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Gelisme ve farklhilasma faktori—8 (GDF-8) olarak da bilinen myostatin (MSTN), son
zamanlarda kesfedilmis olup balikta kas gelisimini engelleyen bir gendir. Bu
arastirmada 8, 18 ve 36 ayhk goOkkusagi alabaliklari (Oncorhynchus mykiss)’nda
myostatin geninin ekspresyonuna bakilmistir. Baliklarin dokularindan totalRNA izole
edilerek cDNA kiituphanesi olusturulmus ve PCR yapilmistir. Arastirma sonucunda 8
ve 18 aylik gokkusag: alabaliklarinda myostatin geninin eksprese olmadigi, 36 aylk

gOkkusagi alabaliginda ise myostatin geninin eksprese oldugu bulunmustur.
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GDF-8 (Growth Differentiation Factor-8) is known myostatin that a recently
discovered gene that inhibits muscle growth in fish. In this research; myostatin gene
expression was investigated in the 8, 18 and 36 months old rainbow trouts. By isolating
totalRNA in fish tissue cDNA was composed and done PCR. According to the results of
study, while myostatin gene was not expressed in the 8 and 18 months old rainbow

trouts, this gene was expressed in the 36 months old rainbow trout.
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1. GIRIS

Yeryuzinde iki milyonun tzerinde canl turi yasamaktadir. Bu canli tlrlerinin birbirine
benzer ve farkli 6zellikleri bulunur. Hatta bir tirtin tim bireylerinde de benzer ve farkl
Ozellikler bulunabilmektedir. Bu durumun temelinde bireylerin kalitsal maddesi olan
genler rol oynar (Anonim 2006a). Gen bir proteine karsilik gelen DNA dizisidir
(Anonim 2006b). Kalitimin iglevsel birimi olan genler DNA molekllu Gzerindeki
nikleotid dizileridir (Anonim 2006a). Diger bir ifade ile canlilarin her tirlt 6zelliklerini
belirleyen ve hiicre cekirdegindeki kromozomlarda bulunan kalitim maddesinin en
kiglk birimidir (Anonim 2006c).

Genleri ve onlarin fonksiyonlarin1 ya da bozukluklarmi inceleyen bilim dalina genetik
denir (Anonim 2006a). Genetik bilimi 6zellikle son yillarda insan genom projesinin de
tamamlanmasiyla birlikte giderek daha popiler olmaya baslamistir (Attar et al. 2001).
Bugun, genetik bilimi sayesinde bircok hastaligin erken teshisi mimkin olabilmekte,
bunun yaninda tedavi metotlarinin gelisiminde oldukga faydal olmaktadir (Anonim
2007a). Genetik biliminde son yillarda yapilan c¢alismalarla canlilar i¢in son derece
onemli olan yeni genler bulunmustur. Bu genlerden birisi de GDF-8 olarak da bilinen
myostatin (MSTN) genidir.

Myostatin geni, 1997 yilinda myostatin geninden yoksun olan mutant farelerinin bir
irkini Ureten McPherron ve Se Jin Lee tarafindan bulunmustur. Bu mutant fareler
normal fareden yaklasik olarak iki kat daha gucludur. Gelisme ve farklilagsmay: spesifik
bir sekilde dizenleyen, ayn1 zamanda gelisme ve farklilasma faktorti (GDF-8) olarak da
bilinen, fare ve sigirda double kaslanmayla (kas hipertrofisi) ilgili iskelet kas proteini
olan myostatin, TGF-f (transforming growth factor-p) ailesinin bir tyesidir (McPherron
et al. 1997). Lee, 2001°de cesitli myostatini engelleyici maddelerin Gretimini artiran
mutasyonlar1 ilave ederek buytk kas kutlesi ve bozulmamis myostatin geniyle fareler
meydana getirmistir. Bu ¢alisma, “glclu fareler” takma adina onderlik etmistir. Turler
arasinda ¢ok az farklilik gosteren myostatin geninin zinciri insanlarda, farelerde, zebra

baliginda ve diger hayvanlarda belirlenmistir (Anonim 2007b).



Myostatin, 15 kilodaltonluk (KDA) molekil agirhgina sahip, 376 aminoasitli bir
propeptid olarak baslica iskelet kasinda sentezlenmekte olup, islenmis ve olgun
proteindir. Myostatin, TGF-p (Transforming Growth Factor-B) ust familyas:
proteinlerinin bir Gyesi oldugundan dolay: (Anonim 2007b) TGF-B ailesinin tim
karakteristik ozelliklerine sahiptir (McPherron et al. 1997). Yani yapisal bir sekilde,
myostatin sistein digimli oldukga iyi olarak korunmus drneklere (numune) sahip etkin
karboksi terminal bir bdlge ve islenmis isaretli bolge gibi TGF-B ailesine ait 6zellikleri
icerir (McPherron et al. 1997).

TGF- B ust familyasi, GF’lerin (Growth Factor) blyuk bir boliminid olusturan alt
tiplerdir (Anonim 2004).

TGF-p ust familyasinin Gyeleri, hiicrelerin gesitli tiplerinin farklilasmasini da diizenler
(Kawabata and Miyozono 1999). Myostatin geninin de dye oldugu TGF-B
(Transforming Growth Factor), bir¢ok farkli hicre tipinin buyumesini engelleyerek,

hicrelerin biyume ve ¢ogalmasini diizenler (Anonim 2007c).

Transforming Growth Factor (TGF-B) st familyas:, yapisal olarak ilgili polipeptid
blytme faktorlerinin sayisinin buyuk bir kismmi kapsar (Luo 2000). TGF-B’lar,
boceklerden memelilere, turlerin bircok cesidinde (Luo 2000), hiicre ¢ogalmast,
farklilasma, apoptis, gog, tahrik etme ve bagisiklik yanitlarini kapsayan hucresel
aktivitelerin genis bir sekilde degisikligini ve diizenlenmesini ayarlar (Massague 1990;
Lyons and Moses 1990; Roberts and Sporn 1990; Yingling et al. 1995; Zhang et al.
1997).

Simdiye kadar, TGF-p Ust familyasinin 30’dan fazla Gyesi bulunmustur. TGF-p’lar,
cesitli alt familyalarda gruplandirilirlar: 1) TGF-B (TGF-p1-5); 2) Activin/inhibin
(activin A, AB ve B, inhibin A ve B); 3) Kemik morfogenetik proteinler (Bone
morphogenetic proteins) (BMP’ler) (BMP1-8); 4) Blylume ve farklilasma faktorleri
(Growth and differentiation factors) (GDF’ler) ve 5) Xenopus Zaevis Vg-1 ve Vgr-1
(Alevizopoulos and Mermod 1997; Massague 1990; Massague 1998).



TGF-p ailesi, omurgal: hayvanlarda farkl: proteinleri kodluyor olan en az bes genden
meydana gelir (TGF-B1, TGF-p2, TGF-B3, TGF-p4, TGF-p5) (Luo 2000).

TGF-p’ larin ortak bir 6zelligi, hareketsiz karmasik bir formda hiicreler tarafindan
salgilanmig olmalaridir. Sonug olarak, TGF-B’ larin gizli kompleksleri bozuluncaya
kadar, biyolojik faaliyetleri az veya yoktur. Tam mekanizma, tamamen anlasiimayan bu
gizli kompleksleri aktif hale getirmeyi kapsar, ama 0zel enzimleri igerebilir. Bu daha
fazla, kompleks bir sistem igeren biylime faktorlerinin etkilesiminin nasil oldugunu
orneklemektedir (Luo 2000).

TGF-B’ larin baska bir ortak 6zelligi, onlarin biyolojik faaliyetinin ¢ogunlukla, diger
buyume faktorlerinin  varliginda sergilendigidir. Bu yizden, TGF-f° mn
biyoaktivitesinin, diger buyime faktorlerinin varhgina ve hedef hiicrenin fizyolojik

durumuna bagli oldugu igin kompleks oldugu gorilmektedir (Luo 2000).

TGF- B familyasinin da alt tipi oldugu buyume faktori terimi (Growth Factor), hiicresel
cogalma ve hicresel farklilasma uyarisim1 yapabilen ve dogal olarak meydan gelen bir
proteinden bahseder. Bulyiume faktorleri, cesitli hucresel islemleri diizenlemek igin
onemlidir (Anonim 2007d).

Buyime hormonu (GH), 0n hipofiz bezinin somato tropik veya asidofilik htcreleri
tarafindan sentezlenir (Niall et al. 1971). Blyume faktorleri (GF) tipik olarak, hicreler
tarafindan sentezlenir ve ayni hicrenin (Autocrine) veya baska bir yakin hicrenin
(Paracrine) hcresel fonksiyonunu etkiler. Bu molekuller; hucre farkliligi, gelisimi,
hareketliligi, gen ekspresyonu ve doku veya organ olarak bir grup hucrenin

fonksiyonlariin nasil oldugunun belirleyicisidirler (Anonim 2004).

Buyume faktorleri (GF), ¢ok dusiik konsantrasyonlarda normal olarak etkilidir ve hedef
hicrelerinde biylme faktorlerinin uygun alicilart i¢in yiiksek yakinlik vardir. GF' in her

tipi icin, hlcre zar1 veya cekirdekte 6zel bir alici vardir (Anonim 2004). Biyime



faktorleri tipik olarak, hucrelerin arasinda molekullere isaret edici olarak gorev yapar
(Anonim 2007d).

Bir GF, birbirini etkileyen hicre tipine bagl olarak farkli biyolojik etkilere sahip
olabilir. Insulin growth factor (IGF-1) gibi bazi1 GF’ler, belli ¢zelliklere sahiptir ve
hicrelerin birgcok smifin1 etkiler. Digerleri, sadece bir hiicre tipinde hareket eder ve

spesifik bir yanit ortaya ¢ikarir (Anonim 2004).

Bircok buytume faktort, hicresel fonksiyonlar: engeller veya gelismesine yardimci olur.
Ayrica multifaktoral olabilir. Diger bir deyisle, iki ya da daha fazla madde, spesifik
hicresel bir yaniti1 tesvik etmeyi gerektirebilir. Proliferasyon (¢ogalma), hiicrelerin
cogunun gelisimi ve biylimesi tek bir GF’den daha ziyade spesifik GF’ler
kombinasyonunu gerektirir (Anonim 2004). Blylime faktor ailelerinin icerisinde; TGF-
beta (transforming growth factor-beta)), BMP (bone morphogenic protein),
neurotrophins (NGF, BDNF ve NT3), fibroblast growth factor (FGF) ve bunun gibi

dizineler vardir (Anonim 2007d).

TGF-p ile iliskili yapilarla kurulmus olan TGF-B” nin gesitli alt tipleri vardir. Alt
tiplerden biri gelisme ve farklilagsma faktorii (GDF) olarak isimlendirilir ve 6zellikle
gelisme ve farklilasmay1 duzenler. Myostatin olarak da isimlendirilen GDF-8, fare ve
sigirda double kaslanmayla ilgili iskelet kas proteinidir (Anonim 2004, Kocamis and
Killefer 2002). Bu gen son zamanlarda gizli duzenleyici faktorlerden transforming
growth faktor-p ailesinin bir Uyesi oldugu tespit edilmistir (Kocamis and Killefer 2002).
Myostatin; memelilerde iskelet kas sisteminde biyik bir genetik saptama olarak
gosterilmistir (Rescan et al. 2001). Memelilerde myostatin mMRNA hemen hemen sadece
iskelet kasinda bulunmus olmasina ragmen, daha disik konsantrasyonlarda adipoz
dokuda (Anonim 2004; Gonzalez-Cadavid et al. 1998; McPherron et al. 1997), meme
bezinde (Ji et al. 1998) ve kalp kasinda (Sharma et al. 1999) bulunmustur. Myostatin
gen delesyonu kas kitlesine ek olarak yag doku kutlesine de etki etmistir (Dominique
and G’erard 2006). Myostatin myosatellite hticreleri direk olarak etkiledigi igin kas

hicre hiperplasia ve hipertrofisinin her ikisinin sonucunda kas biyumesi artmistir



(Thomas et al. 2000; Rios et al. 2001, 2002; Langley et al. 2002, 2004; McCroskery et
al. 2003). Ayrica, myostatin gen mutasyonu, insan, fare ve sigirda kas hticre hiperplasia
ve hipertrofisinin her ikisinin sonucunda iskelet kas kiitlesinde dramatik ve yaygin bir
artisa sebep olmustur (McPherron et al. 1997; Schuelke et al. 2004).

MSTN geni zebra bahg: (Danio rerio) (Xu et al. 2003; Amali et al. 2004; Biga et al.
2005), atlantik salmon (Salmo salar) (Ostbye et al. 2001), gOkkusagi alabaligi
(Oncorhynchus mykiss) (Rescan et al. 2001), dere alabaligi (Salvelinus fontinalis)
(Roberts and Goetz 2001), ¢izgili levrek (Morone saxatilis) (Rodgers and Weber 2001),
tilapia (Oreochromis mossambicus) (Rodgers et al. 2001), cipura (Sparus aurata)
(Maccatrozzo et al. 2001a,b), kanal kedi balhg: (Ictalurus punctatus) (Kocabas et al.
2002), levrek baligi (Dicentrarchus labrax) (Terova et al. 2006) gibi cesitli balik
tarlerini ve insan (Gonzalez-Cadavid et al. 1998), fare (McPherron and Lee 1997), sigir
(McPherron and Lee 1997) ve tavuk (McPherron and Lee 1997; Kocamis et al. 1999)

gibi omurgalilarin genis bir ¢cesidinden klonlanmis ve tanimlanmistir (Ko et al. 2006).

Yukarida da bahsedildigi gibi myostatin homologlar1 bir¢cok balik tirinden izole
edilmistir (Kocabas et al. 2002; Maccatrozzo et al. 2001a; McPherron and Lee 1997;
Ostbye et al. 2001; Rescan et al. 2001). Balikta mevcut turler arasinda farklar olmasina
ragmen, MSTN mRNA diger doku veya organlarda da bulunmustur (beyin, goz,
bagirsak, solungag flamentleri, gonad, bébrek) (Rodgers et al. 2001; Roberts and Goetz
2001; Maccatrozzo et al. 2001a; Maccatrozzo et al. 2001b).

Alabalik tirlerinde, muhtemelen salmonid geninin son béliminde var olan iki MSTN
gen (Tmyostatin 1 ve Tmyostatin 2) bulunmustur. Karsilastirmali reverse-
transcriptase’a baglh polimeraz zincir reaksiyon testi; Tmyostatin 2 mRNA ekspresyonu
kas ve beyinde smirli iken, Tmyostatin 1 mRNA alabalik dokularinda eksprese
oldugunu gostermistir. Erigskin hayvanlarin myotomal kasinda, Tmyostatin 1 mRNA
birikimi, liflerin yavas ve hizli kasilmasiyla benzerdir. Tmyostatin 1 mRNA
konsantrasyonu cinsel olgunlagsmayla ilgili kasin tahrip olmasiyla degismemektedir.

Buna karsin, Tmyostatin 2 mRNA liflerin yavas kasilmasinda birikir ve Tmyostatin 2



MRNA konsantrasyonu olgunlasan hayvanlarin tahrip olan kaslarinda carpici bigimde

dusmustlr (Rescan et al. 2001).

Dinyada ve Turkiye’de yetistiriciligi en yaygin olan bahk turi gokkusag: alabalig:
(Oncorhynchus mykiss)’dir. Dlinyanin birgok bolgesine yayilan bu tirin yetistiricilikte
tercih edilmesinin nedenleri; yiksek adaptasyon ve yemden yararlanma yetenegi, suni
yontemlerle yumurta aliminin kolaylhigi, kulugka strelerinin kisahg: ve hastaliklara karst
dayanikli olmasidir (Canyurt 1978, 1983; Emre ve Kuriim 1998).

Gokkusag: alabaligi (Salmo gairdnerii R.)’nin asil vatan1 Kuzey Amerika olup, 1880
yilinda Avrupa’ya getirilmistir. Erginlerinde ortalama boy uzunlugu 35 cm’dir. Yilizgec
formalu; D 4/10, A 3/10, P 1/12, V 1/8 seklindedir. Yan ¢izgi lzerinde 135-150
arasinda pul bulunmaktadir. Sirt kismi yesilden kahverengiye kadar degismektedir.
Karin alt: ise glimisi renkten sariya kadar degisir. Iki tarafta yan cizgiler boyunca
uzanan ve gokkusagmi andiran bir renkler seridi uzanmaktadir. Bu sebeple adini
buradan almistir. Agiz yapist diger alabalik tlrlerine gbre biraz daha blyuktir.
Yumurtlama zamani genellikle erkeklerin alt ¢eneleri uzamakta ve ¢engelimsi bir durum
arz etmektedir. Yumurtlama zamani Kasim ayi baslarindan Mayis ayina kadar devam
etmektedir. Her disi balik kg canh agirliga 1800-2000 adet yumurta vermektedir
(Pfeffer 1979; Sterba ve Habil 1967). Gokkusag: alabalig: ile kaynak alabaligi hemen
hemen aynit yillarda vyaklasik 120 yil 6nce Kuzey Amerika’dan Avrupa’ya
getirilmelerine karsin kultlr kosullarina uygun niteliklerinden dolayr gokkusagi
alabahg: vyetistiriciligi hizhh bir artis gostermis ve ginimizde bir endustri haline
gelmistir (Steffens 1981).

Gokkusagi alabaliklart (Oncorhynchus mykiss), 1988 yilina kadar Salmo gairdnerii R.
olarak adlandirilmiglardir, bu tarihten sonra Amerikan Balik¢ilik Dernegi alabaliklars;
Atlantik Salmonlari, Atlantik Alabaliklari, Pasifik Salmonlari1 ve Pasifik Alabaliklar
olarak ayirdiktan sonra; Atlantik Alabaliklari ve Salmonlarina Oncorhynchus,

gOkkusagi alabaliklarina da mykiss adini vermistir (Smith ve Stearly 1989).



Myostatin, kas gelisiminin negatif bir dizenleyicisidir. Farenin iskelet kas kitlesinde
onemli bir artisa sahip olmasi, myostatinin yikima ugratildigin1 gosteren énemli bir
delildir. Bu bulus ¢ift kaslanma fenotipine sahip olan Belgika mavisi (Belgian Blue) ve
Piedmonteise sigirlarinin her ikisinde myostatin geninin dogal mutasyona ugradigini
destekler (Grobet et al. 1997; Sonstegard et al. 1997; Grobet et al. 1998). Kas
hipertrofisi (ferdi kas liflerinin buyukltugindeki artis) olarak da bilinen ¢ift kaslanma 19.
yuzyilin baslarinda farkina varilan bir fenotiptir ve hiperplasiadan (ferdi kas liflerinin
sayisinda artis) dolay: kas kitlesinde genellesmis artis, gorunur bir sekilde karakterize
edilmigstir. Cift kaslanma Belcika Mavisi (Belgian Blue), Piedmontese ve Austuriana de
los Valles sigir tirlerinde mevcuttur. Cift kaslh olmayan hayvanlarla karsilastirildiginda
bu hayvanlar daha yuksek dogum agirligina, daha disik yag ve kemik yuzdelerine
sahip oldugu gorilmektedir (Arthur 1995). Lee 1997 yilinda, gigli Belgian Blue
(Belgika Mavisi) ve Piedmontese sigir turlerinin eksik bir myostatin genine sahip
oldugunu bulmustur; bu tirler yetistiricilik stiresinde Uretilmektedir (Kambadur et al.
1997; McPherron and Lee 1997).

Kas gelisimini ve farklilasmasini engelleyici etki olarak ¢aba sarf eden myostatinin de
icinde oldugu molekiiler mekanizmay1 anlamada ki son bulgular, ergin hayvanlarda kas
kltlesindeki artiglar1 gostermis olan deneysel yaklasimlara sebep olmustur. Bu deneyler,
myostatinin sinyalizasyon yolunun ALS (Amyotropic Lateral Sclerosis=Motor Noron
Hastaligi), kas distrofisi (kasin gelismemesi) ve oldukca yaslilarda sarkopenik zayiflik
gibi kas kaybettiren hastaliklarin tedavisinde gucli bir iyilestirici midahale noktasi
olabilecegini gostermistir (Walsh and Celeste 2005). HIV virlst bulasmis olup,
bagisiklik sistemi zayiflamis ve kronik kas kaybindan aci ¢eken insanlarin kas
dokusundaki myostatin ekpresyon seviyesinde artis oldugu gézlenmistir. Johns Hopkins
universitesi tip fakiltesi profesorlerinden Se-Jin Lee kastaki myostatin geninin
engellenmesi ile insanlarda gorilen kanser, aids ve kas distrofisi gibi 6nemli
hastaliklarin tedavilerinin olabilecegini Gmit etmektedir. Myostatin gen ekspresyonunun
engellenmesi ile kas dokusunda gelisme ve irilesme gorilmekte, aym zamanda yag

dokusunda gerileme g6zlenmektedir (Anonim 1997; Gonzales-Cadavid et al. 1998).



Bu calismayla tlkemizde yetistiriciligi yaygin olarak yapilan gokkusagi alabaligmin
myostatin geninin hangi yasta eksprese oldugu bulunarak ortaya konulmustur. Bu
bilgiler 1s1g1nda baliklarda az yagl ve ¢ok kasli bireyler elde etmek amaciyla myostatin
geninin hangi yasta engellenmesi gerektigi yonundeki caligmalara 6nemli bir kaynak

olusturmasi hedeflenmektedir.



2. KAYNAK OZETLERI

Gonzalez-Cadavid et al. (1998), myostatin ekspresyonunun insanlardaki yagsiz kutleyle
aralarinda ters bir iligki oldugunu ve myostatin gen ekspresyon artisinin AIDS
sendromuyla insanda agirhik kaybiyla iliskili oldugunu hipotezlerle arastirmiglardir. Bu
yuzden insan myostatin genini ve cDNA klonunu iskelet kasinda, saglikli serumda ve
HIV bulagmis insanlarda ekspresyonunu arastirmiglardir. Myostatin gen; 2 intron ve 3
ekzon bolge iceren 375 aminoasitli bir protein olarak kodlanmistir. Myostatin 26
kDa‘lik olgun glukoprotein olarak insan iskelet kas sisteminde benzersiz bir sekilde
eksprese olmustur ve plazma icginde gizlenmistir. Myostatin immunoreaktivitesi insan
iskelet kasinda tip 1 ve 2 liflerin her ikisinde algilanabilmistir. Myostatin
immunoreaktivite proteinin kas i¢i ve serum konsantrasyonlar: saglikli insanlarla
karsilastirildiginda agirlik kaybeden HIV bulasmis insanlarda artmistir ve yagsiz kitle
icerigiyle ters yonde iligkilidir. Bu veriler; myostatinin ergin insanda iskelet kas
gelisimini zayiflatict ve HIV bulasmis insanda kas kaybina katkida bulundugunu
hipotezlerle desteklemistir.

Gokkusag: alabaligiyla yapilan bir calismada, iki ayri myostatin geninin var oldugu ve
cesitli dokularda farkli sekilde eksprese oldugu gosterilmistir. Bu iki alabalik myostatin
geninin kassiz dokularda ve kasta farkli bir ekspresyon ornegi sergilemis oldugu ve
cinsel olgunlasmaya eslik eden kasin tahrip oldugu surece dizenli olmadigi

gosterilmistir (Rescan et al. 2001).

Maccatrozzo et al. (2001a), cipurada (Sparus aurata) yapmis olduklari calismada
MSTN geninin zincir ve ekspresyon analizini rapor etmislerdir. Diger omurgalilarin
myostatinleriyle %60-%74 protein benzerligi gosteren, agik okunabilen 385 aminoasitli
kodlanmis yapida 2189 bp’lik bir kopya izole edilmistir. Tamamlanmais iki intron zinciri
de determine edilmistir. intron-ekzon smirlar;; memeli MSTN genleri ile
karsilastirildigi zaman korunmustur, oysaki intron biyikligl daha kicuktir. Reverse

transkriptaz polimeraz zincir reaksiyonu ile total RNA, MSTN ekspresyonu olan iskelet
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kasinda ve diger dokularda farkli gelisme evrelerinde izole edilmistir. MSTN

ekspresyon profilide memelilerden farkli olarak gézlenmistir.

Maccatrozzo et al. (2001b), yaptiklari calismada kemikli bahkta protein benzeri
kodlanmis yeni bir morfogenetik kemik proteinin (SOMSTN-b) tam cDNA zincirinin
izolasyon ve Kkarakterizasyonunu yapmislardir. Kodlanmig protein, c¢ipura (Sparus
aurata) MSTN’sinin aminoasit seviyesiyle %68 benzerdir ve homologlar Umbrina
cirrosa ve Tetraodon nigroviridis’de de bulunmustur. Filogenetik analizler, kemikli
balik tdrlerinin  muhtemelen c¢ogunda MSTN-b geninin mevcut olabilecegini
gostermistir. Farkli dokular ve dénemlerde yapilan RT-PCR; son larval donemlerden
baslayarak, MSTN-b’nin neredeyse yalnizca merkezi sinir sisteminde eksprese
oldugunu gostermistir. Kantitatif analizler metamorfozla ilgili beyinde sbMSTN-b
ekspresyonunda bir artis oldugunu gostermistir, ayni zamanda sinir sisteminde de

farklilasmanin oldugunu gdstermistir.

Yapilan bir ¢calismada, beyaz levrek (Morone chrysops) ve tilapianin (Oreochromis
mossambicus) iskelet kasindan MSTN cDNA klonlarmin izolasyonu ve
karakterizasyonu yapilmistir. Her iki balik ttrtuniin nikleik asit ve amino asit zincirleri
onceden tanimlanmis memeli ve kuslara ait ortolog genlere (ortak atadan gelen organiz-
malarin ayn1 iglevi goren genleri igin kullanilir) benzerdir. Farelerin aksine, tilapiada
MSTN ekspresyonu iskelet kasinda sinirlanmamistir ve birgok dokuda gdzlenmistir.
Ayrica, gelisen tilapia larvasinda MSTN ekspresyon zamanlamasi myogenesisle ¢akisir.
Bu sonuclar, tilapia ve muhtemelen diger baliklarda MSTN geninin biyolojik
hareketlerinin kas lifi buyumesinin baskilanmasini sinirlamayabilecegini buna ek olarak
farkli hicre tiplerini ve organ sistemlerini etkileyebilecegini akla getirmektedir
(Rodgers et al. 2001).

Nikleotid seviyesinin uygun bdlgelerinin %92’si tanimlanmig olan dere alabaliginda
(Brook trout) yapilan bir ¢alismada, iki myostatin izoformu izole edilmistir. Bir izoform
beyinden ve kastan, ikinci izoform yumurta dokudan izole edilmistir. Ergin dere

alabaliginin iskelet kas dokusunda myostatinlerin mevcut oldugu gosterilmistir. Ayrica,
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kirmizi ve beyaz kas tiplerinde de farkli sekilde eksprese oldugu bildirilmistir.
Myostatin geninin yalnizca iskelet kasinda sinirli olmadigi, beyin ve yumurtalik gibi
diger dokularda da mevcut oldugu tespit edilmistir. Bu veriler, dokuya 6zel bir bigcimde
eksprese olan birgcok myostatin izoformlarinin oldugunu ortaya koymustur (Roberts and
Goetz 2001).

Norvec’te yapilan bir ¢calismada, Atlantik salmonunun (Salmo salar) ¢esitli dokularinda
iki myostatin geninin ekspresyonu rapor edilmistir. Salmon myostatin izoform | ve
salmon myostatin izoform Il genlerinin %93 oraninda benzer oldugu tespit edilmistir.
Memelilerde myostatin sinirl dokularda eksprese olurken, salmon myostatin | ve 11’nin
mRNA’lar1 dil, gbz, beyin, bagirsak, solungaclar ve beyaz kasi da iceren bircok dokuda
eksprese oldugu gozlenmistir. Buna ilaveten, izoform I mRNA kalp, dalak, kirmizi
iskelet kasi ve yumurtaliga ait dokuda da bulunmustur (Ostbye et al. 2001).

Yapilan bir calismada; farkl turlerin kas gelisiminde myostatin ilgisi go6zden
gecirilmistir. Hedeflenmis yikima sahip olan fare myostatin geni kas kitlesinde normal
blyukligunun 3 kat1 kadar bir artis gostermistir. Ek olarak; myostatin mutasyonu gozle
gorulebilir bir sekilde karakterize edilmis sigir yavrularinin ¢ift kaslarini birbirine
baglamistir, kas kitlesindeki artisi genellestirmistir. Bu ytzden ferdi organ veya
dokularin gelisimini belirgin bir sekilde kontrol eden myostatinin kasta uzun siire

aranan inhibitdrlerden biri oldugu belirlenmistir (Kocamis and Killefer 2002).

Kocabas et al. (2002), kanal kedi baliginda (Ictalurus punctatus) MSTN geninin farkl:
ekspresyonunu ve molekuler karakterizasyonunu incelemislerdir. Genomik DNA ve
cDNA’s1 kodlanmis kanal kedi baliginin myostatini klonlanmis ve zinciri belirlenmistir.
Genomik zincirler ve cDNA Karsilagtirilmis; sirasiyla 180 ve 323 bp’lik 5 UTR
(untranslated bdlge) ve 3" UTR bdlgeleriyle 1673 bp uzunlugunda myostatin cDNA
ortaya cikarimistir. Kanal kedi baliginin MSTN’sinin aminoasit zincirlerinin diger
organizmalarla iyi bir sekilde korunmus oldugu sonucuna varilmistir. Myostatin bolge,
tek nikleotidli polimorfik bolgeler ve gesitli mikrosatellitler var oldugu igin kanal kedi
baliginda cok iyi derecede polimorfiktir. MSTN geni cesitli dokularda ve gelisim
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asamalarinin farkli seviyelerinde eksprese olmustur. Baslangigta ki Onerilere ek olarak

MSTN’nin muhtemel rollere ve kompleks bir diizene sahip oldugu 6nerilmistir.

Xu et al. (2003), embriyo, larva ve ergin zebra baliklarinda myostatin geninin yapist,
ekspresyonu ve fonksiyonunu analiz etmislerdir. Zebra baligi embriyolarinin ilk
doneminde myostatin mRNA az eksprese olmustur. Yizen larvada, juvenil ve ergin
zebra baliklarinin iskelet kaslarinda ise myostatin ekspresyonu 0Onemli derecede

artmastar.

Ergin ve gelisen dere alabaliklarinda yapilan bir calismada, MSTN proteini ve RNA
transkript seviyeleri arastirilmistir. Dere alabaligi embriyolarmin gelisiminde, ov
(ovarian) ve b/m (brain/muscle) MSTN RNA’lar ve MSTN immunoreaktiv protein
(MIP) dollenmeden sonra 45 ginde Onemli derecede yikselmistir. Ergin dere
alabaliginda, b/m MSTN bicimi yilin belli zamanina veya cinsiyete bakilmaksizin beyaz
kasa karsin kirmizi kasta daha yiiksek seviyede eksprese olmustur. Yil boyunca balik
orneginin MSTN kopyalarinda birka¢ degisiklik gozlenirken, 14 kDa MIP islemiyle
0zel bir doku ¢esidinde yumurtlamada dnemli derecede artis tespit edilmistir. Erkek ve
disiler arasinda farkliliklar gozlenmistir. b/m ve ov genlerinde destekleyici zincir
analiziyle birlikte bu veriler balikta biyumede ve kasta gelismede MSTN’nin rol
oynadigmi desteklemektedir. Ayrica real-time RT-PCR test edildiginden beri dere
alabaliginin iki myostatin formunun ekspresyon miktarmi: 6lgmek mimkin olmustur.
Her hangi bir balikta myostatin icin 0zel real-time testlerinin ilk raporu olmustur
(Roberts and Goetz 2003).

Yapilan bir c¢alismada yabani tip coho salmonda (Oncorhynchus kisutch) ve
overexpressing GH (buytime hormonu fazla eksprese olmus) coho salmonda MSTN ve
blytme hormonu (GH) arasindaki iligki arastirilmistir, MSTN transkript ve protein
ekspresyonu yabani tip coho salmonda ve overexpressing GH coho salmonda
Olclilmastir. Kantitatif real-time RT-PCR ve western analizleri; ergin coho salmon
dokular: ve gelisen embriyolarda MSTN immunoreaktiv protein (MIP) seviyeleri ve iKi

salmonid MSTN genlerinin (1 ve 2) RNA ekspresyonunu 6lgmek icin kullanilmistir.
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Transgenik ve kontrol coho salmon embriyolar, MSTN1 ve MSTN2 RNA ekspresyonu
ilk olarak go6zlenme zamaninda incelenmistir ve 42 kDa’lik bir MIP hageriden
(yumurtadan ¢ikma) 6nce zaten saptanmistir. Transgenik salmonda MSTN1 transkript
ekspresyonu; yabani tip ergin coho salmon kas ve beyin dokusundan farkl: degildir.
Bununla birlikte, MSTN2 transkript ekspresyonu; ayn: buyuklikte yabani tip salmona
kars1 transgenik baligin kirmizi kasinda daha ¢ok ve beyaz kasinda daha azdir. Northern
analizleri; MSTN2 transkript ekspresyonunun, transgenik baliga uygun yastaki yabani
tipin beyaz kasinda daha az oldugunu gostermistir. Ek olarak; farkli protein islemlerine
taniklik eden ve kontrollere karsi ergin transgenik baliktan alinan kasta bioaktif MIP
varsayilandan daha azdir. Daha hizli gelisen balikta MSTN ekspresyonunun dusiisi
MSTN’nin balikta ve memelilerde kas gelisiminin negatif bir dizenleyicisi gibi
davrandigin1 ortaya koymaktadir. Bu ¢alismanin sonuglari; MSTN araciligiyla GH’nin
anabolik etkilerinin aracilik etmesi gerektigini ortaya koymaktadir (Roberts et al. 2004).

Biga et al. (2004), gokkusag: alabaliginin (Oncorhynchus mykiss) bilyime hormonunun
kas myostatin 1 ve 2’yi farkli sekilde diizenlemesini ve kortizol sirkiilasyonunun artigini
arastirmiglardir. Salmonidler ayri1 genlerden kopyalanan 2 myostatin uretirler. Sasirtici
bir sekilde, kantitatif analizler gokkusag: alabahginda iki myostatin gen igin farkl:
dizenleyici mekanizmalar gostermistir. Kontroller karsilastirildiginda MSTN2 mRNA
seviyeleri %74 diserken MSTN1 mRNA seviyeleri rbGH’la (recombinant bovine
growth hormone) muameleyi takiben %26 yikselmistir. Ek olarak, kortizol sirkiilasyon
seviyeleri, kontroller karsilastirildiginda rbGH’la muameleyi takiben %71 yikselmistir.
Muamale edilmis baliklar ve kontrol baliklarinda kortizol seviyeleri sonraki glnlerle
karsilastirildiginda 0’inc1 glinde %245 yikselmistir. Muamele edilmis baligin kortizol
seviyesi 0,5’inci glinde kontrol baligindan %207 daha yiksek oldugu ortaya ¢ikmistir
ve muameleyi takiben 7’inci giinde en az %50 daha yuksekte kalmigtir. Bu degisim
ornegiyle MSTN1 mRNA seviyeleri pozitif bir sekilde iliskilidir. Ayrica, GH (growth
hormone) , myostatin ve Kkortizol arasinda ilk kez direk bir iliski oldugunu
bildirmiglerdir. Bu sonuclar, iki myostatin geninin farkl sekilde dizenlendigini ve

gOkkusag alabalig1 kasinda farkli fonksiyonlara sahip olabilecegini gostermektedir.
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Kim et al. (2004), yaptiklar: ¢calismada, bir midye tiirii olan Argopecten irradians’in 382
aminoasitli myostatin benzeri bir proteinin (SMSTN) cDNA’smi klonlamiglardir.
SMSTN zinciri memeli MSTN’sine oldukga benzerdir. Kantitatif RT-PCR yontemi
SMSTN geninin adduktor kasinda baskin olarak eksprese oldugunu, diger dokularda
smirli eksprese oldugunu gostermistir. Bu bulgular, MSTN’nin memelilerde oldugu
gibi, omurgasiz hayvanlarin kas blyime ve gelisiminde de buyuk bir rol
oynayabilecegini gostermistir.

Yapilan bir ¢caligmada, gokkusagi alabaligi (Oncorhynchus mykiss Walbaum) 30 gunlik
bir periyotta giinde 18 saat icin 0,8 ve 1,6 viicut uzunlugunda arastirma yapilmstir.
Arastirma dinlenmis kontrol tanklarindaki baliklarin hizli kas liflerinde %24-30 bir
artigla sonucglanmistir. Arastirmaya neden olan kas lif hipertrofisinin diizenlenmesinde
rol oynadigi farz edilen gelisme ve transkripsiyon faktorlerinin konsantrasyonlari
Olcilmastir.  Arastrma  cahismas:t  c¢ekirdekte protein fosfataz  (calcineurin)
lokalizasyonunda kuguk bir artigla sonuglanmistir. Arastirma, myostatin ve protein
fosfatazin arastirmaya neden olan kas lif hipertrofisinin diizenlenmesinde ¢ok blyuk bir

rol oynamadigiyla sonuglanmistir (Martin and Johnston 2005).

Acosta et al. (2005), yaptiklar1 calismada, zebra baliginda myostatin fonksiyonunu
engellemek icin cift zinciri RNA (dsRNA) kabiliyetini  incelemislerdir.
Mikroenjeksiyon dsRNA vasitasiyla tilapia myostatin protein kodonunun 268
aminoasitli ucunun aktif C-terminal alanina biyolojik bir sekilde uydugunu ve muamele
edilmis baligin vicut kitlesinin artisini ortaya ¢ikarmiglardir. Zebra bahigmin ilk gelisim
evresinde dsRNA enjeksiyonu hiperplasia ve hipertrofiyi ortaya ¢ikarmistir. Ayrica, gen
fonksiyonunun engellenmesi dsRNA miktarina gucli bir sekilde bagli oldugu

goralmistar.

Amerika’da yapilan bir ¢alismada, kanal kedi baligmin (Ictalurus punctatus) 28 gin
boyunca soguga veya smirli beslenmeye maruz birakilmas: ile biylme, vicut
kompozisyonuna etkisi, metabolizma ve kas gelisimiyle iliskili genlerin ekspresyonu

arastirilmigtir. 1. gunde sogukla muamele edilmis ve yiyecek eksikligi olan baligin
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MSTN mRNA coklugu kontrole gore daha dusuktir. Sogukla muamele edilmis balik,
kontrolle veya yiyecek eksikligi olan balikla karsilastirilmis MSTN ve HSP-70 mRNA
14 ve 28. gunlerde sogukla muamele edilmis balikta yuksek bulunmustur. Yani uzun
stire dustk su sicaklhigina maruz kalmig baligin kas dokusunda MSTN mRNA c¢oklugu
artmistir (Weber and Bosworth 2005).

Farede yapilan bir ¢caligmada, guclu bir myostatin aktivin tip 11 B reseptoriin (ACVR2B)
cozllebilir bir formu tamimlanmistir. Yabani tip farelere enjekte edildigi zaman kas
kiitlesinde dramatik artislara (2 haftada %60’a kadar) sebep olabilmektedir. Ustelik
cozllebilir reseptorin etkisinin zayiflatildigi da gOsterilmistir. Sonug olarak, kas
gelisimini dizenlemede kullanilan aktivin tip Il reseptorlerin (ACVR2 ve ACVR2B)
her ikisi in vivo sartlarda kalitsal olarak kanitlanmistir (Lee et al. 2005).

Hamrick et al. (2006), yapmis olduklar1 calismada, egzersizle kemik kuvvetinde
artiglarin normal olarak gozlenmesine ilaveten kas kitlesinde de artislar oldugu
hipotezini test etmislerdir. Kas kitlesinde artis gdsteren myostatini eksik farelerle,
yabani tip farelere beraber egzersiz yaptirilmistir. Sonuclar, egzersiz ile kemik
kuvvetinde ki artiglarin, myostatini eksik farelerde yabani tip farelerden daha bulyuk

oldugunu gdstermistir.

Ko et al. (2006), PCR yontemiyle turuncu benekli balhkta (Epinephelus coioides)
memelilerde olmayan myostatinin molekiler klonlanmas: ve karakterizasyonu tzerine
caligmislardir. Turuncu benekli baligin myostatin geni; 3 ekzonla birlikte 2 intron
icermistir. Myostatin geninden tam bir cDNA klonu da izole edilmistir. Bu cDNA,;
yumusakca, kemikli balik, kus ve memeli tirlerinin MSTN’leri ile %25 ile %96
homoloji gostermistir. Turuncu benekli balik myostatininde yapilan filogenetik
analizler; diger bilinen MSTN’lerle bu MSTN arasinda iliski oldugunu saptamistir.
Farkli dokulardan reverse transkriptaz RT-PCR analiziyle total RNA ekstraksiyon
sonuglart MSTN geninin yalnizca iskelet kasinda degil diger dokularda da eksprese
oldugunu gostermistir. MSTN mRNA farkli embriyonik gelisim ve larval donemlerde
de saptanmistir. Turuncu benekli balikta MSTN geninin spesifik doku ekspresyonu
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memelilerden farkl oldugu icin, balik da kas gelisimini dizenleyen fonksiyonlara ek

fonksiyonlara da sahip oldugunun soylenebilecegini bildirmislerdir.

Garikipati et al. (2006), gokkusag: alabaligiyla (Oncorhynchus mykiss) yapmis olduklari
caligmada; gOkkusagi alabaliginin  myostatin-la ve myostatin-1b  genlerinin
tanimlanmasi, karakterizasyonu ve Kkantitatif ekspresyon analizini arastirmglardir.
Gokkusagi alabahiginin embriyonik, larval ve ergin doku ekspresyon profillerinin
kantitatif degerlendirilmesine ek olarak, iki myostatin geni olan rtMSTN-1la ve
rtMSTN-1b’nin intron ve ekzon bdlgelerini ve zincir analizlerini bulmuslardir. MSTN-
1a igin 490, 368 ve 1600 bp’lik ¢ ekzon ve MSTN-1b i¢in 486, 386 ve 1419 bp ‘lik U¢
ekzon bolgesi benzer bir bicimde dizenlenmistir. Ayrica, farkli ergin dokularinda ve
embriyonik ya da larval gelisimin cesitli asamalarinda olusturulan detayli RNA
panelleri kullanilarak, her bir genin ekspresyonunun kantitatif degerlendirilmesinin de

yapildigmni rapor etmislerdir.

Levrekle (Dicentrarchus labrax) yapilan bir calismada, iskelet kas gelisiminin blyik
genetik belirleyicisi olarak gosterilen myostatin geninin ve fibroblast buytime faktori-6
(FGF-6)’nin cDNA zincirlerinin izolasyonu ilk kez bulunmustur. Ayrica, real-time RT-
PCR’la olgllerek, farkli beslenme rejimlerine yanit olarak levrek iskelet kasinda FGF-6
ve myostatin ekspresyon profilide rapor edilmistir. Hayvanlarin beslenme durumunu
FGF-6 mRNA seviyesi 6nemli derecede etkilemezken myostatin ekspresyon seviyesini
onemli derecede etkilemektedir. A¢ birakilan balikta myostatin seviyesi artarken, tekrar

beslemeye alinmasiyla dismdstur (Terova et al.2006).

Ye et al. (2007), yapmis olduklar1 caligmada, bir cesit levrek olan (Lateolabrax
japonicus)’dan myostatin geninin ekspresyon analizini ve molekuler klonlanmasini
incelemiglerdir. 4873 bp’lik genomik zincir, 3 ekzon, 2 intron ve 5' ve 3' zincirlerini
tamimlanmiglardir. Ekspresyon analizi, MSTN’nin gozde, beyinde ve kasta oldukca
yuksek seviyede, bagirsakta orta seviyede, solungag, dalak, karaciger ve kalpte distik

seviyede eksprese oldugunu gostermistir.
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3. MATERYAL ve YONTEM

3.1. Materyal

3.1.1. Primer materyali

Myostatinin ve aktinin Forward ve Reverse primerleri internet ortaminda dizayn
edildikten sonra siparisleri verilmistir (Rescan et al. 2001; Ojima et al. 2005).
Belirlenen genlerin gen numaralari; myostatin: AF273035 ve aktin: AB196465’dir.

Siparisi verilen Forward ve Reverse primerler asagida verilmistir.

MSTN Forward primer: 5- AATGCATCTGACGCAGGTTCTG - 3'

MSTN Reverse primer: 5'- TACCGTGAGCGGGTAGCGGCAA - 3

Aktin Forward primer: 5'- TGGGGCAGTATGGCTTGTATG - 3

Aktin Reverse primer: 5'- CTCTGGCACCCTAATCACCTCT - 3'

3.1.2. Balik materyali

Arastirmanin balik materyalini olusturan gokkusagi alabaliklar1 (Oncorhynchus mykiss)
Atatlirk Universitesi Ziraat Fakiiltesi Su Uriinleri Bolimii Alabalik Uretim ve Arastirma

Merkezi’nden temin edilmistir.

2,5 It./sn.’lik su miktariyla akan 10x2x1,3 m. ebadinda beton havuzdan 1 m%e 10 kg.
balik hesabiyla 250 kg/m3 stoklanmis gokkusag: alabaliklarindan alinan yaslar1 8, 18 ve
36 aylik olan baliklarin canliliklarini kaybettikten sonra sirt kismindan doku 6rnegi

alinmastur.
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3.1.3. Analizlerde kullanilan alet ve cihazlar

Cahismalar esnasinda asagidaki alet ve cihazlardan faydalaniimastir:

PCR : Eppendorf
Etiv : Memmert
Etiv : Nuve EN400
Otoklav S Alp

Sirkulasyonlu su banyosu : Hake

Derin dondurucu (-20) s Ugur

Derin dondurucu (-80) > llshin
Spektrofotometre : Aquamate
Kar makinesi : Scotsman AF80

Sogutmali Makro Santrifiij : Heal Force

Mikro Santrif(j : Labret

Hassas Terazi : Scaltec

Elektroforez : ThermoEC/EC135-90
Mikrodalgafirin : Vestel

Vorteks : Yellowline

3.1.4. Analizlerde kullanilan kimyasallar

Total RNA izolasyonu igin; Trizol, kloroform, izopropilalkol, etanol ve DEPC su
kullaniimigtir. cDNA sentezi i¢in; adaptor primer (AP), PCR buffer, MgCl,, dNTP mix,
DTT, SuperScript™ Il RT, RNaseH kullanilmistir. PCR igin; saf su, PCR buffer,
MgCl,, dNTP, Primer F, Primer R, cDNA (8, 18 ve 36 aylik) ve tag kullanilmastir.
totalRNA’nin elektroforez jeli icin; MOPS, agaroz, ddH,O, formamid ve etidyum
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bromur kullanilmistir. PCR’in elektroforez jeli icin; TBE buffer, agaroz, etidyum

bromur kullaniimastir.

3.1.5. Kullanilan ¢ozeltilerin hazirlanmasi

Kimyasal analizlerde kullanilan ¢ozeltilerin hazirlanis sekli asagidaki gibidir:

1. 1XMOPS ¢ozeltisi: 2ml 20xMOPS, 38ml distile suda ¢ozdiraldi.

2. DEPC’li su gozeltisi: 1It saf suya 1 ml sivi depekt kondu ve igine bar atilarak

manyetik karistiricida uzun sire karistirilarak hazirland.

3. 1XTBE buffer: 20ml 10xTBE buffer, 230ml distile suda ¢ozduruldu.

3.2. Yontem

3.2.1. Primer dizaynm

Gokkusagr alabalhiginda 2 myostatin geni (MSTN1 ve MSTN2) belirlenmistir. MSTN1
tim vucutta eksprese olurken, MSTN2 beyin ve kasta sinirlanmigtir (Rescan et al.
2001). Bu calisgmada MSTNL1 geni kullanilmistir. Calismada Oncelikle myostatinl
genine spesifik Forward ve Reverse primerler dizayn edilmistir. Bunun igin internette
NCBI’in gen bankasindan (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) MSTN1 (gen numarast:
AF273035) ve MSTN2 (gen numarasi: AF273036) genlerinin FASTA hali
bulunmustur. MSTN1 ve MSTN2 genlerinin homolojisini bulmak igin 6nce BioEdit

programina bu genler yapistirilmistir. Daha sonra buradaki genler kopyalanarak
CLUSTAL W (http://www.ebi.ac.uk/clustalw/) programmna yapistiriip genlerin

homolojileri belirlenmistir. Homolojisi az olan yerlerden Forward ve Reverse
primerlerin dizayni yapilmigtir. Primerler dizayn edilirken; primerlerin 18-22 bazdan

olusmasina, bir bazin tgten fazla tekrarmin olmamasina ve A ya da T ile baslayip G ya


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
http://www.ebi.ac.uk/clustalw/
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da C ile bitmesine dikkat edilmistir. Forward primer aynen alinmig Reverse primer ise
belirlenen zincirin  komplementerinin tersi seklinde alinmistir. Forward ve Reverse
primerlerin  MSTN1 genine spesifik olup olmadigimi belirlemek icin NCBI’1n
BLAST’lama (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/) sayfasina primerler

yapistirilmistir. Primerlerin spesifiklikleri belirlendikten sonra baglanma sicakliklart (tm

sicakligl)  (http://www.idtdna.com/analyzer/Applications/OligoAnalyzer/Default.aspx)

belirlenmistir. Ayni islem aktin primerlerini belirlemek icinde yapilmistir. MSTN’nin
belirlenen tm sicakligi: 61°C, aktinin belirlenen tm sicakligi: 52,5°C’dir.

3.2.2. Total RNA izolasyonu

Total RNA izolasyonu igin 8, 18 ve 36 aylik baliklarin sirt kismindan steril sartlarda
doku alinmistir. Alinan dokulardan Trizol Reagent ile total RNA izolasyonu yapilmastir
(Biga et al. 2004; Chomczynski 1993; Chomczynski and Sacchi, 1987).

3.2.2.a. Total RNA izolasyon prosedur

1. Her 4 ml Trizol basina 400-750 mg doku 6rnegi kullanilmig ve 6rnek Trizol iginde

homojenize edilmistir (Ornek Trizoliin %10’undan fazla olmamalidir).

2. Homojenizasyonun ardindan 4°C’de 10 dk 11000 devirde santriflj edilip supernatant

alinmistur.

3. 800 pl kloroform eklenerek tiplerin agizlart giivenli bir sekilde kapatilip, 15 sn
sureyle elle cok gucli bir sekilde calkalanmis ve oda sicakliginda 2-3 dk inkiibe
edilmistir.

4. inkubasyondan sonra ornekler 4°C’ de 15 dk 11000 rpm de santrifiijlenerek

supernatant alinmastir.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/
http://www.idtdna.com/analyzer/Applications/OligoAnalyzer/Default.aspx
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5. Orneklere 2 ml izopropilalkol katilmis ve oda sicakhginda 5-10 dk inkiibasyona

birakilmagtir.

6. Ornekler 11000 rpm’ de 4°C’ de 15 dk santrifiij edilip s faz tamamen

uzaklastirilmistr.

7. Altta kalan kisma 4 ml %70 etanol ilave edilerek hafifce vortekslenmis ve 8000

rpm’de 4°C’ de 5 dk santrifiij edilmistir.

8. Etenol uzaklastirilarak tlpler kurutma kagidina ters cevrilip kurutulmustur.

9. Ornege 40 pl DEPC su ilave edilerek -80°C’ de stoklanmistir

3.2.2.b. Spektrofotometrik dl¢timlerin yapiimasi

Baliklardan Total RNA’lar izole edildikten sonra konsantrasyon esitlemesi yapmak igin
spektrofotometrede her yas icin ayri ayr1 absorbans olgtimi yapilmstir. Bunun igin; saf
sudan gecirilmis spektrofotometre kiivetine 999 pl saf su (kor) konur, spektrofotometre
cihazina yerlestirilir ve kor okunur. Kor okunduktan sonra kivetin icine 1 pl 6rnek
(total RNA) konur tekrar cihaza yerlestirilir ve 6rnegin 260 nm absorbans: okunur. Tek
zincirli DNA ve RNA i¢in 40 pg/ml, c¢ift zincirli DNA igin 50 pg/ml olan 1 cm’lik
kisimda 1 OD’nin bulundugu 260 nm absorbans okunur. Saf RNA solisyonunun
OD260/0D280 degeri 2,0’dir. Eger 2,0’den dislk ¢ikarsa totalRNA izole edilememis
demektir. Olclimden sonra distilasyon faktori hesaplanir. Distilasyon faktor hesaplama
formili  OD260x40ug/mixSulandirma  faktori=RNA (ug/ml) seklindedir. Total
RNA'’lardan olusturulan cDNA’larda da konsantrasyon esitlemesi yapmak icin
spektrofotometrede her yas icin ayri1 ayri absorbans olcimi yapilmistir. cDNA’nin
spektrofotometrede Olcuim islemi totalRNA ile aymidir. Saf DNA solisyonunun
OD260/0D280 degeri 1,8’dir. Eger 1,8’den yuksek cikarsa Kirlilik var demektir.
cDNA’nin  distilasyon faktor hesaplama formuli OD260x50ug/mixSulandirma
faktori=DNA (pg/ml) seklindedir (Temizkan ve Arda 2004).
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3.2.2.c. Total RNA’lann elektroforezde yurattlmesi

I. Orneklerin hazirlanmasi

1ul RNA’ya 3,5 pl distile su, 0,5 pl 20xMOPS, 5 ul formamid ilave edilerek 65°C’de
15 dak. inkiibe edilir (Temizkan ve Arda 2004).

I1. Jelin hazirlanmasi

1,88 ml 20xMOPS, 0,3 gr. Agaroz ve 28,5 ml ddH,O kaynatilir. 6,68 pul formamid ve
5,5 pl etidyum bromir ilave edilir. Hazirlanan jel elektroforez kivetine bosaltilip
kuyularin olugsmasi igin tarak takilir. Elektroforez tankina 1xXMOPS soliisyonu konur
(Temizkan ve Arda 2004).

111. Orneklerin yurutilmesi

2 Ml boyama tamponuyla 6-8 pl 6rnek parafin Ulzerinde pipetaj yapilarak jelin
kuyularina yuklenir. Elektroforezde yaklasik 30 dak. yuruttlmustir (Temizkan ve Arda
2004).

3.2.3. cDNA kutuphanesinin olusturulmas:

Elde edilen totalRNA’lardan RACE cDNA amplifikasyon Kiti yardimiyla 8, 18 ve 36
aylik baliklarin cDNA kutlphaneleri olusturulmustur (Rescan et al. 2001).

3.2.3.a. cDNA kutuphanesinin prosedir

1. Butun kimyasallar kullanilmadan 6nce hafifce santrifujlenmistir.
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2. 0,5 mI’lik mikrosantrifuj tplerine hazirlanmis olan totalRNA’lardan yogunluga bagl
olarak 7-10 pl konularak ve DEPC’li su ilave edilerek son hacim 11 pl’ye

tamamlanmstir.

3. 10 pM’lik adaptor primerden (AP) her tip icin 1 pl ilave edilerek, hafifce

santrifujlenmistir.

4. 70°C’de 10 dk etuvde inktbasyona birakilmastir.

5. Inkiibasyondan sonra 1 dk buzda bekletilip, kisaca santrifiijlenmistir.

6. Tuplere 10X PCR buffer’dan 2 ul, 25 mM’lik MgCI2’den 2 pl, 10 mM’lik dNTP
mix’den 1 pl ve 0,1 M’lhik DTT’den 2 pl ilave edilip ve hafifce santriftijlenmistir.

7. Tupler 42°C’de 5 dk su banyosunda bekletilmistir.

8. Cikarildiktan sonra 1 pl SuperScript™ Il RT ilave edilerek, su banyosunda 42°C’de
50 dk bekletilmistir.

9. Cikardiktan sonra kisaca santrifijlenip, 70°C’de 15 dk etiivde inkibasyona

birakilmasgtir.

10. Cikarilip buz uzerine konulup, soguyunca santriftijlenerek, 1 pl RNaseH ilave

edilmistir. Kisaca santrifijlenmistir.

11. 37°C’de 20 dk etiivde inkiibasyona birakilmstir. inkiibasyondan sonra -20°C’de

stoklanmustir.
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3.2.4. PCR"1n yapilmasi

cDNA kituphanesi olusturulduktan sonra MSTN’nin secilen 859 bp uzunlugundaki
bolgesini amplifiye etmek icin 8, 18 ve 36 aylik baliklara ayri ayri PCR yapilmstir.
Aktinin secilen 165 bp uzunlugundaki bolgesini amplifiye etmek igin de 8, 18 ve 36
aylik baliklara PCR yapilmistir (Temizkan ve Arda 2004).

3.2.4.a. PCR icin gerekli olan kimyasallar

Tek tip icerisine konulacak olan kimyasallar sunlardir. Eger birden fazla tip
hazirlanacaksa tek tlp icine mix yapilarak diger tiplere esit olarak bolinebilir
(Temizkan ve Arda 2004).

Saf su : 6 ul

10 x PCR buffer : 2 pul

MgCl : 1,5 ul

dNTP : 1 ul

Primer F : 1 ul

Primer R : 1 ul

cDNA : 2 pl(8, 18 ve 36 aylik)
Taq X 0,5 ul

3.2.4.b. MSTN icin PCR protokoli

1- T=80°C 1dak. (taq harig)

2- T=94°C 3dak.

3-T=94°C 45 sn.

4- T= 61°C 45sn. 40 Dongu
5-T=72°C 45sn.

6- 3’Uncl basamaga don 40

7-T=72°C 5 dak.



25

8- 4°C’de tut

Yukaridaki sekiz tane madde sirasiyla PCR’a girildikten sonra 40 dongi PCR
yapilmistir. Gradientli PCR igin; 0,2 ml’lik PCR tuplerinden 5 tip hazirlanmistir. 20,
25, 30, 35, 40’1inc1 dongulerin her birinde bir tup PCR’dan ¢ikarilmistir. Bu PCR 8, 18
ve 36 aylik baliklarin hepsine uygulanmistur.

PCR protokoliinde 94°C’ de 3 dak. ve 94°C 45 sn.” de DNA zincirindeki hidrojen
baglar1 kopar. 61°C’ de primer yapisir. 72°C’ de amplifikasyon yenilenir. 94°C ile 72°C
arasinda 35 dongu yapilmistir. Boylece birkag saat icerisinde milyonlarca amplifikasyon
urtind elde edilmis olur (Temizkan ve Arda 2004).

3.2.4.c. Aktin i¢in PCR protokoli

1- T=95°C 3 dak.

2-T=95°C 20 sn.

3- T=52,5°C 20sn. } 35 Dongl
4-T=72°C 45sn.

5- 2’inci basamaga don 35

6- T=72°C 5 dak.

7- 4°C’de tut

Aktin igin yapilan PCR’da: 0,5 mI’lik PCR tlplerinden her yas icin 1 tup olmak Uzere
toplam 3 tip kullanilmistir. Aktin icin yapilan PCR 8, 18 ve 36 aylik baliklarin hepsine
uygulanmustir (Temizkan ve Arda 2004).

3.2.5. PCR urunlerinin elektroforezde yurutilmesi

Elde edilen PCR urinleri elektroforezde yaraittlmustar.
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3.2.5.a. Jelin hazirlanmasi

MSTN ve aktin igin ayri ayr1 %1’lik agaroz jel hazirlanmistir. Bunun icin 6nce 0,3 gr.
agar tartilir. 30 ml 1XTBE bufferla karistirilarak kaynatilir. 5,5 pl etidyum bromar
katilir. Hazirlanan jel elektroforez kiivetine bosaltilip kuyularin olusmas: igin tarak

takilir. Elektroforez tankina 1xTBE solusyonu konur (Temizkan ve Arda 2004).

3.2.5.b. Orneklerin yurutilmesi

Jelin ilk kuyusuna 4 pl marker (belirteg) yuklenmistir. 2 pul boyama tamponuyla 6-8 pl
ornek parafin Gzerinde pipetaj yapilarak jelin kuyularina yiklenir. Elektroforezde aktin
ve MSTN ayr1 ayn jellere yuklenerek yaklasik 20 dak. ydratilmistir (Temizkan ve
Arda 2004).

3.2.6. Jellerin goruntulenmesi

Elektroforezde yurutuldikten sonra MSTN ve aktinin PCR urtnlerinin jel gorintileri
UV goruntuleme sistemiyle ¢ekilmistir. 8, 18 ve 36 aylik baliklarin myostatinlerinin
yogunlugu internet ortaminda ImageJ 1,37c programindan Olculerek grafik cizilmistir
(Temizkan ve Arda 2004).
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4. ARASTIRMA BULGULARI

4.1. Total RNA’mn Spektrofotometrik Olgtimlerinin Analizi

Arastirmada hammadde olarak kullanilan gbékkusagi alabahklarmin sirt kismindan
alinan dokulardan elde edilen total RNA’larda konsantrasyon esitlemesi yapmak igin

spektrofotometrede 6lgulen absorbans degerleri Cizelge 4.1°de verilmistir.

Cizelge 4.1. 8, 18 ve 36 aylik baliklarin totalRNA absorbans 6l¢tim sonuglar

Yaslar
Absorbans (nm)
8 Ay 18 Ay 36 Ay
260 0,4233 0,1404 0,053
280 0,2071 0,068 0,0256
1 (260/280) 2,044 2,065 2,070

8, 18 ve 36 aylik gOkkusag: alabaliklarinda 1/2 absorbans degerinin 2 ¢ikmas: total
RNA’nin var oldugunu gostermistir. Distilasyon faktor hesaplama formili ile
sulandirma  faktorleri  hesaplanarak total RNA’larin  konsantrasyon esitlemesi

yapilmstir.

4.2. Total RNA’nin Elektroforez Goruntisi

Arastirmada kullanilan gokkusagi alabaliklarinda elde edilen total RNA’nin elektroforez

jel goruntisu Sekil 4.2°de verilmistir.
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B S T < 285 (RNA

<4— 18S rRNA

Sekil 4.2. Total RNA’nin elektroforez gorintusu

Sekil 4.2°de sirasiyla (1; 8 ayhk, 2; 18 aylk, 3; 36 aylk) baliklarin total RNA
goruntaleri gorulmektedir. Total RNA olmasi gerektigi gibi t¢ balikta da 18S ve 28S
RNA olarak cift bant seklinde gikmustir.

4.3. cDNA’ nin Spektrofotometrik Olgtimlerinin Analizi

Konsantrasyon esitlemesi yapmak igin spektrofotometrede 6lciimi yapilan cDNA’ nin

yaslara gore absorbans degerleri Cizelge 4.3’de sunulmustur.
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Cizelge 4.3. 8, 18 ve 36 ayhk baliklarin cDNA absorbans 6lgim sonuclar:

Yaslar
Absorbans (nm)
8 Ay 18 Ay 36 Ay
260 0,1147 0,1212 0,034
280 0,0624 0,1181 0,0213
1 (260/280) 1,842 1,122 1,60

Total RNA’da oldugu gibi distilasyon faktor hesaplama formilu kullanilarak
konsantrasyon esitlemesi yapilmustir.

4.4. Myostatinin PCR Elektroforez Goruntusu

Gokkusag: alabaliklarindaki myostatin geninin izolasyonunu gormek icin yapilan
PCR’1in elektroforez jel gorintuleri goruntuleme sisteminde ultraviyole isinlari ile

incelenmis ve Sekil 4.4, Sekil 4.5 ve Sekil 4.6’da verilmistir.
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Sekil 4.4. 8 aylik gokkusag: alabaligin myostatinin PCR elektroforez jel gorintusu

8 aylik gOkkusag: alabaligin jel gorintisunde isaretli bolgede 859 bp (750-1000)
blyukligundeki bant gorulmedigi icin bu balikta myostatin geninin eksprese olmadigi

anlasilmaktadir.
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Sekil 4.5. 18 aylik gokkusagi alabaligin myostatinin PCR elektroforez jel gorintisi

8 aylik gokkusag: alabaliginda oldugu gibi 18 aylik balikta da isaretli bdlgede 859 bp
(750-1000) buyuklugindeki bant gortlmedigi igin myostatin geni eksprese olmamastir.
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Sekil 4.6. 36 aylik gokkusag: alabaligin myostatinin PCR elektroforez jel gortuntisu

36 aylik gokkusagi alabaliginda isaretli bélgede 859 bp (750-1000) blyikliginde bant
gorulmektedir. Bu da bu balikta myostatin geninin eksprese oldugunu gdstermektedir.
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4.7. Aktinin PCR Elektroforez Goriuntisi

Kontrol olarak kullanilan aktinin PCR druntntn elektroforez jel géruntist Sekil 4,7’ de

verilmistir.

Sekil 4.7. Swrasiyla 8, 18 ve 36 aylik gokkusag: alabaliklarinda aktinin PCR elektroforez

jel goruntusu

Sekil 4,7°den de anlasilacagi gibi 165 bp (100-200) buyukligiindeki bant istenen
bolgede ¢ikmistir.
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4.8. Yaslara Gore Myostatinin Ekspresyon Grafigi

8, 18 ve 36 aylik gokkusagi alabaliklarinin myostatinlerinin aylara gore kantitatif
MRNA seviyeleri Sekil 4.8’de verilmistir.

50

.

30

20

10

Kantitatif mRNA seviyesi (Optik
Dansite)

8 Ay 18 Ay 36 Ay
Aylar

Sekil 4.8. MSTN’nin yaslara gore kantitatif mMRNA seviyeleri.

Sekil 4,8’den de anlasilacag: gibi yalnizca 36 aylik balikta myostatin eksprese olmustur.
Yani bu yasa kadar gokkusag: alabaliklarinda kas yoniinden buyiime ve gelisme devam
etmistir ancak myostatin kaslanmayi engelledigi icin 36 aylik balikta kaslanma
durmustur.

5. TARTISMA ve SONUC
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Analize alinan 8, 18 ve 36 ayhik gokkusag: alabaliklarinda myostatin geninin kantitatif
ekspresyonu arastirilmistir. Myostatin geninin 8 ve 18 aylik baliklarda eksprese
olmadigi, 36 aylik balikta ise oldukca yiksek bir oranda eksprese oldugu tespit
edilmistir. Bu sonuglardan da kas yonunden buyime ve gelismenin 8, 18 ayhk
baliklarda devam ettigi, 36 aylik balikta ise durdugu anlasilmaktadir. Bundan dolay: kas
yonunden biyumenin durdugu 36 aylik yastan sonra balikta yag yoniinden gelisme
olabilmektedir.

Cahisma bulgulari Roberts and Goetz (2001), Rescan et al. (2001), Kocabas et al.
(2002), Biga et al. (2004), Terova et al. (2006), Rodgers et al. (2001), Xu et al. (2003)
ve Weber and Bosworth (2005) ile uyum g0Ostermistir. Soyle ki: Roberts and Goetz
(2001), 15, 17 ve 24 ayhk erkek ve disi dere alabaliklarinda myostatin geninin iki
izoformunu tespit etmislerdir. Rescan et al. (2001), 190-1500 gr erkek ve 160-1330 gr
disi gokkusagi alabaliklarinda bu agirliklarda iki myostatin geninin varhgini tespit
etmislerdir. Kocabas et al. (2002), 1, 2, 3, 4, 5 ve 7 yash kanal kedi baliklarindan alinan
12 farkh dokuda farkli diizeylerde myostatin seviyesini bulmuslardir. Biga et al. (2004),
550 = 10 gr’lik erkek ve disi gokkusag: alabaliklarinda MSTN 1 ve 2’nin farkh
seviyelerde eksprese oldugunu bulmuslardir. Terova et al. (2006), 110 + 4,47 gr’lik G¢
levrek bahiginda myostatin genini tespit etmislerdir. Rodgers et al. (2001), beyaz levrek
ve tilapia larvalarinda myostatin gen ekspresyonun oldugunu tespit etmislerdir. Xu et
al. (2003), larval, juvenil ve ergin zebra baliklarinda myostatin genini bulmuslardir.
Weber and Bosworth (2005), 119 + 8 gr agirhgindaki kanal kedi baliginda myostatin

genini tespit etmislerdir.

Sonug olarak;

o Literaturler esas alinarak gokkusag: alabaliginda yapilan bu ¢alismanin molekdler
biyoloji acisindan 6nemli bir adim oldugu, yani myostatin geniyle ilgili yapilan
calismalarin 6nemli bir halkasini olusturdugu sonucuna varilmastir.

o Yine bu ¢alismanin molekiler biyoloji dalinda bu konuda yapilacak olan diger

calismalara i1k tutacag: distinulmektedir.
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o Bu arastirma yapilacak diger caligmalara 6rnek teskil etmesi yaninda, tlkemizde
Ozellikle de bolgemizde molekiler biyoloji dalinda yapilan ilk ¢alismalardan biri olmas:
acisindan da 6nem kazanmaktadir.

o Elde edilen primer seleksiyon uygulamalarinda bir biyo markir olarak
kullanilabilir.

o Myostatin geni engellenmis bireylerin diger bireylere gore et verimi daha yuksek
olacagindan yetistiricilik agisindan tavsiye edilebilir oldugu kanisina varilmastir.

o Baliklarda myostatin gen ekspresyonunun engellenmesi ile yag orani distp, kas
oram artacagindan besin degeri oldukca yiksek olan, daha kaliteli Grlnlerin elde
edilebilecegi sylenebilir.

o Insan kasinda myostatin gen ekspresyonunun durdurulmasiyla; kanser, AIDS,
ALS (Motor Noron Hastaligi) ve yaslilarda gorilen sarkopenik zayiflik gibi kas
kaybettiren hastaliklarin tedavisinin olabilecegi imit edilmektedir.

o Bu konuda yapilan calismalar esas alinarak sicaklik ve besleme sartlarinin
myostatin gen ekspresyonunu etkiledigi sonucuna varilmastir.

Tim bu getirilerden dolay: bu ¢alisma; molekuler biyoloji, yetistiricilik ve insan gidasi

agisindan 6nem arz etmektedir.
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