Siit Verim Ozellikleri Arasindaki Iliski
45.3.
GH geni GH2 boélgesinin Haelll restriksiyon enzimi ile sonucunda elde edilen

genotipler ile siit verim 6zellikleri arasindaki iliski Cizelge 4.10.’da sunulmustur.
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Cizelge 4.10. GH2 genotipleri ve siit verim 6zellikleri arasindaki iliski

Faktorler LSV LS oGSV

GH2 N P=0.557 P=0.955 P=0.546
CD 3 525.80 + 97.96 251.67 £12.01 2.09+0.43
DD 178 459.05+195.79 249.82 + 56.54 1.83+0.74
Genel 181 460.15 + 194.62 249.85 +56.08 1.84 £ 0.73

N: Hayvan Sayisi; LSV: Laktasyon Siit Verimi (kg); LS: Laktasyon Siiresi (giin); OGSV: Ortalama Giinliik
Siit Verimi (kg); degerler “ortalama + standart sapma” seklinde verilmistir.

Cizelge 4.10.’dan anlasilacag iizere Kilis kegilerinde CD ve DD genotiplerine ait
laktasyon siit verimleri sirasi ile 525.80 ve 459.80 kg olarak tespit edilmis ve genotipler
arasindaki farklilik istatistiksel anlamda 6nemli bulunmamustir. Istatistiksel olarak énemli
olmasa da, popiilasyonda CD genotipinin siit verimi {izerine ¢ok kiigiik bir katkisi oldugu
goriilmektedir. Literatiir bildirislerine gore, ekzon 4’lin Algarvia ve Serrana kegilerinde
laktasyon siit verimi iizerine etkisi 6nemli (Malveiro ve ark., 2001; Marques ve ark.,
2003), ancak Sarda ke¢ilerinde 6nemsiz (Dettori ve ark., 2013) oldugu goriilmektedir

Laktasyon siireleri incelendiginde ise CD ve DD genotipine ait siireler sirasiyla
251.67 ve 249.82 giin olarak saptanmistir. Genotipler arasindaki farklilik istatistiksel
anlamda 6nemli olmadig1 tespit edilmistir. Istatistiksel olarak onemli olmasa da,
popiilasyonda CD genotipinin laktasyon siiresi iizerine ¢ok kiiclik bir katkisi oldugu
goriilmektedir.

Popiilasyonda, CD ve DD genotipine ait ortalama giinliik siit verimleri ise 2.09 kg
ve 1.83 kg olarak tespit edilmistir. Genotipler arasindaki farklilik istatistiksel anlamda
onemli bulunmamustir. Istatistiksel olarak ©nemli olmasa da, popiilasyonda CD

genotipinin laktasyon siiresi lizerine ¢ok kiiglik bir katkis1 oldugu goriilmektedir.
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5.

SONUC ve ONERILER

Kilis ilindeki “Halk Elinde Kiiciikbas Hayvan Islah1 Ulkesel Projesinin alt projesi

olan “Kilis Kegilerinin Halk Elinde Islah1” projesi kapsaminda kayith Kilis kegisi elit

siiriilerinde yiiriitiilen bu ¢alisma POU1F1, PRLR, B-LG, GH genleri iizerinde belirlenen

lokuslarda DNA polimorfizmi PCR-RFLP yontemi ile tanimlanmis ve anilan gen

bolgelerinin laktasyon siit verimi, laktasyon siiresi ve ortalama giinliik siit verimi ile

iliskisi ortaya konmustur. Yiiriitiilen bu ¢alismada siit verim potansiyeli yiiksek olan Kilis

kegilerinde, iizerinde durulan gen bolgeleri bakimindan yapilan ilk ¢alisma olmasinin

yaninda anilan genler konusunda literatiirde eksikligin olmasi1 nedeniyle literatiire de

onemli katkilar saglayacaktir. Bu calismada elde edilen sonuglar1 asagidaki gibi

Ozetlemek mimkiindiir.

>

POUIF1 geni, transkripsiyon faktorii olmasi ile GH, PRL, TSHp gibi genlerin
ekspresyonunda 6nemli bir rol almas1 ve markor destekli seleksiyon i¢in 6nemli bir
aday gen konumunda olmasi sebebiyle Kilis kegilerinde polimorfizmin ortaya
konmasi, siit verim yonlii bu irkin genetik potansiyelinin ortaya konmasi agisindan
biiyiik 6nem tagimaktadir.

Yapilan bu c¢alismada POUIF1/Alul lokusunun Kilis kegi popiilasyonunda
laktasyon siit verimi, laktasyon siiresi ve ortalama giinliik siit verimi iizerine etkisi
istatistiksel anlamda 6nemli bulunmustur (P<0.05). Popiilasyonda T alleli en
yaygin gozlenen allel olup (%67.08), TC genotipine sahip bireylerin anilan
Ozellikler bakimindan en yiiksek degere sahip oldugu sonucuna ulagilmistir. Diger
yandan seleksiyonun ve giftlestirmenin kontrollii yapilmasi neticesinde
popiilasyonun Hardy Weinberg dengesinden sapma gosterdigi goriilmektedir
(P<0.05). Kegi yetistiriciliginde verim o6zellikleri ile bu popiilasyonun genetik
yapisinin ortaya konmasi sonucu potansiyel aday konumdaki POU1F1 geninin
Kilis kecisi popiilasyonlarinda Markér Destekli  Seleksiyon (MAS) igin
kullanilmasinin uygun oldugu diisliniilmektedir.

Prolaktin ve prolaktin reseptorlerin yaklasik 300°den fazla biyokimyasal siirecte rol
oynamasl, siit verimini ve lireme faaliyetleri lizerindeki direk ya da dolayli etkisi
bu genin 6nemini birkez daha karsimiza gikarmaktadir. Bu ¢alismaya konu olan
PRLR geni ile siit verim 6zellikleri arasindaki iliski konusunda Diinya’da yapilan

caligmalar literatiirde ¢ok azdir. Yapilan ¢alismalarda genellikle dol verim olgiitleri

128



tizerinde durulmus ancak siit verim 6zellikleri konusundaki ¢aligmalar ¢ok nadir
goriilmektedir. Bu nedenle PRLR geninin siit verim 6zellikleri {izerinde etkisinin
ortaya konmasi literatiire de biiyiik katki saglayacaktir.

Uzerinde durulan popiilasyonda PRLR geninin laktasyon siit verimi ve ortalama
giinliik siit verimi tiizerine etkisi istatistiksel anlamda onemli bulunmus olup
(P<0.05), laktasyon siiresi iizerine bir etkisinin olmadigi tespit edilmistir.
Popiilasyonda C allelinin en yaygin allel oldugu (%86.80) ve TT genotipine sahip
hayvanlarin laktasyon siit veriminin ve ortalama giinliik siit veriminin daha yliksek
oldugu goriilmektedir. Yapilan Ki-kare analizi sonucunda popiilasyonun Hardy
Weinberg dengesinde oldugu tespit edilmistir. Bununla birlikte, laktasyon siiresi
tizerine etkisi istatistiksel anlamda onemli olmasa da TT genotipinin laktasyon
sliresi lizerine pozitif etkisi vardir. Nitekim popiilasyonda TT genotipine 179
hayvan igerisinden sadece 4 bireyde rastlanmistir. PRLR/Rsal lokusu i¢in Kilis kegi
popiilasyonunda ¢alismanin daha biiylik sayida 6rnekle tekrar degerlendirilmesi
sonuclarin rastlantisal olup olmadigi1 konusunda faydali olacaktir.

B-laktoglobulin bir whey protein olup yapilan literatiir taramasinda hem siit verim
ozellikleri bakimindan hem de siit kalitesi iizerinde yapilan ¢aligsmalarin oldukga
yaygin oldugu goriilmistiir. Literatiir bildiriglerinde anilan gen ile ilgili ¢ok farkli
sonuglar mevcuttur. Kilis kegisi popiilasyonunda  B-laktoglobulin/Sacll
polimorfizminin laktasyon siit verimi ve ortalama giinliik siit verimi {izerine etkisi
istatistiksel anlamda ¢ok Onemli bulunmus (P<0.001), ancak laktasyon siiresi
lizerine bir etkisinin olmadigi tespit edilmistir. Popiilasyonda A allel (%59.04)
frekansiin B allel frekansina gore nispeten daha yiiksek oldugu ve AB genotipine
sahip hayvanlarin laktasyon ve ortalama giinliik siit verimlerinin daha yiiksek
oldugu tespit edilmistir. Bununla birlikte popiilasyonun Hardy Weinberg
dengesinden sapma gosterdigi goriilmektedir (P<0.01). PB-laktoglobulin/Sacll
polimorfizminin laktasyon stiresi lizerine istatistiki anlamda etkisi olmasa da pozitif
bir etkisi vardir. Kilis kegisi popiilasyonunda B-laktoglobulin/Sacll lokusunun
Markor Destekli Seleksiyon igin bir potansiyel oldugu diistintilmektedir.

Adindan da anlasilacagi iizere biiyiime ve gelisme i¢in zorunlu bir gen olan GH
tizerinde iki ayr1 bolge calisma kapsaminda degerlendirilmistir. GH1/Haelll

bolgesinin laktasyon siit verimi, laktasyon siiresi ve ortalama giinliik siit verimi
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tizerine etkisi tespit edilememistir. Bununla birlikte AB genotipine sahip bireylerde
incelenen parametreler agisindan pozitif bir etkisinin oldugu tespit edilmistir.
Ancak, tizerinde calisilan lokusun polimorfik oldugu ve siit verim 6zellikleri ile bir
iliskinin tespit edilememesi bu genin etkili olmadig1 anlamina gelmemelidir. Bu
baglamda, biiylime hormonu geninin genis bir popiilasyon iizerinde yapilacak bir
ornekleme ile ilgili genin sekans analizinin yapilmasi ve diger tim SNP’lerin
varliginin ortaya konmasi ve siit verim Ozellikleri ile iliskilendirilmesi ortaya
koyulabilecek ¢ok degerli sonuglar i¢in potansiyel durumdadir. GH1/Haelll lokusu
bakimindan popiilasyonda en yaygin A allelinin (%55.08) oldugu gézlemlenmis ve
BB genotipine hi¢ rastlanmamistir. Bununla birlikte popiilasyon Hardy Weinberg
dengesinde olmadig1 da tespit edilmistir (P<0.001).

GH2/Haelll bolgesi bakimindan ise 181 hayvan igerisinde yalnizca 3 hayvanda CD
genotipine rastlanmis, popiilasyonda DD genotipine rastlanmamistir. Popiilasyon
biiylikliigi, bir poplilasyonda mevcut olan allel sayisim1 etkilemektedir.
Popiilasyonda birey sayisinin az olmasi genetik bir siiriiklenmeye neden
olabilmektedir. Genetik siiriiklenme, kisa silirede popiilasyonlarda biiyiik
degisikliklere yol acabilecek rastgele bir siiregtir. Genetik siirliklenme, iireme
katsayisini arttirir ve allellerin uzaklastiritlmasinin bir sonucu olarak homozigotlugu
artirmaktadir. Incelenen lokus bakimindan iizerinde calisilan popiilasyonda

homozigotlugun arttig1 goriilmektedir.
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EKLER

Ek-1. DNA izolasyonunda Kullanilan Cozeltiler

100 ml 1M Tris-HCI Cozeltisi (pH: 8.0):
12.114 g Tris tartilip saf su ile 80 ml’ye tamamlanir. Cozelti pH’1 HCI ile 8.0 olacak
sekilde ayarlanip saf su ile 100 ml’ye tamamlanir.

100 ml 100mM EDTA Cozeltisi (pH: 8.0):
2.923 g EDTA tartilip saf su ile 80 ml’ye tamamlanir. Cozelti pH’1 NaOH ile 8.0 olacak
sekilde ayarlanip saf su ile 100 ml’ye tamamlanur.

500 ml T10E10 Cozeltisi (pH: 8.0):

5 ml 1M Tris-HCI (pH: 8.0)

50 ml 100mM EDTA (pH: 8.0)

Cozelti saf su ile 400 ml’ye tamamlanir. Cozelti pH’1 NaOH veya HCI ile 8.0 olacak
sekilde ayarlanip saf su ile 500 ml’ye tamamlanir.

500 ml T10E1 Cozeltisi:

5 ml 1M Tris-HCI (pH: 8.0)

5 ml 100mM EDTA (pH: 8.0)

Cozelti saf su ile 400 ml’ye tamamlanir. Cozelti pH’1 NaOH veya HCI ile 8.0 olacak
sekilde ayarlanip saf su ile 500 ml’ye tamamlanir.

500 ml Digestion Cozeltisi (400mM NaCl, 10 mM Tris-HCI, 2mM EDTA; pH: 8.2):
11.69 g NaCl

10 ml 100 mM EDTA (pH: 8.0)

5 ml 1M Tris-HCI (pH: 8.0)

Cozelti saf su ile 400 ml’ye tamamlanir. Cozelti pH’1t NaOH veya HCI ile 8.2 olacak
sekilde ayarlanip saf su ile 500 ml’ye tamamlanr.

10 ml Proteinaz K Cozeltisi (2 mg/ml Proteinaz K, %1 SDS, 20mM EDTA):

1 ml Proteinaz K

0.1 g SDS

2 ml 100mM EDTA

Cozeltiyi hazirlamak i¢in oncelikle EDTA i¢inde SDS ¢ozdiirtiliir. Elde edilen karisima
Proteinaz K eklenir ve ¢ozelti saf su ile 10 ml’ye tamamlanr.

25 ml %10 SDS Cozeltisi:
2.5 g SDS, saf su ile 25 ml’ye tamamlanarak ¢ozdiiriiliir.

100 ml 6M NaCl Cozeltisi:
35.064 g NaCl tartilip 100 ml’ye tamamlanarak saf suda ¢ozdiirtiliir.
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Ek-2. DNA Izolasyonu icin Kullanilan Protokol

v

v

v

v

v

Buzdolab1 veya derin dondurucuda bulunan kan 6rnekleri oda sicakligina (25°C)
gelinceye kadar bekletilmistir.

Kan 6rneklerinden 2.5 ml 15 mI’lik falcon tiiplere alinip tizerine 5 ml T10E10 ¢6zeltisi
ilave edilerek kapaklar1 kapatildiktan sonra 20-25 saniye vortekslenmis ve ardindan
tiipler 20 dakika stireyle +4°C’de 15009°de santrifiijlenmistir.

Santrifiij sonrasi tiipiin tabaninda 1-2 ml s1v1 kalacak sekilde {istteki sivinin tamami
atilmis, olusan pelet tizerine 5 ml TIOE1 ¢6zeltisinden eklenmistir. Tiipiin dibindeki
biitiin pelletin vorteks ile iyice pargalanmasi saglanmistir. Sonrasinda tiipler 20 dakika
stireyle +4 °C 15009g°de santrifiijlenmistir (Bu islem toplamda 2 kez tekrarlanmistir).
Santrifiijleme sonrasinda tiipiin dibinde 1-2 ml siv1 kalacak sekilde iisteki sivinin
tamamu atilmus, tiipe 1.5 ml digestion ¢ozeltisi eklenmis ve vortex yapilmaistir.

Daha sonra tiipe 250 pl Proteinaz K soliisyonu ve 100ul %10’luk SDS soliisyonu
eklenip hafif sekilde pipetaj yapildiktan sonra tiipler yaklasik 12 saat siireyle 65 °C’ye
ayarlanan su banyosunda inkiibe edilmistir.

Su banyosundan alindiktan sonra proteinleri ¢okertmek igin her bir tiipe 6 M NaCl
soliisyonu 0,5 ml eklenmis ve 15-20 saniye vortekslenmistir. Daha sonra tiipler 20
dakika siireyle +4 °C 1500 g’de santrifiij edilmistir.

Santrifiij bittikten sonra iistteki berrak sivi 15 ml’lik temiz falcon tiiplere alinmistir.
Icerisinde DNA bulunan iizerine s1ivi hacminin 2 kat1 hacimde %100°liik soguk etanol
(-86 °C) eklenmis ve tiipler hafifce alt iist edilerek DNA’nin yeterince gozle goriiliir
hale gelmesi saglanmistir.

Gozle gortinen DNA’lar eppendorf tiiplere alinmis ve kapaklar1 agik bir sekilde
beklenerek tiipte kalan etanoliin ugmasi saglanmigtir.

Etanolu ugan tiiplere 1 ml T10E1 ¢ozeltisi eklenip DNA’nin ¢6ziinmesi saglanmis ve
oldukca yogun olan DNA’nin tam olarak ¢oziinmesini saglayabilmek i¢in tiipler 37 °C

sicaklikta yaklasik 48 saat siireyle ¢alkalayici iizerinde tutulmustur.
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Ek-3. Elektroforez Asamasinda Kullanilan Cozeltiler
DNA Ladder

2ul DNA Ladder

2ul 6 X Loading Dye

8ul Deiyonize su

TBE 10X Cozeltisi (pH: 8.3)

54 gr Tris-Base

27.5 Borik Asit

20 ml 0.5 M EDTA (pH: 8.0)

Cozelti hazirlandiktan sonra 400 ml’ye tamamlanarak pH’1 8.3’e ayarlanip ardindan

¢ozelti 500 ml’ye tamamlanir.
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Ek-4 Keci (Capra Hircus) POU1F1 Geni Niikleotid Dizisi
: Capra hircus POU1F1 (POU1F1) gene, exon 6 and partial cds.
: MH892432

: MH892432.1

Definition
Accession

Version

Ref. Authors

Sequence

61
121
181
241
301
361
421

- 450 bp

ccatcatctc
gccctggaga
gctgaagaac
agagaaaaac
cttgaatgca
ctcttctcca
atgtttgcag
gaattattct

ccttcttctt
gacactttgg
taaacctgga
gggtgaaaac
gataggtctc
gccaaagtag
aagtgtttct
cagaaggcac

tcctgccaac
agaacagaat
gaaagaagtg
aagcctgaat
ccattgtgta
aaatcagtta
cttctacttt
attgtacatt

184

tcceccaccte
aagccttcct
gtgagggttt
cagagcttat
atagcgagtt
tttggttagc
aaaaacaaat

- Isik,, R. and Bilgen, G. 2018. Direct Submission.

ccagtattgc
cgcaggagat
ggttttgtaa
ttcctatctce
tttctgcttt
ttccaaacgt
acaatttaaa

tgctaaagac
cctgaggatg
ccgaagacag
taaggagcat
tctttcecett
cacatcagta
ttatgttgat



Ek-5 Keg¢i (Capra Hircus) PRLR Geni Niikleotid Dizisi

Definition
Accession

Version

Ref. Authors

Sequence

61
121
181
241
301
361
421

: Capra hircus prolactin receptor (PRLR) gene, 3' UTR.

: KJ572972
1 KJ572972.1

: An, X., Hou, J. and Cao,B. 2014. Mutation in PRLR 3'UTR

regulated by bta-miR-302a is associated with litter size in goats
(unpublished).
: 443 bp

agtgagagtt
acgtggaatg
tcccagttca
ccagaacaaa
agattatatg
taggtatatt
gtcaaaattg
ttgaagacca

atggaaggat
cactctacca
ctcttcattc
tcattccatc
ttcaatgata
ctctggaaaa
tttaccatga
gttgcttaac

gggttgaatt
gagagggctc
tctattttca
ttgtgtgatt
taaaagcaca
ggccttcatg
gaagatggta
ctt
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gtgattttcc
aagaacagga
accagttgcc
tgtagattta
ttgcctagta
gtttcatatg

gataggagag

ttcaggtaac
ttagaatgac
tctttttcca
cttttttgct
ttcttgagag
tgacagaggg
aaatgccatg

attacagagt
actacccaac
acagctgatt
attagttatc
acagtgccaa
gtataagtca
aaaaccactc



Ek-6 Keci (Capra Hircus) p-LG Geni Niikleotid Dizisi

Definition : C.hircus gene encoding beta-lactoglobulin.
Accession : 233881
Version : Z33881.1

Ref. Authors : Folch, J.M., Coll,, A. and Sanchez, A. 1994. Complete sequence of
the caprine beta-lactoglobulin gene. Journal of Dairy Science, 77(12):
3493-3497.

Sequence : 8088 bp

1

61
121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721
781
841
901
961
1021
1081
1141
1201
1261
1321
1381
1441
1501
1561
1621
1681
1741
1801
1861
1921
1981
2041
2101
2161
2221
2281
2341
2401
2461
2521
2581
2641
2701
2761
2821
2881

ccagctgccc
gaagctgaag
cggttcacag
atttcctaag
ctgcatcacc
gccggtgtcecce
actgcagggt
ccaagctccc
ctggtgccgce
ttcacatgcc
acagtagatt
ttccaaacaa
caaccccatc
ctaggttctt
cagatcaagg
tctgggggceg
agtctctccg
ctgaacctcc
caggggggaa
ggagattccc
tgagtggttt
acaaggcacc
cctgcaccct
ccactgctcc
cctgggagac
atcccgtgtg
gtcactttcc
ccctaactgg
ctccacctga
atcccttcac
caccctctag
gaccccggaa
gtgcccccac
ggccccggat
ggatgagcca
ctggcacgcc
gctcagaagc
cctcgcectgt
gaaggttcga
cagagaccaa
atccccecget
ccaagatcca
ccgtcttcetce
gctggaaaca
gtctccagag
gagtctctct
ttgccacgtg
agcattcccc
acagagagcc

caggccagag
attcctggaa
gaacttggga
ctcgetgggg
cagttctgag
aaaccacccg
gccctecegte
tccagaggct
acccttgagce
ttctcccecat
agcccctgtt
gattccaacc
acagcttgca
catgaaacac
caaggactga
gctgggggtce
ggaaggaaac
aaccaagatg
gaggggctga
ccaccttgcet
agtcacttag
cacagcccgc
ccctgctcgg
tgaggtctgc
ttaaaatgtg
cctgcatgga
cgtcctgggg
gcagcaggtg
accccgtgtce
ccaaggccac
gacacacctg
gtgttcctgg
ttctggggtc
ggaagaaggc
agtaggattc
tcctgtataa
acgaccccag
ggcatccagg
gggtggccgg
gagaggctgt
ggggcagcett
ggtgtcggcc
catgtcctct
cgcctgcectg
tcatgtgttg
gcccctcaaa
tgggggggct
agggtgcaga
cactgtgggg

gtgctttatt
gttatgaata
gaccctgcag
aacggggcgce
agcagagcgg
tgctggtgtt
ccctctgaga
ccagggaggg
ctgatcttgt
gtcccctcca
ccagcctcac
tgaagttcct
gttcatcaca
tgagcttcga
agctggccaa
tgctccecgtg
cagaggccag
ctgaccaggc
cccgccaggt
cccgttecgce
aatgtcaact
tgggtaccaa
gccccttetg
aggcagctcg
ggaggtggga
gccccagtgce
gttattatga
cttgcagagc
acccttgccc
ggtcacatgg
tccccagtge
cactggcagc
taccaggaac
ctcctattgt
cgggaacctc
ggccccgagce
ctgcagccat
ccatcatcgt
gtgggtggta
gacgtcgggt
ggaccaggcg
aggctggctt
gcgagccctg
cacagcctca
aagttctggg
ttttccccac
catctgggtc
gttgggggga
ctgggggcce
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tccgtctcte
cttcgccctg
ctcagacgtc
ttgtttctcc
tgctgggggg

cggggggcta
tcagaagtcc

atccttgccce
agacgcctca
tgtcccegtt
ctgaacagct
ggtggatgtg
aaacatggaa
ggcttgttgce
gcctactctt
agtgagctct
agagcaagcc
cagcgggccc
ccctgctatce
taccccaata
gaaggctttt
cgcccatgtg
tactcagcaa
ctgtagcctg
ggtgggaggt
tgctcagccg
ccgttgtcat
cctcgatacc
cagcctgcag
tttggaggag
tggctctgac
cagcctgacc
cgtctaggcc
cctcgtagag
gtggctgggg
ccgctgtctce
gaagtgcctc
cacccagacc
ggttgcaggg
tcgcatcagt
ttcactgcct
ctcctgcgge
atttcctctt
cacgaccttt
ggttagtggg
ctccagccat
cctctttggg
gtatctcagg
cttcccaccce

tctctggatg
aagggcatgg
ccgaggttgg
ctggctgacc
cacagcctct
cctatgggga
cagtccggac
cccgcecgcecg
gtctagtctc
ttctctcaca
cacatctgta
agttctgggg
cctggggttt
aagaattaaa
tccatcacag
tttctgctac
agagctagtt
cctggaaaga
aggagacatc
cgcccacccce
gcaccctctt
gattcagcca
cacacccagc
agcggtgtgg
tgggccctgt
tgccceccgcece
tttcattgcc
gaccaggtcc
aggatggggt
ctggtgccca
ctgcccttgt
cagagtccag
cagaggggga
gaagccaccc
gcccggeccg
agccctccac
ctgcttgccc
atgaaaggcc
c¢gggcagggg
cagctagggc
tgcattctgg
cgctctccge
cctgtgaggce
gtcatctctt
acacagttca
gtctccccaa
ctcagagtga
gctgcccagg
ccggagtgca

gtattctctg
tttatggtca
tggcacccag
tccctecgece
cgcatctgac
agggctcctc
atcgaacagg
cctccagctc
tgcctccgtg
aggacaccgg
aagacctaga
caacatcctt
atcataaaac
ggtgctaata
gaaagggggg
agtcaccaac
taggagaccc
ccctacagtt
cccgctatca
acccctgtga
tgccagaggc
ggaggcctgt
accagcattc
agggaagtgt
gggcctgeccce

gcagggtcag
atttttgcta

cccctcggag
cactgcagag
aggcagaggce
ctaagaggct
acacccacct
cttcctgcectt
cggggcccgg
ggctggctgg
tccctgcaga
tgggcctgge
tggacatcca
agctgggcecct
agcctgacaa
aggctggaag
ggagagacgg
cgccaggcct
taaaggccgt
gcccctaaaa
gatccaaatg
gtctggggag

ccggggtggg
actcaaggtc



2941
3001
3061
3121
3181
3241
3301
3361
3421
3481
3541
3601
3661
3721
3781
3841
3901
3961
4021
4081
4141
4201
4261
4321
4381
4441
4501
4561
4621
4681
4741
4801
4861
4921
4981
5041
5101
5161
5221
5281
5341
5401
5461
5521
5581
5641
5701
5761
5821
5881
5941
6001
6061
6121
6181
6241
6301
6361
6421
6481
6541
6601
6661
6721
6781

cctctccagg
ctggacgccc
ggcaacctgg
ctccccaggg
tggggaagag
ggcttttttt
aacataaaac
gcataggaaa
acaagtgcat
tctaaaatga
tgctgggagg
ccaccctcag
ggggacctga
gaccttttct
ctgagaggtg
cacccccectce
gaaaatggtc
gctcagaaga
gagtgccggg
agggggctgg
gacacctgct
gcaggtcccg
gggcggtcegg
ggtaaccgag
cacagctcct
cctaaatccg
cgccgggcag
ccctgcactg
tgggtttggg
cccactggcec
tgcccccatce
gatcaggggg
gtgagtgttc
gagggcttcc
gg9gggtgggg
gagccgcgcet
gaactcactt
ctggacaccg
caaagcctgg
tgtgtggtcc
gaggaggggt
gtctgctgtg
gtgggctgca
aacagccgtt
ccatctttaa
agtcccactg
ggctcccagce
gggcaggctt
gaactgggcc
cctggggagce
aggaggccct
ccttcaaccc
aggctacccg
ggaggagggg
ctcttcctga
agtgccacgt
acgtcctggg
ccctggggtce
cgactggccg
acctcttcca
acctaagggg
cacggagagg
catttcaggg
ccatcagggg
ccaggcccct

tggcggggac
agagtgcccc
agatcctgcet
ctgtggaccc
ggctcagagt
tttttttaac
atcatttttg
gatacatacg
ttgagcaaca
acaagatgtc
cagcagacct
acgggggtca
accccagggc
ctctggcttce
acagtgagtg
cagcccctece
catgccagtg
agattattgc
tccetggggg
cgtcgggccc
tcacttgcct
gctgggcggg
tgctctgggce
agccgttgece
tcatctcctg
agatgagaaa
cctgggccac
actgatgcca
tgctggtcct
tctgtcaggg
ctcaggacgc
aagcttcttg
ccaagtccag
tgggcccegt
gatgccagag
ggtcgtggag
tcctcecegte
actacaaaaa
cctgccagtg
ttgctgcaac
ggggggtccc
ggcctgtggg
gaactgtgac
gttaccgggg
actatcacgt
ggcgttttca
tttgtcagcc
tccctectgtg
aaggggaaag
agggactgac
ggagaaattc
gacccagctg
gcccaggacc
gtggggtgca
ggtgtccagt
ctaggtgagc
cacacacatg
cccctgtgag
cgtgcccact
gctccttcecg
gagggtaggg
ctggcaagga
cccgggagcec

gaccaggagg
cctgtggcct

ttggtactcc
cctgagagtg
gcagaaatgg
cccggggggt
ttactggtac
ttttattaat
tttacttgga
acgaggcagg
gagagacatt
ctggaaacga
gggtctttgg
gggtgcagga
tgccttttgg
atttgacttc
cagccgaggce
tggggccage
gctcagaaag
agaaaaaacc
acacctacca
tgggatgcta
ccctgccacc
gctaacccac
cctcaggctg
cactccaggg
gagacaaact
gcttcgaggg
atctgccctt
gggtgcccag
gcccccaagce
tgagccccag
acccccecctte
accactccgg
gagatggtgg
gcgcctggceca
gcgctcccca
ggtgctgggg
ttgatcgctt
gtacctgctc
cctgggtggg
agggggtggg
cgagtcccgce
tggctgggga
tggtgtgacc
agtttcaatt
cctgaaaaca
gggcccctgt
ggcccagggg
acctgcagac
ggcaggtgct
cccecgtcecect
gacaaagccc
gagggtgagc
tcctcectcecece
gcaccccgtg
cccatcctga
ccctgcecggt
gggtaggggg
aatggctgga
cttgtggggt
ggcagagcta
gggtccttct
tctggcaggt
ttggcccctce

gaccgggacc
cctgctcggg
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ttggctatgg
tacgtggagg
tgggcgtccc
ggggtgcagg
ccggcgctcece
ttgatgcttc
aggggagata
tattctgaat
ttcatcattt
agcagtgtgg
ggctcaggca
gagagctggg
gggtgcctgt
tcctggcecca
tagttggcca
ttctgtccct
cagctgtctt
aagatccctg
cccctgececcce
aggggctggt
tgcctggggce
cagggtgaca
agctcaggta
gcccaggtge
ctgtccgceccce
ggggttgggg
ggccccctca
cccagggtcet
ttcccggaca
ctgcccctge
ccttgctggg
tccctgggag
agggtccctg
gtggcagcag
cccegtette
gctgaccagc
ccagccttga
ttctgcatgg
tgccaaccct
ggtgggagca
caggagacag
tgggggccag
atcgcgatgg
atttcccaaa
aatggcaggt
gccagggggyg
gaggaaggga
ccactgcact
ctggagggca
gctccacagt
tcaaggccct
acccaggccc
atggtgaccc
ggggccccect
ccccccatga
gcctctgtgg
tcttggtggg
agctggggtce
gacctgtgtc
agggccaagg
cccgaggagg
gccccaggaa
tggggacaga
gcggtcacct
gccgctcecte

cggccagcga
agctgaagcc
tccccaacac
agggaccagg
acccaaggct
agaacatcat
aaatccactg
tccctgttag
ctagtatgaa
ggataggccc
gttcccacta
tgggtgtggg
gtgtggtcaa
tccacccagt
gctggcccecct
ggccctcagt
tcagggagaa
cggtgttcaa
cggggactgt
ggtgatgaag
cttggggcceg
cccgagcetcet
ggtacctgtg
cccacgaccce
tcgctcattc
ttccatcagg
ggactcactc
ctggcgccat
ccacagggca
tcagggctgce
cagtgtccag
agggggcctce
gcggatccag
ggaagaggaa
gccgggtggt
aaccccctcc
acgagaacaa
aaaacagtgc
ggctgcccag
gggagcttga
cggtcccata
acacacaggc
ggccggcggt
ataagaactc
gacattttct
cgtgggcatc
cccggacagce
gccctgggag
agggcagacc
caggacccca
gcccatgcac
cgccccttcece
ccagctcccc
ccccaccccce
ctctccctcce
taagctgccc
gcctgggacc
cttcctggcecg
ctggcctcac
tggaggccta
ggctgtcctg
tcacaggggg
cgacgtcacc
ctcctgggac
cttcagcaat

catctccctg
cacccccgag
ggaaccccca
gccccagggce
gcccacccag
caaacaaatg
aagtggaaat
tctgaggatt
cacctcagta
gtgtgaaggc
ccagccctgt
gggcagagat
ggctctccct
cccctgtgge
atgcccacgce
tcatcctgat
cggcgagtgt
gatcgatggt
gggcaggttce
acactgcctt
gtggccatgg
ctttgccggg
ccctcccagg
cagcccgctce
acttgttcgt
gctgccctte
tgactggagg
ccagctgcac
gccggggcetyg
ccccccacaa
ccccacccga
agactgagtg
agttgacagt
gcaccatttc
gaccccgggg
cccgccgttg
agtccttgtg
tgagcccgag
ggagaccagc
tccccaggag
ccgggagcca
tgggagacgg
cactgaatct
aggtacaaag
gtgccgtagce
ggcgagtgga
cagaggtggg
gaagggaagg
tgcagaccac
gaggtggaca
atccggctcg
ccagggcagg
aggcctcccg
tgccaggccc
cccgcagggce
gctctgcccce
ccacattagg
actgcagagc
tcacacgctg
ggaagtgggt
aacccccagc
ggcccatgtce
cccgcectcecec
ccaggcccct
aaaggcataa



6841
6901
6961
7021
7081
7141
7201
7261
7321
7381
7441
7501
7561
7621
7681
7741
7801
7861
7921
7981
8041

acctgtgctc
cacagggtgg
gcatcacagt
caggaaccag
cacccaaact
tgatatgaaa
actgtcggta
ataaagagat
ttgttctgca
gtgttcattg
aagagctgcc
gggacgacag
tggactccgg
aaagactgag
gattttttaa
gtacctgaat
ccaggttcct
ctcctccagg
gattctttac
ccaaagctgc

ggggtagact

tccecttetga
ggagtggtct
cttgtgacat
ggagggactce
cgacaaagga
actcaagttg
tcaaacttca
ttccccaaga
cacacagcaa
gagggactga
tcatttgaaa
aggatgagat
gagttggtga
cgactgaact
atgataagaa
gctcagtcac
tctgtcccca
cgatcctccc
cactgtgcca
tccaagaaaa

gtgacctggg

gtctttecctg

ggctcagagg
ctgggggccce
agcagagata
cagaaagtgg
ctcatggatc
tgtacccaaa
tagaggagct
ggagatccaa
tgttgaagct
agaccctgat
ggttggatgg
tggacaggga
gaactgaact
taatttgcac
tcagtcgtac
gaattctcca
gacccaggga
ccagggaagc
agcccctatg
aacaccctcc

188

gacaacgggc
atgacagcgg
acacacatca
tctgccagtt
aaaatggctg
aaattatgcc
acgcactgat
gggcaaaaga
ccagtccatc
gaaactccaa
gctgggaaag
catcactgac
ggcctggegt
gaatggaaaa
atagcatagt
ctgactctgt
ggcaagaata
ttgaaccggce
ctgtgttact
cctctgagcet
cgcttcagga

agggggtgga
ggctgggatc
ctgtggctct
accttggagt
tctcttagtce
cttttatgaa
cttttctgtg
ggtcacggtt
ctaaaggaga
tgctttggcc
attgagggca
acaatggaca
gctgcggttc
gaggtataca
gtgtactcat
gacctatgga
ctggagtggg
atctcctgca
gtctatgtcc
tcccggectg
ctccecggg

gaaggcccgg
cagggcgtct
ttgaaacttt
gttcagtcaa
taataaatat
tccagccact
ctaaaatgaa
ggaaggagac
tcagtcctgg
acctgatgtg
ggaggagaag
tgggtttggg
atggggtcac
gcaaagtggg
atttatatgc
ccatagccct
tagccatttc
ttggcaggtg
cacttaatta
cagagttgtg



Ek-7 Keci (Capra Hircus) GH Geni Niikleotid Dizisi

Definition : Capra hircus gene for growth hormone, complete cds.
Accession : D00476
Version : D00476.1

Ref. Authors : Kioka, N., Manabe, E., Abe, M., Hashi, H., Yato, M., Okuno, M.,
Yamano, Y., Sakai, H., Komano, T., Utsumi, K. and Iritani, A. 19809.
Cloning and sequencing of goat growth hormone gene. Agricultural
and Biological Chemistry, 53: 1583-1587.

Sequence : 2544 bp

61
121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721
781
841
901
961

1021
1081
1141
1201
1261
1321
1381
1441
1501
1561
1621
1681
1741
1801
1861
1921
1981
2041
2101
2161
2221
2281
2341
2401
2461
2521

gggattttct
ggctgagcca
tggggtgggce
aggggatgat
gagaggaggt
agagcacaca
agagaccaat
gctcaccaac
aagggggtga
ctgaatgcga
ccctggaggg
ctccgtecgceg
accctgetet
ggcctgtttg
ttcaaagagt
gaatccgcac
agtaaggatg
aaggcagtga
agcgcaccta
gcttctccga
gtggccacct
ctctgcaccg
ggaggatgat
ctgccccgag
cgcatctcac
ttcaccaaca
gaggaaggca
gggggccatg
agatccctgce
cccgttttga
agcgggcagg
caggagctgg
tttgacacaa
ttccggaagg
ggggaggcga
cctagaccct
ttgcatcaca
gcgagaggga
tgctgaataa
gtgacacacc
agctcaggag
ccctcatcag
caggctatga

gacccaggga
cctgggaagc
tctcaagctg
gatgagcctg
tctaaattat
ggtgggggga
tccaggatcc
tatgatggct
tgcgggagaa
acataggtat
aagggcaggce
gccctecectgg
gcctgeccectg
ccaacgctgt
ttgtaagctc
cccctccaca
tggtcagggg
ggggaaccac
catcccggag
aaccatcccg
aggaccgagg
ggcctggggt
ggttggtggt
cccggggcac
tgctccttat
gcctggtgtt
tcctggecgcet
cccaccctet
tctctctcecte
aacctccttc
agggagccgce
aagatgttac
acatgcggag
acctgcacaa
gctgcgcegtt
ggaaggtgcc
ttgtctgagt
ggattgggaa
ttgacccggt
cggtcctcge
ggctctgcct
cccaccaaac
agtacagagg

ttaaacctga
ccattcgttt
agaccctgtg
ggggacatga
ccattagcac
aagggagaga
caggacccag
gcaggtaagc
ctgccgatgg
ctgcacccag
gggggctggce
tctctceccta
gactcaggtg
gctccgggcet
cccagagatg
caatgggagg
agtagaaatg
acaccagctt
ggacagagat
gcccccacgg
agcaggggac
ggcgttctcc
ggtggcagga
ccaccaacca
ccagtcgtgg
tggcacctcg
gatgcgggtg
cctggcttag
tctttctage
ctcgcceccttce
tcctgagggce
cccceccgggcet
tgacgacgcg
gacggagacg
ctagttgcca
actccagtgc
aggtgtcatt
gacaatagca
tcttcctggg
ccctggtect
tcagtcccac
caaacctagc

gaga
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gtctcctgceca
ctgctacctc
tgtacagccc
ccccagagaa
aggctgccag
gaagaagcca
ttcaccagac
tcacaaaaat
atgtgtccac
acatttggcc
aggagatcag
gggccccgga
gtgggcgect
cagcacctgc
tgtcctagag
gaactgagga
ggggtgtgtg
agacccgggt
actccatcca
gcaagaatga
ctccttcatc
ctgaggtggc
ggtcctcggg
cccatctgcc
cttgggcccce
gaccgtgtct
aggatggcgt
ccaggagaac
agcccagtct
tccaagccta
cttcggcctce
gggcagatcc
ctgctgaaga
tacctgaggg
gccatctgtt
ccactgtcct
ctattctagg
gggatgctgt
ccagaaggaa
tagttccagce
ccgctaaagt
ctccaagagt

tttgcagctc
ccccttaaaa
tcaggctggt
ggaacgggaa
tggtccttgce
gggtataaaa
gactcagggt
cccctceccatt
agctttgggt
aagtttgaaa
gcatccagct
cgtccctgcet
tcccagccat
atcaactggc
gtggggaggc
cctcagtggt
gggtggggag
gggtgtgttc
gaacacccag
ggcccagcag
ttaagtaggc
agagggtgtt
cagaggccga
agcaggactt
tgcagttcct
atgagaagct
tgttgggtcc
acacgtgggc
tgacccagga
taggggaggg
tctgtctctce
tcaagcagac
actacggtct
tcatgaagtg
gttacccctc
ttcctaataa
gggtggggtc
gggctctatg
gcaggcacat
cccactcata
gcttggagceg
gggaagaaat

gattctttat
agaaaaccta
ggcagtggag
caggatgagt
ataaatgtat
agggcccagc
cctgctgaca
agcgtgtcct
tttagggctt
tgttctcagt
ctctgggccce
cctggctttce
gtccttgtcce
tgctgacacc
aggaaggggt
attttatcca
ggttccgaat
tcccececcagg
gttgccttct
aaatcagtga
tgccccagcet
ggatggcagt
ccttgcaggg
ggagctgctt
cagcagagtc
gaaggacctg
cttccatgct
tgggggagag
gaaacctctt
tggaaaatgg
cctcccttgg
ctatgacaaa
gctctcctge
tcgccgette
cccgtgecett
agcgaggaaa
aggcaggata
ggtacccagg
ccccttetet
ggacactcat
gtttctcctt
taaagcaaga



