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St Uretiminde sadece sutin miktar degil, ayni zamanda kaliteli olmasi da blylk énem tasir. Sit sigirlarinda bazi
genler sit performans &zellikleri ilgili potansiyel aday gen olarak énerilmektedir. Farkli aday genler arasinda, prolaktin
reseptdr (PRLR) geni laktojenik hormonlardan siit protein gen promotoérlerine sinyal iletiimede kritik roli olmasindan
dolay! dikkat ¢ekici gérinmektedir. Bu g¢alismada st kompozisyonu ile iligkili oldugu distnllen prolaktin reseptér
(PRLR) gen ekspresyon seviyesinin siit kompozisyonu Uzerindeki etkisi Real-Time PCR yoéntemi kullanilarak
incelenmistir. PRLR gen ekspresyon seviyesi ginlik protein verimini istatistiksel olarak énemli derecede (P<0.01)
etkilemistir. Sit yagi orani (%) ise 6nemli (P<0.05) bulunmustur. Gen ekspresyon seviyeleri diger sit bilesenlerini
etkilememistir. Sonug olarak, PRLR gen ekspresyonu protein ve yad verimini olumlu yénde etkilemistir. Ancak sut
bilesenleri Gizerine etkisini daha etkin belirleyebilmek igin daha fazla sayida ¢alismalarin yapiimasi gereklidir.

Anahtar Kelimeler: Siit, Sit kompozisyonu, Prolaktin reseptor, RT-PCR

Effects of Prolactin Receptor Gene (PRLR) Expression in Milk Composition
ABSTRACT

In milk production, good milk quality is of great importance as well as milk quantity. In dairy cattle, certain genes are
proposed as potential candidates associated with dairy performance traits. Among different candidates, prolactin
receptor gene (PRLR) seems to be promising because of its crucial role in transmitting signal from lactogenic
hormones to milk protein gene promoters. In this study, the effect of PRLR gene expression levels on milk
composition was determined by using the Real-Time PCR method. Daily protein yields were significantly (P<0.01)
influenced by the expression levels of PRLR genes. Percentages of the milk fat were also significantly affected by
expression levels (P<0.05). Gene expression levels did not have a significant influence on other milk components.
Results of this study suggested that PRLR genes expression had a positive influence on protein and fat yields.
However, further studies are needed to clarify the effect of the PRLR gene on other milk components.

Keywords: Milk, Milk composition, Prolactin receptor, RT-PCR

GIRIS hayvansal kaynakli protein, yag, laktoz ile vitamin ve

mineral maddeleri yeterli oranda igermektedir. Sit
Sut canlilarin blyimesi ve gelisimi igin en 6nemli besin beslenme  degerinin  Gstinligd  yaninda,  vicut
kaynagidir. Canlilarin tim yasaminda énemli yeri olan fonksiyonlarini diizenleyen, gelismesini saglayan, kemik
sit, yeterli ve dengeli beslenme icin gerekli olan
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ve dis olusumunda énemli rol alan bir gida maddesidir
[1,2].

Ginimuzde sit hem dogrudan tiiketilebilen hem de
yag, peynir vb. Uriinlere iglenebilen vazgecilmez bir
besin maddesidir. Siit koyun, kegi, manda, deve gibi
memeli tirlerinden elde edilirse de siit Gretiminin birinil
kaynagi sigirlar ve 6zelliklede sitcl sigirlardir. Uretilen
sUtlin sadece miktari degil, ayni zamanda Kkaliteli
olmasinin da blyidk &nemi vardir. Sitin kalitesini
belirleyen temel kriterlerden birisi de sitin igerigidir.
(yad, protein, laktoz, KM, mineral, vitamin miktar veya
oranlari). Ozellikle sltte protein ve yad oranlari hem
beslenmede hem de Urlne islemede dnemli bir yere
sahiptir [2,3].

Hizli bir sekilde artan diinya niifusu sit ve sit Grlnlerine
olan talebi artirmigtir. Bu talebi karsilayabilmek amaci ile
yetistiriciler ve bilim adamlari birim hayvan basina disen
verim miktarini artirmak amaciyla genetik bakimdan
Ustiin hayvan populasyonlari olusturabilmek igin cesitli
1slah ¢alismalari ylritmektedirler.

Bu calismalarda sOt Uretimi agisindan ilgi c¢ekici
genlerden bir tanesi prolaktindir [4]. PRL memelilerde
hipofiz bezinden salgilanan ve laktasyonun baslatiimasi
ve sirdiriimesinde 6nemli rol oynayan bir hormondur.
PRL sut proteinlerinin sentezlenmesi ve salgilanmasi
icin meme alveollerini uyarmasi yani sira tim temel st
bilesenlerinin sentezlenmesinden de sorumludur [5].
Prolaktin reseptdér (PRLR) genin ise st protein
promotorleri i¢in sinyal iletmede merkezi bir rol oynadigi
disUnulmektedir [6]. Prolaktin hedef hiicrelerde PLR
reseptorlerine baglanarak etkilerini gdsterir. Bu yapi
JAK2 kinazlarinin (Janus kinase 2) aktivasyonuna ve
daha sonra S0t protein genlerinin  hicre igi
transkripsiyonunu diizenleyen STATS5 (signal transducer
and activator of transcription 5) transkripsiyon
faktorlerinin fosforilasyonuna katkida bulunur. JAK-
STAT sinyal yolad ekstraselller kimyasal sinyallerden
cekirdege bilgi aktarir ve bu mekanizma DNA
transkripsiyonu ve ilgili genlerin ekspresyonu ile
sonuglanir [6, 7]. Bu nedenle PRLR geninin sit
sigirlarinda sit protein ve yag verimi ile iligkili 5nemli bir
aday gen oldugu ifade edilmektedir [7, 8].

Sut bilesenleri ile ilgili gen bdlgelerindeki polimorfizmler
arasindaki iligkilerinin incelendigi  bircok calisma
bulunmaktadir [9, 10]. Ancak bu 0zelliklerle ile ilgili
genlerin ekspresyon seviyeleri bakimindan incelenen
calisma yok denecek kadar azdir. Bu calismada temel
st bilesenlerinin  6zelliklede protein ve yagin
sentezlenmesinden 6nemli rol oynayan aday gen
PRLR’nin mRNA gen ekspresyonu diizeyinin artisina
karsi sit kompozisyonunda meydana gelebilecek
degisikliklerin belirlenmesi amaglanmistir.

MATERYAL ve METOT
Hayvan Materyali ve Yemleme
Arastirma Atatiirk Universitesi Ziraat Fakilltesi Sigircilik

Subesi bagll durakli kapali ahirlarda yetistirilen orta
laktasyonda bulunan 18 bas Siyah Alaca sit sigirlari
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Uzerinde gercgeklestirilmigstir. Denemeye alinan
hayvanlar benzer rasyonla yemlenmistir. Hayvan basina
ortalama ginlik 6 kg sit yemi ve 10 kg misir slaji
verilmigtir. Kuru ¢ayir otu ise ad-libutum olarak
sunulmustur.

Ornek Alimi ve Siit Analizleri

Her bir hayvandan Sit érnekleri 100 mL’lik steril kaplara
alinmis laboratuvarda somatik hlicre izolasyonu
yapilana kadar soguk zincir korunmustur. Ornekler birer
hafta arayla (i¢ defa sabah sagimi esnasinda alinmistir.
St drneklerinin St kompozisyonu (yag, yagsiz kuru
madde, laktoz, protein, yodunluk ve kil) analizleri sit
analiz cihazi (Lactoscan MMC, Boeckel Co, Hamburg,

Almanya) ile yapilmigtir. Yag ve protein verimleri
Orneklerin alindigi  glnlerin  toplam siit verimleri
ortalamasinin ylzdesi alinarak hesaplanmistir

(Ortalama giinliik toplam st verimi (kg) * % oran).
Somatik Hiicre izolasyonu

Somatik hicre izolasyonu; her bir 6rnekten 10 mL
alinarak 4°C'de 1500g'de 30 dakika santriflij edildi.
Ustte biriken yag tabakasi alinip, sUpernatant kismi
atildi ve geriye kalan hiicre peleti 5 mL sojuk PBS
(phosphate buffered saline, pH 7.5) ile yeniden
slspanse edildi. Elde edilen slspanse 15 dakika
460g'de 4°C’de santrifiij edilerek yikandi. Yikama iglemi
3 defa tekrarlandi [11].

RNA izolasyonu ve cDNA Sentezi

Somatik hiicreden toplam mRNA izolasyonu High Pure
RNA lIsolation kit (Roche, Almanya) ile Uretici firma
protokoliine uygun olarak yapimigtir. Saf RNA
konsantrasyonlari spectrophotometery (Nanodrop) ile
belirlenmistir. Saf RNA igin OD260o/OD2go orani >1.8 olan
ornekler cDNA sentezinde kullanildi. cDNA sentezi,
Transcriptor First Strand cDNA sentez kiti (Roche,
Almanya) ile Ureticinin protokoline uygun olarak
gergeklestirilmistir. cDNA'lar daha sonra kullanilana
kadar -20°C'de sakland..

Primer Dizayni Real-Time PCR

PRL ve GAPDH sekanslar kullanilarak
(v. 0.4.0) (http:/frodo.wi.mit.edu/)
programinda  dizayn edildi. mRNA  dizilerinin
dogrulugunu tespit icin BLAST vyapildi. PRLR
(GeneBank accession number NM_174155.3) forward
5-TATCACAGCCTTCTCGCCTT-3've reverse 5-
TTTCCAGAGCTCGCAGAAGT-3’, GAPDH (GeneBank

Primerler
Primer3software

accession number XM_015462071.1) forward 5'-
AGGAGCACGAGAGGAAGAGTT-3' ve reverse 5-
TCAGGGCCTTAGAGATGGAA-3  Primer sekanslari
kullaniimigtir.

Real-Time PCR

Gen ekspresyonu Stratagene MxPro3000 marka Real-
Time PCR cihazi kullanilarak yapilmistir. PCR islemi;
2.5 yL cDNA, 1.5 pL forward ve reverse primer, 12.5 pL
SYBR Green PCR Master Mix (Qiagen) ve 7 uL PCR-
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grade water eklenerek her bir reaksiyon icin toplam
hacim 25 pL olacak sekilde gergeklestiriimistir. PCR
programi; AmpErase UNG enziminin aktivasyonu igin
50°C'de 2 dakika, AmpliTaq Gold DNA polymerase
enziminin aktivasyonu igin 95°C’'de 10 dakikay! takiben
45 dongli 95°C’de 15 saniye denatlirasyon ve 60°C’de 1
dakika baglanma ve uzama seklinde yapimigtir.
Gogaltilan cDNA’nin istenilen hedef bdlge olup
olmadiginin tespiti igin erime egrisi analizi (melting
curve) yapilmistir.

Real-Time PCR verileri, hedef genin ekspresyonundaki
degisimin belirlendigi efficiency (e)2°Y [12] metoduna
gbre analiz edilmistir. Amlifikasyon etkinligi (e)
e = 10 ('5ope) formilline gbre hesaplanmistir.

istatistiksel Analiz

Arastirmada incelenen &zellikler ile ilgili olarak elde
edilen veriler SPSS-20.0 paket programinda varyans
analizi yapilmis, 6nemli olan ortalamalar arasindaki
Onemlilik Duncan testi kullanilarak analiz edilmistir.

BULGULAR ve TARTISMA

Arastirmada incelenen inek sitl 6rneklerinin PRLR
mRNA gen ekspresyonu seviyelerine goére Siit
kompozisyonu degerleri ve 6nemlilik durumu Tablo 1’de
verilmistir. Arastirmada elde edilen sit kompozisyonu
ortalamalan yagsiz kuru madde %9.07, yogunluk
%28.19, slt yadi %3.57, yag verimi 0.24 (kg), protein
%3.05, protein verimi 0.21 (kg), laktoz %4.32 ve kil
%0.76 olarak tespit edilmigtir.

Tablo 1. PRLR mRNA gen ekspresyonu seviyelerine gére sut kompozisyonundaki degisim

PRLR mRNA gen ekspresyonu seviyeleri

Diistk Orta Ylksek
Varyasyon Kaynaklari X +SXx X +SX X +SXx Onemlilik
(n=6) (n=7) (n=5)
Yagsiz KM (%) 916 007 908 007 897 010 0s
Yogdunluk (%) 28.39 0.26 28.18 0.26 28.02 0.37 oS
Sit Yagi (%) 3.91 0.142 3.71 0.142 3.10 0.20° *
Siit Yagi Verimi (kg) 023 001 024 001 025 0.2 0s
Protein (%) 3.08 0.02 3.05 0.03 3.01 0.04 oS
Protein Verimi (kg) 0.19 0.012 0.20 0.012 0.25 0.01° >
Laktoz (%) 4.37 0.04 4.33 0.04 4.27 0.05 (O]
Kl (%) 0.77 0.01 0.76 0.01 0.75 0.01 OS

*: P<0,05; **: P<0,01, OS: Onemsiz

Elde edilen sonuglara gore érneklerin st komponentleri
bakimindan yagsiz kuru madde, yogunluk, yag verimi,
protein, laktoz ve kil igerikleri PRLR mRNA gen
ekspresyonu seviyesinden etkilenmedidi ve dizeyler
aradaki farkliliklarin dnemsiz oldugu bulunmustur.

Sit kompozisyonu incelendiginde gen ekspresyon
dizeyi arttikga % yag oraninda bir diisis oldugu ve
farkhliklarin istatiksel olarak 6nemli (P<0.05) oldugu
tespit edilmistir (Sekil 1). % yag oranindaki bu dusis
PRL ve PRLR gen ekspresyonuna bagll olarak sut
verimindeki artisla beraber oransal olarak bir dists
oldugu ifade edilebilir. Ancak istatiksel olarak édnemsiz
olmasina ragmen ginlik yad veriminde bir artisin
oldugu gérulmektedir (Sekil 2).

Gen ekspresyon seviyesi yilizde protein oranini
etkilememigtir (Sekil 1). Ancak ginlik protein verimini
6nemli (P<0.01) derecede etkilemistir (Sekil 2). Gen
ekspresyon seviyesi arttikga protein veriminde artisin
oldugu ve bu artisin PRLR gen ekspresyonunun en
fazla oldugu ylksek seviyede tespit edilmistir (Sekil 2).
PRL ve PRLR gen ekspresyon miktari hem slt verimini
hem de protein verimi olumlu ybénde etkiledigi
sdylenebilir.
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Yapilan calismalar arasinda Viitala ve ark. [13] PRLR
geninin sit protein ve yag verimini belirgin bir sekilde
etkiledigini belirtmistir. Benzer sekilde Blott ve ark. [14]
ve Javed ve ark. [15] PRLR genini sit protein ve yag
verimi ile iligkili oldugunu acgikca ifade etmistir. Brym ve
ark. [6] ise PRLR genini daha yiksek protein verimine
neden oldudunu tespit etmistir. Elde edilen bulgular siit
protein verimi bakimindan bu c¢alismalar ile uyum
icerisindedir.

Wang ve ark. [16] yapmis oldugu calismada PRL
ekspresyon seviyesinin sltte beta-kazein, trigliserid ve
laktoz salgisini artirdigini bildirmistir. Diger taraftan Hou
ve ark. [17] PRLR geni Meme bezi gelisimini, sit
salgisinin artisini ve sit proteinlerinin gen ekspresyonu
dizenleyici bir rol oynadigini ifade etmistir.

Meme dokusunda sitin énemli komponentlerinden sit
proteinleri, laktoz ve lipit sentezinden esas sorumlu olan
hormon PRL dir [17]. Gok fonksiyonlu hormon olan PRL
gesiti  fonksiyon ve ¢ok karmasik  olaylar
diizenlemektedir. Bu karmasik iglemlerini reseptorleri ile
yaptigi acgiktir [8]. Bu ylzden PRLR sit verim ve
bilesenlerinin takibi bakimindan énemli bir yere sahiptir.
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SONUC

Bu calismada mRNA st somatik hicresinden izole
edilerek Real-Time PCR ile PRLR gen ekspresyonu
belirlenmistir. PRLR gen ekspresyonu ile giinlik protein
verimi arasinda istatiksel olarak énemli derecede iligki
oldugu tespit edilmistir. GUnlik yad verimini ise pozitif
etki yaptigr gértlmustar.

Sit sigirlarinda PRLR geni slt bilesenlerini etkileme
potansiyeline sahiptir. Bu ylzden genetik bakimdan
Ustlin hayvan populasyonlari olusturabilmek icin yapilan
islah ¢alismalarinda Ustin verimli ve kaliteli st Ureten
hayvanlarin genetik kapasitelerinin tahmin edilmesinde
yararl bir genetik marker durumundadir. SGt Ureticileri
icin bu gen ekonomik olarak énemli fenotipik 6zelliklere
sahip hayvanlarin se¢iminde, seleksiyon programlarinin
etkin bir sekilde kullanimi, kaliteli stt eldesi ve kaliteli
sitiinde Urlne islenmesi bakimindan énemli bir yere
sahiptir.
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Elde edilen sonuclarin daha iyi degerlendirilebilmesi icin
st kalitesini etkileyen ilgili gen bdlgelerinin tespiti ve

iliskilerinin  incelendigi ¢alismalarin  arttirimasi  ve
Ozelliklede gen ekspresyon alanindaki g¢alismalar
acisindan var olan boslugun doldurulmasi
gerekmektedir.
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