
FARKLI YA LARDAK  GÖKKU I ALABALIKLARI
(Oncorhynchus mykiss)’NDA MYOSTAT N GEN N

KANT TAT F ANAL

Özlem ANG

Yüksek lisans Tezi
Su Ürünleri Anabilim Dal

Doç. Dr. Orhan ERDO AN
2007

Her hakk  sakl r



ATATÜRK ÜN VERS TES
FEN B MLER  ENST TÜSÜ

L
L
L

YÜKSEK L SANS TEZ
L
L
L
L

FARKLI YA LARDAK  GÖKKU I ALABALIKLARI
(Oncorhynchus mykiss)’NDA MYOSTAT N GEN N KANT TAT F

ANAL
L
L
L
L
L
L
L
L

LL

Özlem ANG
L
L
L
L
L
L
L
L

SU ÜRÜNLER  ANAB M DALI
LL
L
L
L

LERZURUM
2007

L
L

Her Hakk  Sakl r



i

ÖZET

Yüksek Lisans Tezi

FARKLI YA LARDAK  GÖKKU I ALABALIKLARI (Oncorhynchus

mykiss)’NDA MYOSTAT N GEN N KANT TAT F ANAL

L

Özlem ANG

Atatürk Üniversitesi
Fen Bilimleri Enstitüsü

Su Ürünleri Anabilim Dal

Dan man: Doç. Dr. Orhan ERDO AN

Geli me ve farkl la ma faktörü–8 (GDF–8)  olarak da bilinen myostatin (MSTN), son

zamanlarda ke fedilmi  olup bal kta kas geli imini engelleyen bir gendir. Bu

ara rmada 8, 18 ve 36 ayl k gökku  alabal klar  (Oncorhynchus mykiss)’nda

myostatin geninin ekspresyonuna bak lm r. Bal klar n dokular ndan totalRNA izole

edilerek cDNA kütüphanesi olu turulmu  ve PCR yap lm r. Ara rma sonucunda 8

ve 18 ayl k gökku  alabal klar nda myostatin geninin eksprese olmad , 36 ayl k

gökku  alabal nda ise myostatin geninin eksprese oldu u bulunmu tur.

2007, 41 sayfa

Anahtar Kelimeler: Oncorhynchus mykiss, Myostatin, PCR, GDF–8
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ABSTRACT

Master Thesis

MYOSTATIN GENE QUANTITATIVE ANALYSIS IN THE DIFFERENT AGE OF
RAINBOW TROUTS (Oncorhynchus mykiss)

Özlem ANG

Ataturk University
Graduate School of Natural and Applied Sciences

Department of Fisheries

Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Orhan ERDO AN

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.

2007, 41 pages

Keywords: Oncorhynchus mykiss, Myostatin, PCR, GDF-8
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1. G

Yeryüzünde iki milyonun üzerinde canl  türü ya amaktad r. Bu canl  türlerinin birbirine

benzer ve farkl  özellikleri bulunur. Hatta bir türün tüm bireylerinde de benzer ve farkl

özellikler bulunabilmektedir. Bu durumun temelinde bireylerin kal tsal maddesi olan

genler rol oynar (Anonim 2006a). Gen bir proteine kar k gelen DNA dizisidir

(Anonim 2006b). Kal n i levsel birimi olan genler DNA molekülü üzerindeki

nükleotid dizileridir (Anonim 2006a). Di er bir ifade ile canl lar n her türlü özelliklerini

belirleyen ve hücre çekirde indeki kromozomlarda bulunan kal m maddesinin en

küçük birimidir (Anonim 2006c).

Genleri ve onlar n fonksiyonlar  ya da bozukluklar  inceleyen bilim dal na genetik

denir (Anonim 2006a). Genetik bilimi özellikle son y llarda insan genom projesinin de

tamamlanmas yla birlikte giderek daha popüler olmaya ba lam r (Attar et al. 2001).

Bugün, genetik bilimi sayesinde birçok hastal n erken te hisi mümkün olabilmekte,

bunun yan nda tedavi metotlar n geli iminde oldukça faydal  olmaktad r (Anonim

2007a). Genetik biliminde son y llarda yap lan çal malarla canl lar için son derece

önemli olan yeni genler bulunmu tur. Bu genlerden birisi de GDF–8 olarak da bilinen

myostatin (MSTN) genidir.

Myostatin geni, 1997 y nda myostatin geninden yoksun olan mutant farelerinin bir

rk  üreten McPherron ve Se Jin Lee taraf ndan bulunmu tur. Bu mutant fareler

normal fareden yakla k olarak iki kat daha güçlüdür. Geli me ve farkl la may  spesifik

bir ekilde düzenleyen, ayn  zamanda geli me ve farkl la ma faktörü (GDF-8) olarak da

bilinen, fare ve s rda double kaslanmayla (kas hipertrofisi) ilgili iskelet kas proteini

olan myostatin, TGF-  (transforming growth factor- ) ailesinin bir üyesidir (McPherron

et al. 1997). Lee, 2001’de çe itli myostatini engelleyici maddelerin üretimini art ran

mutasyonlar  ilave ederek büyük kas kütlesi ve bozulmam  myostatin geniyle fareler

meydana getirmi tir. Bu çal ma, “güçlü fareler” takma ad na önderlik etmi tir. Türler

aras nda çok az farkl k gösteren myostatin geninin zinciri insanlarda, farelerde, zebra

bal nda ve di er hayvanlarda belirlenmi tir (Anonim 2007b).
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Myostatin, 15 kilodaltonluk (kDA) molekül a rl na sahip, 376 aminoasitli bir

propeptid olarak ba ca iskelet kas nda sentezlenmekte olup, i lenmi  ve olgun

proteindir.  Myostatin,  TGF-  (Transforming  Growth  Factor- )  üst  familyas

proteinlerinin bir üyesi oldu undan dolay  (Anonim 2007b) TGF-  ailesinin tüm

karakteristik özelliklerine sahiptir (McPherron et al. 1997). Yani yap sal bir ekilde,

myostatin sistein dü ümlü oldukça iyi olarak korunmu  örneklere (numune) sahip etkin

karboksi terminal bir bölge ve i lenmi  i aretli bölge gibi TGF-  ailesine ait özellikleri

içerir (McPherron et al. 1997).

TGF-   üst  familyas ,  GF’lerin  (Growth  Factor)  büyük  bir  bölümünü  olu turan  alt

tiplerdir (Anonim 2004).

TGF-  üst familyas n üyeleri, hücrelerin çe itli tiplerinin farkl la mas  da düzenler

(Kawabata and Miyozono 1999). Myostatin geninin de üye oldu u TGF-

(Transforming Growth Factor), birçok farkl  hücre tipinin büyümesini engelleyerek,

hücrelerin büyüme ve ço almas  düzenler (Anonim 2007c).

Transforming Growth Factor (TGF- ) üst familyas , yap sal olarak ilgili polipeptid

büyüme faktörlerinin say n büyük bir k sm  kapsar (Luo 2000). TGF- ’lar,

böceklerden memelilere, türlerin birçok çe idinde (Luo 2000), hücre ço almas ,

farkl la ma, apoptis, göç, tahrik etme ve ba kl k yan tlar  kapsayan hücresel

aktivitelerin geni  bir ekilde de ikli ini ve düzenlenmesini ayarlar (Massague 1990;

Lyons and Moses 1990; Roberts and Sporn 1990; Yingling et al. 1995; Zhang et al.

1997).

imdiye kadar, TGF-  üst familyas n 30’dan fazla üyesi bulunmu tur. TGF- ’lar,

çe itli alt familyalarda grupland rlar: 1) TGF-  (TGF- 1–5); 2) Activin/inhibin

(activin A, AB ve B, inhibin A ve B); 3) Kemik morfogenetik proteinler (Bone

morphogenetic proteins) (BMP’ler) (BMP1–8); 4) Büyüme ve farkl la ma faktörleri

(Growth and differentiation factors) (GDF’ler) ve 5) Xenopus Zaevis Vg–1 ve Vgr–1

(Alevizopoulos and Mermod 1997; Massague 1990; Massague 1998).
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TGF-  ailesi, omurgal  hayvanlarda farkl  proteinleri kodluyor olan en az be  genden

meydana gelir (TGF- 1, TGF- 2, TGF- 3, TGF- 4, TGF- 5) (Luo 2000).

TGF- ’ lar n ortak bir özelli i, hareketsiz karma k bir formda hücreler taraf ndan

salg lanm  olmalar r. Sonuç olarak, TGF- ’ lar n gizli kompleksleri bozuluncaya

kadar, biyolojik faaliyetleri az veya yoktur. Tam mekanizma, tamamen anla lmayan bu

gizli kompleksleri aktif hale getirmeyi kapsar, ama özel enzimleri içerebilir. Bu daha

fazla, kompleks bir sistem içeren büyüme faktörlerinin etkile iminin nas l oldu unu

örneklemektedir (Luo 2000).

TGF- ’ lar n ba ka bir ortak özelli i, onlar n biyolojik faaliyetinin ço unlukla, di er

büyüme faktörlerinin varl nda sergilendi idir. Bu yüzden, TGF- ’ n n

biyoaktivitesinin, di er büyüme faktörlerinin varl na ve hedef hücrenin fizyolojik

durumuna ba  oldu u için kompleks oldu u görülmektedir (Luo 2000).

TGF-  familyas n da alt tipi oldu u büyüme faktörü terimi (Growth Factor), hücresel

ço alma ve hücresel farkl la ma uyar  yapabilen ve do al olarak meydan gelen bir

proteinden bahseder. Büyüme faktörleri, çe itli hücresel i lemleri düzenlemek için

önemlidir (Anonim 2007d).

Büyüme hormonu (GH), ön hipofiz bezinin somato tropik veya asidofilik hücreleri

taraf ndan sentezlenir (Niall et al. 1971). Büyüme faktörleri (GF) tipik olarak, hücreler

taraf ndan sentezlenir ve ayn  hücrenin (Autocrine) veya ba ka bir yak n hücrenin

(Paracrine) hücresel fonksiyonunu etkiler. Bu moleküller; hücre farkl , geli imi,

hareketlili i, gen ekspresyonu ve doku veya organ olarak bir grup hücrenin

fonksiyonlar n nas l oldu unun belirleyicisidirler (Anonim 2004).

Büyüme faktörleri (GF), çok dü ük konsantrasyonlarda normal olarak etkilidir ve hedef

hücrelerinde büyüme faktörlerinin uygun al lar  için yüksek yak nl k vard r. GF' in her

tipi için, hücre zar  veya çekirdekte özel bir al  vard r (Anonim 2004). Büyüme
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faktörleri tipik olarak, hücrelerin aras nda moleküllere i aret edici olarak görev yapar

(Anonim 2007d).

Bir GF, birbirini etkileyen hücre tipine ba  olarak farkl  biyolojik etkilere sahip

olabilir. Insulin growth factor (IGF-I) gibi baz  GF’ler, belli özelliklere sahiptir ve

hücrelerin birçok s  etkiler. Di erleri, sadece bir hücre tipinde hareket eder ve

spesifik bir yan t ortaya ç kar r (Anonim 2004).

Birçok büyüme faktörü, hücresel fonksiyonlar  engeller veya geli mesine yard mc  olur.

Ayr ca multifaktoral olabilir. Di er bir deyi le, iki ya da daha fazla madde, spesifik

hücresel bir yan  te vik etmeyi gerektirebilir. Proliferasyon (ço alma), hücrelerin

ço unun geli imi ve büyümesi tek bir GF’den daha ziyade spesifik GF’ler

kombinasyonunu gerektirir (Anonim 2004). Büyüme faktör ailelerinin içerisinde; TGF-

beta (transforming growth factor-beta), BMP (bone morphogenic protein),

neurotrophins (NGF, BDNF ve NT3), fibroblast growth factor (FGF) ve bunun gibi

düzineler vard r (Anonim 2007d).

TGF-  ile ili kili yap larla kurulmu  olan TGF- ’ n n çe itli alt tipleri vard r. Alt

tiplerden biri geli me ve farkl la ma faktörü (GDF) olarak isimlendirilir ve özellikle

geli me ve farkl la may  düzenler. Myostatin olarak da isimlendirilen GDF–8, fare ve

rda double kaslanmayla ilgili iskelet kas proteinidir (Anonim 2004, Kocamis and

Killefer 2002). Bu gen son zamanlarda gizli düzenleyici faktörlerden transforming

growth faktör-  ailesinin bir üyesi oldu u tespit edilmi tir (Kocamis and Killefer 2002).

Myostatin; memelilerde iskelet kas sisteminde büyük bir genetik saptama olarak

gösterilmi tir (Rescan et al. 2001). Memelilerde myostatin mRNA hemen hemen sadece

iskelet kas nda bulunmu  olmas na ra men, daha dü ük konsantrasyonlarda adipoz

dokuda (Anonim 2004; Gonzalez-Cadavid et al. 1998; McPherron et al. 1997), meme

bezinde (Ji et al. 1998) ve kalp kas nda (Sharma et al. 1999) bulunmu tur. Myostatin

gen delesyonu kas kütlesine ek olarak ya  doku kütlesine de etki etmi tir (Dominique

and G´erard 2006). Myostatin myosatellite hücreleri direk olarak etkiledi i için kas

hücre hiperplasia ve hipertrofisinin her ikisinin sonucunda kas büyümesi artm r
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(Thomas et al. 2000; Rios et al. 2001, 2002; Langley et al. 2002, 2004; McCroskery et

al. 2003). Ayr ca, myostatin gen mutasyonu, insan, fare ve s rda kas hücre hiperplasia

ve hipertrofisinin her ikisinin sonucunda iskelet kas kütlesinde dramatik ve yayg n bir

art a sebep olmu tur (McPherron et al. 1997; Schuelke et al. 2004).

MSTN geni zebra bal  (Danio rerio) (Xu et al. 2003; Amali et al. 2004; Biga et al.

2005), atlantik salmon (Salmo salar) (Ostbye et al. 2001), gökku  alabal

(Oncorhynchus mykiss) (Rescan et al. 2001), dere alabal  (Salvelinus fontinalis)

(Roberts and Goetz 2001), çizgili levrek (Morone saxatilis) (Rodgers and Weber 2001),

tilapia (Oreochromis mossambicus) (Rodgers et al. 2001), çipura (Sparus aurata)

(Maccatrozzo et al. 2001a,b), kanal kedi bal  (Ictalurus punctatus) (Kocabas et al.

2002), levrek bal  (Dicentrarchus labrax) (Terova et al. 2006) gibi çe itli bal k

türlerini ve insan (Gonzalez-Cadavid et al. 1998), fare (McPherron and Lee 1997), s r

(McPherron and Lee 1997) ve tavuk (McPherron and Lee 1997; Kocamis et al. 1999)

gibi omurgal lar n geni  bir çe idinden klonlanm  ve tan mlanm r (Ko et al. 2006).

Yukar da da bahsedildi i gibi myostatin homologlar  birçok bal k türünden izole

edilmi tir (Kocabas et al. 2002; Maccatrozzo et al. 2001a; McPherron and Lee 1997;

Ostbye et al. 2001; Rescan et al. 2001). Bal kta mevcut türler aras nda farklar olmas na

ra men, MSTN mRNA di er doku veya organlarda da bulunmu tur (beyin, göz,

ba rsak, solungaç flamentleri, gonad, böbrek) (Rodgers et al. 2001; Roberts and Goetz

2001; Maccatrozzo et al. 2001a; Maccatrozzo et al. 2001b).

Alabal k türlerinde, muhtemelen salmonid geninin son bölümünde var olan iki MSTN

gen (Tmyostatin 1 ve Tmyostatin 2) bulunmu tur. Kar la rmal  reverse-

transcriptase’a ba  polimeraz zincir reaksiyon testi; Tmyostatin 2 mRNA ekspresyonu

kas ve beyinde s rl  iken, Tmyostatin 1 mRNA alabal k dokular nda eksprese

oldu unu göstermi tir. Eri kin hayvanlar n myotomal kas nda, Tmyostatin 1 mRNA

birikimi, liflerin yava  ve h zl  kas lmas yla benzerdir. Tmyostatin 1 mRNA

konsantrasyonu cinsel olgunla mayla ilgili kas n tahrip olmas yla de memektedir.

Buna kar n, Tmyostatin 2 mRNA liflerin yava  kas lmas nda birikir ve Tmyostatin 2
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mRNA konsantrasyonu olgunla an hayvanlar n tahrip olan kaslar nda çarp  biçimde

dü mü tür (Rescan et al. 2001).

Dünyada ve Türkiye’de yeti tiricili i en yayg n olan bal k türü gökku  alabal

(Oncorhynchus mykiss)’d r. Dünyan n birçok bölgesine yay lan bu türün yeti tiricilikte

tercih edilmesinin nedenleri; yüksek adaptasyon ve yemden yararlanma yetene i, suni

yöntemlerle yumurta al n kolayl , kuluçka sürelerinin k sal  ve hastal klara kar

dayan kl  olmas r (Canyurt 1978, 1983; Emre ve Kürüm 1998).

Gökku  alabal  (Salmo gairdnerii R.)’n n as l vatan  Kuzey Amerika olup, 1880

nda Avrupa’ya getirilmi tir. Erginlerinde ortalama boy uzunlu u 35 cm’dir. Yüzgeç

formülü; D 4/10, A 3/10, P 1/12, V 1/8 eklindedir. Yan çizgi üzerinde 135–150

aras nda pul bulunmaktad r. S rt k sm  ye ilden kahverengiye kadar de mektedir.

Kar n alt  ise gümü i renkten sar ya kadar de ir. ki tarafta yan çizgiler boyunca

uzanan ve gökku  and ran bir renkler eridi uzanmaktad r. Bu sebeple ad

buradan alm r. A z yap  di er alabal k türlerine göre biraz daha büyüktür.

Yumurtlama zaman  genellikle erkeklerin alt çeneleri uzamakta ve çengelimsi bir durum

arz etmektedir. Yumurtlama zaman  Kas m ay  ba lar ndan May s ay na kadar devam

etmektedir. Her di i bal k kg canl  a rl a 1800–2000 adet yumurta vermektedir

(Pfeffer 1979; Sterba ve Habil 1967). Gökku  alabal  ile kaynak alabal  hemen

hemen ayn  y llarda yakla k 120 y l önce Kuzey Amerika’dan Avrupa’ya

getirilmelerine kar n kültür ko ullar na uygun niteliklerinden dolay  gökku

alabal  yeti tiricili i h zl  bir art  göstermi  ve günümüzde bir endüstri haline

gelmi tir (Steffens 1981).

Gökku  alabal klar  (Oncorhynchus mykiss), 1988 y na kadar Salmo gairdnerii R.

olarak adland lm lard r,  bu tarihten sonra Amerikan Bal kç k Derne i alabal klar ;

Atlantik Salmonlar , Atlantik Alabal klar , Pasifik Salmonlar  ve Pasifik Alabal klar

olarak ay rd ktan sonra; Atlantik Alabal klar  ve Salmonlar na Oncorhynchus,

gökku  alabal klar na da mykiss ad  vermi tir (Smith ve Stearly 1989).
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Myostatin, kas geli iminin negatif bir düzenleyicisidir. Farenin iskelet kas kütlesinde

önemli bir art a sahip olmas , myostatinin y ma u rat ld  gösteren önemli bir

delildir. Bu bulu  çift kaslanma fenotipine sahip olan Belçika mavisi (Belgian Blue) ve

Piedmonteise s rlar n her ikisinde myostatin geninin do al mutasyona u rad

destekler (Grobet et al. 1997; Sonstegard et al. 1997; Grobet et al. 1998). Kas

hipertrofisi (ferdi kas liflerinin büyüklü ündeki art ) olarak da bilinen çift kaslanma 19.

yüzy n ba lar nda fark na var lan bir fenotiptir ve hiperplasiadan (ferdi kas liflerinin

say nda art ) dolay  kas kütlesinde genelle mi  art , görünür bir ekilde karakterize

edilmi tir. Çift kaslanma Belçika Mavisi (Belgian Blue), Piedmontese ve Austuriana de

los Valles s r türlerinde mevcuttur. Çift kasl  olmayan hayvanlarla kar la ld nda

bu hayvanlar daha yüksek do um a rl na, daha dü ük ya  ve kemik yüzdelerine

sahip oldu u görülmektedir (Arthur 1995). Lee 1997 y nda, güçlü Belgian Blue

(Belçika Mavisi) ve Piedmontese s r türlerinin eksik bir myostatin genine sahip

oldu unu bulmu tur; bu türler yeti tiricilik süresinde üretilmektedir (Kambadur et al.

1997; McPherron and Lee 1997).

Kas geli imini ve farkl la mas  engelleyici etki olarak çaba sarf eden myostatinin de

içinde oldu u moleküler mekanizmay  anlamada ki son bulgular, ergin hayvanlarda kas

kütlesindeki art lar  göstermi  olan deneysel yakla mlara sebep olmu tur. Bu deneyler,

myostatinin sinyalizasyon yolunun ALS (Amyotropic Lateral Sclerosis=Motor Nöron

Hastal ), kas distrofisi (kas n geli memesi) ve oldukça ya larda sarkopenik zay fl k

gibi kas kaybettiren hastal klar n tedavisinde güçlü bir iyile tirici müdahale noktas

olabilece ini göstermi tir (Walsh and Celeste 2005). HIV virüsü bula  olup,

ba kl k sistemi zay flam  ve kronik kas kayb ndan ac  çeken insanlar n kas

dokusundaki myostatin ekpresyon seviyesinde art  oldu u gözlenmi tir. Johns Hopkins

üniversitesi t p fakültesi profesörlerinden Se-Jin Lee kastaki myostatin geninin

engellenmesi ile insanlarda görülen kanser, aids ve kas distrofisi gibi önemli

hastal klar n tedavilerinin olabilece ini ümit etmektedir. Myostatin gen ekspresyonunun

engellenmesi ile kas dokusunda geli me ve irile me görülmekte, ayn  zamanda ya

dokusunda gerileme gözlenmektedir (Anonim 1997; Gonzales-Cadavid et al. 1998).
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Bu çal mayla ülkemizde yeti tiricili i yayg n olarak yap lan gökku  alabal n

myostatin geninin hangi ya ta eksprese oldu u bulunarak ortaya konulmu tur. Bu

bilgiler nda bal klarda az ya  ve çok kasl  bireyler elde etmek amac yla myostatin

geninin hangi ya ta engellenmesi gerekti i yönündeki çal malara önemli bir kaynak

olu turmas  hedeflenmektedir.
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2. KAYNAK ÖZETLER

Gonzalez-Cadavid et al. (1998), myostatin ekspresyonunun insanlardaki ya z kütleyle

aralar nda ters bir ili ki oldu unu ve myostatin gen ekspresyon art n AIDS

sendromuyla insanda a rl k kayb yla ili kili oldu unu hipotezlerle ara rm lard r. Bu

yüzden insan myostatin genini ve cDNA klonunu iskelet kas nda, sa kl  serumda ve

HIV bula  insanlarda ekspresyonunu ara rm lard r. Myostatin gen; 2 intron ve 3

ekzon bölge içeren 375 aminoasitli bir protein olarak kodlanm r. Myostatin 26

kDa‘l k olgun glukoprotein olarak insan iskelet kas sisteminde benzersiz bir ekilde

eksprese olmu tur ve plazma içinde gizlenmi tir. Myostatin immunoreaktivitesi insan

iskelet kas nda tip 1 ve 2 liflerin her ikisinde alg lanabilmi tir. Myostatin

immunoreaktivite proteinin kas içi ve serum konsantrasyonlar  sa kl  insanlarla

kar la ld nda a rl k kaybeden HIV bula  insanlarda artm r ve ya z kütle

içeri iyle ters yönde ili kilidir. Bu veriler; myostatinin ergin insanda iskelet kas

geli imini zay flat  ve HIV bula  insanda kas kayb na katk da bulundu unu

hipotezlerle desteklemi tir.

Gökku  alabal yla yap lan bir çal mada, iki ayr  myostatin geninin var oldu u ve

çe itli dokularda farkl ekilde eksprese oldu u gösterilmi tir. Bu iki alabal k myostatin

geninin kass z dokularda ve kasta farkl  bir ekspresyon örne i sergilemi  oldu u ve

cinsel olgunla maya e lik eden kas n tahrip oldu u sürece düzenli olmad

gösterilmi tir  (Rescan et al. 2001).

Maccatrozzo et al. (2001a), çipurada (Sparus aurata) yapm  olduklar  çal mada

MSTN geninin zincir ve ekspresyon analizini rapor etmi lerdir. Di er omurgal lar n

myostatinleriyle %60-%74 protein benzerli i gösteren, aç k okunabilen 385 aminoasitli

kodlanm  yap da 2189 bp’lik bir kopya izole edilmi tir. Tamamlanm  iki intron zinciri

de determine edilmi tir. ntron-ekzon s rlar ; memeli MSTN genleri ile

kar la ld  zaman korunmu tur, oysaki intron büyüklü ü daha küçüktür. Reverse

transkriptaz polimeraz zincir reaksiyonu ile total RNA, MSTN ekspresyonu olan iskelet
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kas nda ve di er dokularda farkl  geli me evrelerinde izole edilmi tir. MSTN

ekspresyon profilide memelilerden farkl  olarak gözlenmi tir.

Maccatrozzo et al. (2001b), yapt klar  çal mada kemikli bal kta protein benzeri

kodlanm  yeni bir morfogenetik kemik proteinin (sbMSTN-b) tam cDNA zincirinin

izolasyon ve karakterizasyonunu yapm lard r. Kodlanm  protein, çipura (Sparus

aurata) MSTN’sinin aminoasit seviyesiyle %68 benzerdir ve homologlar Umbrina

cirrosa ve Tetraodon nigroviridis’de de bulunmu tur. Filogenetik analizler, kemikli

bal k türlerinin muhtemelen ço unda MSTN-b geninin mevcut olabilece ini

göstermi tir. Farkl  dokular ve dönemlerde yap lan RT-PCR; son larval dönemlerden

ba layarak, MSTN-b’nin neredeyse yaln zca merkezi sinir sisteminde eksprese

oldu unu göstermi tir. Kantitatif analizler metamorfozla ilgili beyinde sbMSTN-b

ekspresyonunda bir art  oldu unu göstermi tir, ayn  zamanda sinir sisteminde de

farkl la man n oldu unu göstermi tir.

Yap lan bir çal mada, beyaz levrek (Morone chrysops) ve tilapian n (Oreochromis

mossambicus) iskelet kas ndan MSTN cDNA klonlar n izolasyonu ve

karakterizasyonu yap lm r. Her iki bal k türünün nükleik asit ve amino asit zincirleri

önceden tan mlanm  memeli ve ku lara ait ortolog genlere (ortak atadan gelen organiz-

malar n ayn  i levi gören genleri için kullan r) benzerdir. Farelerin aksine, tilapiada

MSTN ekspresyonu iskelet kas nda s rlanmam r ve birçok dokuda gözlenmi tir.

Ayr ca, geli en tilapia larvas nda MSTN ekspresyon zamanlamas  myogenesisle çak r.

Bu sonuçlar, tilapia ve muhtemelen di er bal klarda MSTN geninin biyolojik

hareketlerinin kas lifi büyümesinin bask lanmas  s rlamayabilece ini buna ek olarak

farkl  hücre tiplerini ve organ sistemlerini etkileyebilece ini akla getirmektedir

(Rodgers et al. 2001).

Nükleotid seviyesinin uygun bölgelerinin %92’si tan mlanm  olan dere alabal nda

(Brook trout) yap lan bir çal mada, iki myostatin izoformu izole edilmi tir. Bir izoform

beyinden ve kastan, ikinci izoform yumurta dokudan izole edilmi tir. Ergin dere

alabal n iskelet kas dokusunda myostatinlerin mevcut oldu u gösterilmi tir. Ayr ca,
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rm  ve beyaz kas tiplerinde de farkl ekilde eksprese oldu u bildirilmi tir.

Myostatin geninin yaln zca iskelet kas nda s rl  olmad , beyin ve yumurtal k gibi

di er dokularda da mevcut oldu u tespit edilmi tir. Bu veriler, dokuya özel bir biçimde

eksprese olan birçok myostatin izoformlar n oldu unu ortaya koymu tur (Roberts and

Goetz 2001).

Norveç’te yap lan bir çal mada, Atlantik salmonunun (Salmo salar) çe itli dokular nda

iki myostatin geninin ekspresyonu rapor edilmi tir. Salmon myostatin izoform I ve

salmon myostatin izoform II genlerinin %93 oran nda benzer oldu u tespit edilmi tir.

Memelilerde myostatin s rl  dokularda eksprese olurken, salmon myostatin I ve II’nin

mRNA’lar  dil, göz, beyin, ba rsak, solungaçlar ve beyaz kas  da içeren birçok dokuda

eksprese oldu u gözlenmi tir. Buna ilaveten, izoform I mRNA kalp, dalak, k rm

iskelet kas  ve yumurtal a ait dokuda da bulunmu tur (Ostbye et al. 2001).

Yap lan bir çal mada; farkl  türlerin kas geli iminde myostatin ilgisi gözden

geçirilmi tir. Hedeflenmi  y ma sahip olan fare myostatin geni kas kütlesinde normal

büyüklü ünün 3 kat  kadar bir art  göstermi tir. Ek olarak; myostatin mutasyonu gözle

görülebilir bir ekilde karakterize edilmi  s r yavrular n çift kaslar  birbirine

ba lam r, kas kütlesindeki art  genelle tirmi tir. Bu yüzden ferdi organ veya

dokular n geli imini belirgin bir ekilde kontrol eden myostatinin kasta uzun süre

aranan inhibitörlerden biri oldu u belirlenmi tir (Kocamis and Killefer 2002).

Kocabas et al. (2002), kanal kedi bal nda (Ictalurus punctatus) MSTN geninin farkl

ekspresyonunu ve moleküler karakterizasyonunu incelemi lerdir. Genomik DNA ve

cDNA’s  kodlanm  kanal kedi bal n myostatini klonlanm  ve zinciri belirlenmi tir.

Genomik zincirler ve cDNA kar la lm ; s ras yla 180 ve 323 bp’lik 5' UTR

(untranslated bölge) ve 3' UTR bölgeleriyle 1673 bp uzunlu unda myostatin cDNA

ortaya ç kar lm r. Kanal kedi bal n MSTN’sinin aminoasit zincirlerinin di er

organizmalarla iyi bir ekilde korunmu  oldu u sonucuna var lm r. Myostatin bölge,

tek nükleotidli polimorfik bölgeler ve çe itli mikrosatellitler var oldu u için kanal kedi

bal nda çok iyi derecede polimorfiktir. MSTN geni çe itli dokularda ve geli im
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amalar n farkl  seviyelerinde eksprese olmu tur. Ba lang çta ki önerilere ek olarak

MSTN’nin muhtemel rollere ve kompleks bir düzene sahip oldu u önerilmi tir.

Xu et al. (2003), embriyo, larva ve ergin zebra bal klar nda myostatin geninin yap ,

ekspresyonu ve fonksiyonunu analiz etmi lerdir. Zebra bal  embriyolar n ilk

döneminde myostatin mRNA az eksprese olmu tur. Yüzen larvada, juvenil ve ergin

zebra bal klar n iskelet kaslar nda ise myostatin ekspresyonu önemli derecede

artm r.

Ergin ve geli en dere alabal klar nda yap lan bir çal mada, MSTN proteini ve RNA

transkript seviyeleri ara lm r. Dere alabal  embriyolar n geli iminde, ov

(ovarian) ve b/m (brain/muscle) MSTN RNA’lar ve MSTN immunoreaktiv protein

(MIP) döllenmeden sonra 45 günde önemli derecede yükselmi tir. Ergin dere

alabal nda, b/m MSTN biçimi y n belli zaman na veya cinsiyete bak lmaks n beyaz

kasa kar n k rm  kasta daha yüksek seviyede eksprese olmu tur. Y l boyunca bal k

örne inin MSTN kopyalar nda birkaç de iklik gözlenirken, 14 kDa MIP i lemiyle

özel bir doku çe idinde yumurtlamada önemli derecede art  tespit edilmi tir. Erkek ve

di iler aras nda farkl klar gözlenmi tir. b/m ve ov genlerinde destekleyici zincir

analiziyle birlikte bu veriler bal kta büyümede ve kasta geli mede MSTN’nin rol

oynad  desteklemektedir. Ayr ca real-time RT-PCR test edildi inden beri dere

alabal n iki myostatin formunun ekspresyon miktar  ölçmek mümkün olmu tur.

Her hangi bir bal kta myostatin için özel real-time testlerinin ilk raporu olmu tur

(Roberts and Goetz 2003).

Yap lan bir çal mada yabani tip coho salmonda (Oncorhynchus kisutch) ve

overexpressing GH (büyüme hormonu fazla eksprese olmu ) coho salmonda MSTN ve

büyüme hormonu (GH) aras ndaki ili ki ara lm r, MSTN transkript ve protein

ekspresyonu yabani tip coho salmonda ve overexpressing GH coho salmonda

ölçülmü tür. Kantitatif real-time RT-PCR ve western analizleri; ergin coho salmon

dokular  ve geli en embriyolarda MSTN immunoreaktiv protein (MIP) seviyeleri ve iki

salmonid MSTN genlerinin (1 ve 2) RNA ekspresyonunu ölçmek için kullan lm r.
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Transgenik ve kontrol coho salmon embriyolar, MSTN1 ve MSTN2 RNA ekspresyonu

ilk olarak gözlenme zaman nda incelenmi tir ve 42 kDa’l k bir MIP haçeriden

(yumurtadan ç kma) önce zaten saptanm r. Transgenik salmonda MSTN1 transkript

ekspresyonu; yabani tip ergin coho salmon kas ve beyin dokusundan farkl  de ildir.

Bununla birlikte, MSTN2 transkript ekspresyonu; ayn  büyüklükte yabani tip salmona

kar  transgenik bal n k rm  kas nda daha çok ve beyaz kas nda daha azd r. Northern

analizleri; MSTN2 transkript ekspresyonunun, transgenik bal a uygun ya taki yabani

tipin beyaz kas nda daha az oldu unu göstermi tir. Ek olarak; farkl  protein i lemlerine

tan kl k eden ve kontrollere kar  ergin transgenik bal ktan al nan kasta bioaktif MIP

varsay landan daha azd r. Daha h zl  geli en bal kta MSTN ekspresyonunun dü ü

MSTN’nin bal kta ve memelilerde kas geli iminin negatif bir düzenleyicisi gibi

davrand  ortaya koymaktad r. Bu çal man n sonuçlar ; MSTN arac yla GH’nin

anabolik etkilerinin arac k etmesi gerekti ini ortaya koymaktad r (Roberts et al. 2004).

Biga et al. (2004), gökku  alabal n (Oncorhynchus mykiss) büyüme hormonunun

kas myostatin 1 ve 2’yi farkl ekilde düzenlemesini ve kortizol sirkülasyonunun art

ara rm lard r. Salmonidler ayr  genlerden kopyalanan 2 myostatin üretirler. rt

bir ekilde, kantitatif analizler gökku  alabal nda iki myostatin gen için farkl

düzenleyici mekanizmalar göstermi tir. Kontroller kar la ld nda MSTN2 mRNA

seviyeleri %74 dü erken MSTN1 mRNA seviyeleri rbGH’la (recombinant bovine

growth hormone) muameleyi takiben %26 yükselmi tir. Ek olarak, kortizol sirkülasyon

seviyeleri, kontroller kar la ld nda rbGH’la muameleyi takiben %71 yükselmi tir.

Muamale edilmi  bal klar ve kontrol bal klar nda kortizol seviyeleri sonraki günlerle

kar la ld nda 0’ nc  günde %245 yükselmi tir. Muamele edilmi  bal n kortizol

seviyesi 0,5’inci günde kontrol bal ndan %207 daha yüksek oldu u ortaya ç km r

ve muameleyi takiben 7’inci günde en az %50 daha yüksekte kalm r. Bu de im

örne iyle MSTN1 mRNA seviyeleri pozitif bir ekilde ili kilidir. Ayr ca, GH (growth

hormone) , myostatin ve kortizol aras nda ilk kez direk bir ili ki oldu unu

bildirmi lerdir. Bu sonuçlar, iki myostatin geninin farkl ekilde düzenlendi ini ve

gökku  alabal  kas nda farkl  fonksiyonlara sahip olabilece ini göstermektedir.
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Kim et al. (2004), yapt klar  çal mada, bir midye türü olan Argopecten irradians n 382

aminoasitli myostatin benzeri bir proteinin (sMSTN) cDNA’s  klonlam lard r.

sMSTN zinciri memeli MSTN’sine oldukça benzerdir. Kantitatif RT-PCR yöntemi

sMSTN geninin adduktor kas nda bask n olarak eksprese oldu unu, di er dokularda

rl  eksprese oldu unu göstermi tir. Bu bulgular, MSTN’nin memelilerde oldu u

gibi, omurgas z hayvanlar n kas büyüme ve geli iminde de büyük bir rol

oynayabilece ini göstermi tir.

Yap lan bir çal mada, gökku  alabal  (Oncorhynchus mykiss Walbaum) 30 günlük

bir periyotta günde 18 saat için 0,8 ve 1,6 vücut uzunlu unda ara rma yap lm r.

Ara rma dinlenmi  kontrol tanklar ndaki bal klar n h zl  kas liflerinde %24–30 bir

art la sonuçlanm r. Ara rmaya neden olan kas lif hipertrofisinin düzenlenmesinde

rol oynad  farz edilen geli me ve transkripsiyon faktörlerinin konsantrasyonlar

ölçülmü tür. Ara rma çal mas  çekirdekte protein fosfataz (calcineurin)

lokalizasyonunda küçük bir art la sonuçlanm r. Ara rma, myostatin ve protein

fosfataz n ara rmaya neden olan kas lif hipertrofisinin düzenlenmesinde çok büyük bir

rol oynamad yla sonuçlanm r (Martin and Johnston 2005).

Acosta et al. (2005), yapt klar  çal mada, zebra bal nda myostatin fonksiyonunu

engellemek için çift zincirli RNA (dsRNA) kabiliyetini incelemi lerdir.

Mikroenjeksiyon dsRNA vas tas yla tilapia myostatin protein kodonunun 268

aminoasitli ucunun aktif C-terminal alan na biyolojik bir ekilde uydu unu ve muamele

edilmi  bal n vücut kütlesinin art  ortaya ç karm lard r. Zebra bal n ilk geli im

evresinde dsRNA enjeksiyonu hiperplasia ve hipertrofiyi ortaya ç karm r. Ayr ca, gen

fonksiyonunun engellenmesi dsRNA miktar na güçlü bir ekilde ba  oldu u

görülmü tür.

Amerika’da yap lan bir çal mada, kanal kedi bal n (Ictalurus punctatus) 28 gün

boyunca so a veya s rl  beslenmeye maruz b rak lmas  ile büyüme, vücut

kompozisyonuna etkisi, metabolizma ve kas geli imiyle ili kili genlerin ekspresyonu

ara lm r. 1. günde so ukla muamele edilmi  ve yiyecek eksikli i olan bal n
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MSTN mRNA çoklu u kontrole göre daha dü üktür. So ukla muamele edilmi  bal k,

kontrolle veya yiyecek eksikli i olan bal kla kar la lm  MSTN ve HSP–70 mRNA

14 ve 28. günlerde so ukla muamele edilmi  bal kta yüksek bulunmu tur. Yani uzun

süre dü ük su s cakl na maruz kalm  bal n kas dokusunda MSTN mRNA çoklu u

artm r (Weber and Bosworth 2005).

Farede yap lan bir çal mada, güçlü bir myostatin aktivin tip II B reseptörün (ACVR2B)

çözülebilir bir formu tan mlanm r. Yabani tip farelere enjekte edildi i zaman kas

kütlesinde dramatik art lara (2 haftada %60’a kadar) sebep olabilmektedir. Üstelik

çözülebilir reseptörün etkisinin zay flat ld  da gösterilmi tir. Sonuç olarak, kas

geli imini düzenlemede kullan lan aktivin tip II reseptörlerin (ACVR2 ve ACVR2B)

her ikisi in vivo artlarda kal tsal olarak kan tlanm r (Lee et al. 2005).

Hamrick et al. (2006), yapm  olduklar  çal mada, egzersizle kemik kuvvetinde

art lar n normal olarak gözlenmesine ilaveten kas kütlesinde de art lar oldu u

hipotezini test etmi lerdir. Kas kütlesinde art  gösteren myostatini eksik farelerle,

yabani tip farelere beraber egzersiz yapt lm r. Sonuçlar, egzersiz ile kemik

kuvvetinde ki art lar n, myostatini eksik farelerde yabani tip farelerden daha büyük

oldu unu göstermi tir.

Ko et al. (2006), PCR yöntemiyle turuncu benekli bal kta (Epinephelus coioides)

memelilerde olmayan myostatinin moleküler klonlanmas  ve karakterizasyonu üzerine

çal lard r. Turuncu benekli bal n myostatin geni; 3 ekzonla birlikte 2 intron

içermi tir. Myostatin geninden tam bir cDNA klonu da izole edilmi tir. Bu cDNA;

yumu akça, kemikli bal k, ku  ve memeli türlerinin MSTN’leri ile %25 ile %96

homoloji göstermi tir. Turuncu benekli bal k myostatininde yap lan filogenetik

analizler; di er bilinen MSTN’lerle bu MSTN aras nda ili ki oldu unu saptam r.

Farkl  dokulardan reverse transkriptaz RT-PCR analiziyle total RNA ekstraksiyon

sonuçlar  MSTN geninin yaln zca iskelet kas nda de il di er dokularda da eksprese

oldu unu göstermi tir. MSTN mRNA farkl  embriyonik geli im ve larval dönemlerde

de saptanm r. Turuncu benekli bal kta MSTN geninin spesifik doku ekspresyonu
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memelilerden farkl  oldu u için, bal k da kas geli imini düzenleyen fonksiyonlara ek

fonksiyonlara da sahip oldu unun söylenebilece ini bildirmi lerdir.

Garikipati et al. (2006), gökku  alabal yla (Oncorhynchus mykiss) yapm  olduklar

çal mada; gökku  alabal n myostatin-1a ve myostatin-1b genlerinin

tan mlanmas , karakterizasyonu ve kantitatif ekspresyon analizini ara rm lard r.

Gökku  alabal n embriyonik, larval ve ergin doku ekspresyon profillerinin

kantitatif de erlendirilmesine ek olarak, iki myostatin geni olan rtMSTN-1a ve

rtMSTN-1b’nin intron ve ekzon bölgelerini ve zincir analizlerini bulmu lard r. MSTN-

1a için 490, 368 ve 1600 bp’lik üç ekzon ve MSTN-1b için 486, 386 ve 1419 bp ‘lik üç

ekzon bölgesi benzer bir biçimde düzenlenmi tir. Ayr ca, farkl  ergin dokular nda ve

embriyonik ya da larval geli imin çe itli a amalar nda olu turulan detayl  RNA

panelleri kullan larak, her bir genin ekspresyonunun kantitatif de erlendirilmesinin de

yap ld  rapor etmi lerdir.

Levrekle (Dicentrarchus labrax) yap lan bir çal mada, iskelet kas geli iminin büyük

genetik belirleyicisi olarak gösterilen myostatin geninin ve fibroblast büyüme faktörü-6

(FGF-6)’n n cDNA zincirlerinin izolasyonu ilk kez bulunmu tur. Ayr ca, real-time RT-

PCR’la ölçülerek, farkl  beslenme rejimlerine yan t olarak levrek iskelet kas nda FGF-6

ve myostatin ekspresyon profilide rapor edilmi tir. Hayvanlar n beslenme durumunu

FGF-6 mRNA seviyesi önemli derecede etkilemezken myostatin ekspresyon seviyesini

önemli derecede etkilemektedir. Aç b rak lan bal kta myostatin seviyesi artarken, tekrar

beslemeye al nmas yla dü mü tür (Terova et al.2006).

Ye et al. (2007), yapm  olduklar  çal mada, bir çe it levrek olan (Lateolabrax

japonicus)’dan myostatin geninin ekspresyon analizini ve moleküler klonlanmas

incelemi lerdir. 4873 bp’lik genomik zincir, 3 ekzon, 2 intron ve 5' ve 3' zincirlerini

tan mlanm lard r. Ekspresyon analizi, MSTN’nin gözde, beyinde ve kasta oldukça

yüksek seviyede, ba rsakta orta seviyede, solungaç, dalak, karaci er ve kalpte dü ük

seviyede eksprese oldu unu göstermi tir.
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3. MATERYAL ve YÖNTEM

3.1. Materyal

3.1.1. Primer materyali

Myostatinin ve aktinin Forward ve Reverse primerleri internet ortam nda dizayn

edildikten sonra sipari leri verilmi tir (Rescan et al. 2001; Ojima et al. 2005).

Belirlenen genlerin gen numaralar ; myostatin: AF273035 ve aktin: AB196465’dir.

Sipari i verilen Forward ve Reverse primerler a da verilmi tir.

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. Bal k materyali

Ara rman n bal k materyalini olu turan gökku  alabal klar  (Oncorhynchus mykiss)

Atatürk Üniversitesi Ziraat Fakültesi Su Ürünleri Bölümü Alabal k Üretim ve Ara rma

Merkezi’nden temin edilmi tir.

2,5 lt./sn.’lik su miktar yla akan 10x2x1,3 m. ebad nda beton havuzdan 1 m³’e 10 kg.

bal k hesab yla 250 kg/m³ stoklanm  gökku  alabal klar ndan al nan ya lar  8, 18 ve

36 ayl k olan bal klar n canl klar  kaybettikten sonra s rt k sm ndan doku örne i

al nm r.
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3.1.3. Analizlerde kullan lan alet ve cihazlar

Çal malar esnas nda a daki alet ve cihazlardan faydalan lm r:

PCR                                  : Eppendorf

Etüv                                  : Memmert

Etüv                                  : Nuve EN400

Otoklav                             : Alp

Sirkülasyonlu su banyosu : Hake

Derin dondurucu (-20)        : U ur

Derin dondurucu (-80)        : Ilshin

Spektrofotometre                 : Aquamate

Kar makinesi                       : Scotsman AF80

So utmal  Makro Santrifüj : Heal Force

Mikro Santrifüj                    : Labret

Hassas Terazi                       : Scaltec

Elektroforez                         : ThermoEC/EC135-90

Mikrodalgaf n                   : Vestel

Vorteks                                : Yellowline

3.1.4. Analizlerde kullan lan kimyasallar

Total RNA izolasyonu için; Trizol, kloroform, izopropilalkol, etanol ve DEPC su

kullan lm r. cDNA sentezi için; adaptör primer (AP), PCR buffer, MgCl2, dNTP mix,

DTT,  SuperScript™ II RT, RNaseH kullan lm r. PCR için; saf su, PCR buffer,

MgCl2, dNTP, Primer F, Primer R, cDNA (8, 18 ve 36 ayl k) ve taq kullan lm r.

totalRNA’n n elektroforez jeli için; MOPS, agaroz, ddH2O, formamid ve etidyum
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bromür kullan lm r. PCR’ n elektroforez jeli için; TBE buffer, agaroz, etidyum

bromür kullan lm r.

3.1.5. Kullan lan çözeltilerin haz rlanmas

Kimyasal analizlerde kullan lan çözeltilerin haz rlan ekli a daki gibidir:

1. 1XMOPS çözeltisi: 2ml 20xMOPS, 38ml distile suda çözdürüldü.

2. DEPC’li  su  çözeltisi:  1lt  saf  suya  1  ml  s  depekt  kondu  ve  içine  bar  at larak

manyetik kar da uzun süre kar larak haz rland .

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

3.2. Yöntem

3.2.1. Primer dizayn

Gökku  alabal nda 2 myostatin geni (MSTN1 ve MSTN2) belirlenmi tir. MSTN1

tüm vücutta eksprese olurken, MSTN2 beyin ve kasta s rlanm r (Rescan et al.

2001). Bu çal mada MSTN1 geni kullan lm r. Çal mada öncelikle myostatin1

genine spesifik Forward ve Reverse primerler dizayn edilmi tir. Bunun için internette

NCBI’ n gen bankas ndan (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) MSTN1 (gen numaras :

AF273035) ve MSTN2 (gen numaras : AF273036) genlerinin FASTA hali

bulunmu tur. MSTN1 ve MSTN2 genlerinin homolojisini bulmak için önce BioEdit

program na bu genler yap lm r. Daha sonra buradaki genler kopyalanarak

CLUSTAL W (http://www.ebi.ac.uk/clustalw/) program na yap p genlerin

homolojileri belirlenmi tir. Homolojisi az olan yerlerden Forward ve Reverse

primerlerin dizayn  yap lm r. Primerler dizayn edilirken; primerlerin 18-22 bazdan

olu mas na, bir baz n üçten fazla tekrar n olmamas na ve A ya da T ile ba lay p G ya

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
http://www.ebi.ac.uk/clustalw/
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da C ile bitmesine dikkat edilmi tir. Forward primer aynen al nm  Reverse primer ise

belirlenen zincirin  komplementerinin tersi eklinde al nm r. Forward ve Reverse

primerlerin MSTN1 genine spesifik olup olmad  belirlemek için NCBI’ n

BLAST’lama (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/) sayfas na primerler

yap lm r. Primerlerin spesifiklikleri belirlendikten sonra ba lanma s cakl klar  (tm

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

belirlenmi tir. Ayn  i lem aktin primerlerini belirlemek içinde yap lm r. MSTN’nin

belirlenen tm s cakl : 61ºC, aktinin belirlenen tm s cakl : 52,5ºC’dir.

3.2.2. Total RNA izolasyonu

Total RNA izolasyonu için 8, 18 ve 36 ayl k bal klar n s rt k sm ndan steril artlarda

doku al nm r. Al nan dokulardan Trizol Reagent ile total RNA izolasyonu yap lm r

(Biga et al. 2004; Chomczynski 1993; Chomczynski and Sacchi, 1987).

3.2.2.a. Total RNA izolasyon prosedürü

1. Her 4 ml Trizol ba na 400-750 mg doku örne i kullan lm  ve örnek Trizol içinde

homojenize edilmi tir (Örnek Trizolün %10’undan fazla olmamal r).

2. Homojenizasyonun ard ndan 4°C’de 10 dk 11000 devirde santrifüj edilip supernatant

al nm r.

3. 800 µl kloroform eklenerek tüplerin a zlar  güvenli bir ekilde kapat p, 15 sn

süreyle elle çok güçlü bir ekilde çalkalanm  ve oda s cakl nda 2-3 dk inkübe

edilmi tir.

4. nkübasyondan sonra örnekler 4°C’ de 15 dk 11000 rpm de santrifüjlenerek

supernatant al nm r.

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/
http://www.idtdna.com/analyzer/Applications/OligoAnalyzer/Default.aspx


21

5. Örneklere 2 ml izopropilalkol kat lm  ve oda s cakl nda 5-10 dk inkübasyona

rak lm r.

6. Örnekler 11000 rpm’ de 4°C’ de 15 dk santrifüj edilip üs faz tamamen

uzakla lm r.

7. Altta kalan k sma 4 ml %70 etanol ilave edilerek hafifçe vortekslenmi  ve 8000

rpm’de 4°C’ de 5 dk santrifüj edilmi tir.

8. Etenol uzakla larak tüpler kurutma ka na ters çevrilip kurutulmu tur.

9. Örne e 40 µl DEPC su ilave edilerek -80°C’ de stoklanm r

3.2.2.b. Spektrofotometrik ölçümlerin yap lmas

Bal klardan Total RNA’lar izole edildikten sonra konsantrasyon e itlemesi yapmak için

spektrofotometrede her ya  için ayr  ayr  absorbans ölçümü yap lm r. Bunun için; saf

sudan geçirilmi  spektrofotometre küvetine 999 µl saf su (kör) konur, spektrofotometre

cihaz na yerle tirilir ve kör okunur. Kör okunduktan sonra küvetin içine 1 µl örnek

(total RNA) konur tekrar cihaza yerle tirilir ve örne in 260 nm absorbans  okunur. Tek

zincirli DNA ve RNA için 40 µg/ml, çift zincirli DNA için 50 µg/ml olan 1 cm’lik

mda 1 OD’nin bulundu u 260 nm absorbans okunur. Saf RNA solüsyonunun

OD260/OD280 de eri 2,0’dir. E er 2,0’den dü ük ç karsa totalRNA izole edilememi

demektir. Ölçümden sonra distilasyon faktörü hesaplan r. Distilasyon faktör hesaplama

formülü OD260x40µg/mlxSuland rma faktörü=RNA (µg/ml) eklindedir. Total

RNA’lardan olu turulan cDNA’larda da konsantrasyon e itlemesi yapmak için

spektrofotometrede  her  ya  için  ayr  ayr  absorbans  ölçümü  yap lm r.  cDNA’n n

spektrofotometrede ölçüm i lemi totalRNA ile ayn r. Saf DNA solüsyonunun

OD260/OD280 de eri 1,8’dir. E er 1,8’den yüksek ç karsa kirlilik var demektir.

cDNA’n n distilasyon faktör hesaplama formülü OD260x50µg/mlxSuland rma

faktörü=DNA (µg/ml) eklindedir (Temizkan ve Arda 2004).
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3.2.2.c. Total RNA’lar n elektroforezde yürütülmesi

 I. Örneklerin haz rlanmas

1µl RNA’ya 3,5 µl distile su, 0,5 µl 20xMOPS, 5 µl formamid ilave edilerek 65ºC’de

15 dak. inkübe edilir (Temizkan ve Arda 2004).

II. Jelin haz rlanmas

1,88 ml 20xMOPS, 0,3 gr. Agaroz ve 28,5 ml ddH2O kaynat r. 6,68 µl formamid ve

5,5 µl etidyum bromür ilave edilir. Haz rlanan jel elektroforez küvetine bo alt p

kuyular n olu mas  için tarak tak r. Elektroforez tank na 1xMOPS solüsyonu konur

(Temizkan ve Arda 2004).

III. Örneklerin yürütülmesi

2 µl boyama tamponuyla 6–8 µl örnek parafin üzerinde pipetaj yap larak jelin

kuyular na yüklenir. Elektroforezde yakla k 30 dak. yürütülmü tür (Temizkan ve Arda

2004).

3.2.3. cDNA kütüphanesinin olu turulmas

Elde  edilen  totalRNA’lardan  RACE  cDNA  amplifikasyon  kiti  yard yla  8,  18  ve  36

ayl k bal klar n cDNA kütüphaneleri olu turulmu tur (Rescan et al. 2001).

3.2.3.a. cDNA kütüphanesinin prosedürü

1. Bütün kimyasallar kullan lmadan önce hafifçe santrifüjlenmi tir.
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2. 0,5 ml’lik mikrosantrifüj tüplerine haz rlanm  olan totalRNA’lardan yo unlu a ba

olarak 7–10 µl konularak ve DEPC’li su ilave edilerek son hacim 11 µl’ye

tamamlanm r.

3. 10 µM’l k adaptör primerden (AP) her tüp için 1 µl ilave edilerek, hafifçe

santrifüjlenmi tir.

4. 70 C’de 10 dk etüvde inkübasyona b rak lm r.

5. nkübasyondan sonra 1 dk buzda bekletilip, k saca santrifüjlenmi tir.

6. Tüplere 10X PCR buffer’dan 2 µl, 25 mM’l k MgCl2’den 2 µl, 10 mM’l k dNTP

mix’den 1 µl ve 0,1 M’l k DTT’den 2 µl ilave edilip ve hafifçe santrifüjlenmi tir.

7. Tüpler 42 C’de 5 dk su banyosunda bekletilmi tir.

8. Ç kar ld ktan sonra 1 µl SuperScript™ II RT ilave edilerek, su banyosunda 42 C’de

50 dk bekletilmi tir.

9. Ç kard ktan sonra k saca santrifüjlenip, 70 C’de 15 dk etüvde inkübasyona

rak lm r.

10. Ç kar p buz üzerine konulup, so uyunca santrifüjlenerek, 1 µl RNaseH ilave

edilmi tir. K saca santrifüjlenmi tir.

11. 37 C’de 20 dk etüvde inkübasyona b rak lm r. nkübasyondan sonra -20 C’de

stoklanm r.
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3.2.4. PCR’ n yap lmas

cDNA kütüphanesi olu turulduktan sonra MSTN’nin seçilen 859 bp uzunlu undaki

bölgesini amplifiye etmek için 8, 18 ve 36 ayl k bal klara ayr  ayr  PCR yap lm r.

Aktinin seçilen 165 bp uzunlu undaki bölgesini amplifiye etmek için de 8, 18 ve 36

ayl k bal klara PCR yap lm r (Temizkan ve Arda 2004).

3.2.4.a. PCR için gerekli olan kimyasallar

Tek tüp içerisine konulacak olan kimyasallar unlard r. E er birden fazla tüp

haz rlanacaksa tek tüp içine mix yap larak di er tüplere e it olarak bölünebilir

(Temizkan ve Arda 2004).

Saf su                         :        6  µl

10 x PCR buffer         :        2   µl

MgCl                          :        1,5  µl

dNTP                          :        1   µl

Primer F                     :         1   µl

Primer R                     :        1   µl

cDNA                         :         2   µl (8, 18 ve 36 ayl k)

Taq                             :         0,5  µl

3.2.4.b. MSTN için PCR protokolü

1- T= 80ºC                              1dak. (taq hariç)

2- T= 94ºC                              3dak.

3- T= 94ºC                              45 sn.

4- T=  61ºC                             45sn.               40 Döngü

5- T= 72ºC                              45sn.

6- 3’üncü basama a dön         40

7- T= 72ºC                              5 dak.
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8- 4ºC’de tut

Yukar daki sekiz tane madde s ras yla PCR’a girildikten sonra 40 döngü PCR

yap lm r. Gradientli PCR için; 0,2 ml’lik PCR tüplerinden 5 tüp haz rlanm r. 20,

25, 30, 35, 40’ nc  döngülerin her birinde bir tüp PCR’dan ç kar lm r. Bu PCR 8, 18

ve 36 ayl k bal klar n hepsine uygulanm r.

PCR protokolünde 94ºC’ de 3 dak. ve 94ºC 45 sn.’ de DNA zincirindeki hidrojen

ba lar  kopar. 61ºC’ de primer yap r. 72ºC’ de amplifikasyon yenilenir. 94ºC ile 72ºC

aras nda 35 döngü yap lm r. Böylece birkaç saat içerisinde milyonlarca amplifikasyon

ürünü elde edilmi  olur (Temizkan ve Arda 2004).

3.2.4.c. Aktin için PCR protokolü

1- T= 95ºC                              3 dak.

2- T= 95ºC                              20 sn.

3- T= 52,5ºC                           20sn.              35 Döngü

4- T= 72ºC                              45sn.

5- 2’inci basama a dön           35

6- T= 72ºC                              5 dak.

7- 4ºC’de tut

Aktin için yap lan PCR’da: 0,5 ml’lik PCR tüplerinden her ya  için 1 tüp olmak üzere

toplam 3 tüp kullan lm r. Aktin için yap lan PCR 8, 18 ve 36 ayl k bal klar n hepsine

uygulanm r (Temizkan ve Arda 2004).

3.2.5. PCR ürünlerinin elektroforezde yürütülmesi

Elde edilen PCR ürünleri elektroforezde yürütülmü tür.
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3.2.5.a. Jelin haz rlanmas

MSTN ve aktin için ayr  ayr  %1’lik agaroz jel haz rlanm r.  Bunun için önce 0,3 gr.

agar tart r. 30 ml 1xTBE bufferla kar larak kaynat r. 5,5 µl etidyum bromür

kat r. Haz rlanan jel elektroforez küvetine bo alt p kuyular n olu mas  için tarak

tak r. Elektroforez tank na 1xTBE solüsyonu konur (Temizkan ve Arda 2004).

3.2.5.b. Örneklerin yürütülmesi

Jelin ilk kuyusuna 4 µl marker (belirteç) yüklenmi tir. 2 µl boyama tamponuyla 6–8 µl

örnek parafin üzerinde pipetaj yap larak jelin kuyular na yüklenir. Elektroforezde aktin

ve MSTN ayr  ayr  jellere yüklenerek yakla k 20 dak. yürütülmü tür (Temizkan ve

Arda 2004).

3.2.6. Jellerin görüntülenmesi

Elektroforezde yürütüldükten sonra MSTN ve aktinin PCR ürünlerinin jel görüntüleri

UV görüntüleme sistemiyle çekilmi tir. 8, 18 ve 36 ayl k bal klar n myostatinlerinin

yo unlu u internet ortam nda ImageJ 1,37c program ndan ölçülerek grafik çizilmi tir

(Temizkan ve Arda 2004).
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4. ARA TIRMA BULGULARI

4.1. Total RNA’n n Spektrofotometrik Ölçümlerinin Analizi

Ara rmada hammadde olarak kullan lan gökku  alabal klar n s rt k sm ndan

al nan dokulardan elde edilen total RNA’larda konsantrasyon e itlemesi yapmak için

spektrofotometrede ölçülen absorbans de erleri Çizelge 4.1’de verilmi tir.

Çizelge 4.1. 8, 18 ve 36 ayl k bal klar n totalRNA absorbans ölçüm sonuçlar

Ya lar
Absorbans (nm)

8 Ay 18 Ay 36 Ay

260 0,4233 0,1404 0,053

280 0,2071 0,068 0,0256

½ (260/280) 2,044 2,065 2,070

8, 18 ve 36 ayl k gökku  alabal klar nda 1/2 absorbans de erinin 2 ç kmas  total

RNA’n n var oldu unu göstermi tir. Distilasyon faktör hesaplama formülü ile

suland rma faktörleri hesaplanarak total RNA’lar n konsantrasyon e itlemesi

yap lm r.

4.2. Total RNA’n n Elektroforez Görüntüsü

Ara rmada kullan lan gökku  alabal klar nda elde edilen total RNA’n n elektroforez

jel görüntüsü ekil 4.2’de verilmi tir.



28

ekil 4.2. Total RNA’n n elektroforez görüntüsü

ekil 4.2’de s ras yla (1; 8 ayl k, 2; 18 ayl k, 3; 36 ayl k) bal klar n total RNA

görüntüleri görülmektedir. Total RNA olmas  gerekti i gibi üç bal kta da 18S ve 28S

RNA olarak çift bant eklinde ç km r.

4.3. cDNA’ n n Spektrofotometrik Ölçümlerinin Analizi

Konsantrasyon e itlemesi yapmak için spektrofotometrede ölçümü yap lan cDNA’ n n

ya lara göre absorbans de erleri Çizelge 4.3’de sunulmu tur.
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Çizelge 4.3. 8, 18 ve 36 ayl k bal klar n cDNA absorbans ölçüm sonuçlar

Ya lar
Absorbans (nm)

8 Ay 18 Ay 36 Ay

260 0,1147 0,1212 0,034

280 0,0624 0,1181 0,0213

½ (260/280) 1,842 1,122 1,60

Total RNA’da oldu u gibi distilasyon faktör hesaplama formülü kullan larak

konsantrasyon e itlemesi yap lm r.

4.4. Myostatinin PCR Elektroforez Görüntüsü

Gökku  alabal klar ndaki myostatin geninin izolasyonunu görmek için yap lan

PCR’ n elektroforez jel görüntüleri görüntüleme sisteminde ultraviyole nlar  ile

incelenmi  ve ekil 4.4, ekil 4.5 ve ekil 4.6’da verilmi tir.



30

ekil 4.4. 8 ayl k gökku  alabal n myostatinin PCR elektroforez jel görüntüsü

8 ayl k gökku  alabal n jel görüntüsünde i aretli bölgede 859 bp (750–1000)

büyüklü ündeki bant görülmedi i için bu bal kta myostatin geninin eksprese olmad

anla lmaktad r.
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ekil 4.5. 18 ayl k gökku  alabal n myostatinin PCR elektroforez jel görüntüsü

8 ayl k gökku  alabal nda oldu u gibi 18 ayl k bal kta da i aretli bölgede 859 bp

(750–1000) büyüklü ündeki bant görülmedi i için myostatin geni eksprese olmam r.

.



32

ekil 4.6. 36 ayl k gökku  alabal n myostatinin PCR elektroforez jel görüntüsü

36 ayl k gökku  alabal nda i aretli bölgede 859 bp (750–1000) büyüklü ünde bant

görülmektedir. Bu da bu bal kta myostatin geninin eksprese oldu unu göstermektedir.
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4.7. Aktinin PCR Elektroforez Görüntüsü

Kontrol olarak kullan lan aktinin PCR ürününün elektroforez jel görüntüsü ekil 4,7’de

verilmi tir.

ekil 4.7. ras yla 8, 18 ve 36 ayl k gökku  alabal klar nda aktinin PCR elektroforez

jel görüntüsü

ekil 4,7’den de anla laca  gibi 165 bp (100–200) büyüklü ündeki bant istenen

bölgede ç km r.
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4.8. Ya lara Göre Myostatinin Ekspresyon Grafi i

8, 18 ve 36 ayl k gökku  alabal klar n myostatinlerinin aylara göre kantitatif

mRNA seviyeleri ekil 4.8’de verilmi tir.
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ekil 4.8. MSTN’nin ya lara göre kantitatif mRNA seviyeleri.

ekil 4,8’den de anla laca  gibi yaln zca 36 ayl k bal kta myostatin eksprese olmu tur.

Yani bu ya a kadar gökku  alabal klar nda kas yönünden büyüme ve geli me devam

etmi tir ancak myostatin kaslanmay  engelledi i için 36 ayl k bal kta kaslanma

durmu tur.

5. TARTI MA ve SONUÇ
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Analize al nan 8, 18 ve 36 ayl k gökku  alabal klar nda myostatin geninin kantitatif

ekspresyonu ara lm r. Myostatin geninin 8 ve 18 ayl k bal klarda eksprese

olmad , 36 ayl k bal kta ise oldukça yüksek bir oranda eksprese oldu u tespit

edilmi tir. Bu sonuçlardan da kas yönünden büyüme ve geli menin 8, 18 ayl k

bal klarda devam etti i, 36 ayl k bal kta ise durdu u anla lmaktad r. Bundan dolay  kas

yönünden büyümenin durdu u 36 ayl k ya tan sonra bal kta ya  yönünden geli me

olabilmektedir.

Çal ma bulgular  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 göstermi tir. öyle ki: Roberts and Goetz

(2001), 15, 17 ve 24 ayl k erkek ve di i dere alabal klar nda myostatin geninin iki

izoformunu tespit etmi lerdir. Rescan et al. (2001), 190-1500 gr erkek ve 160-1330 gr

di i gökku  alabal klar nda bu a rl klarda iki myostatin geninin varl  tespit

etmi lerdir. Kocabas et al. (2002), 1, 2, 3, 4, 5 ve 7 ya  kanal kedi bal klar ndan al nan

12 farkl  dokuda farkl  düzeylerde myostatin seviyesini bulmu lard r. Biga et al. (2004),

550 ± 10 gr’l k erkek ve di i gökku  alabal klar nda MSTN 1 ve 2’nin farkl

seviyelerde eksprese oldu unu bulmu lard r. Terova et al. (2006), 110 ± 4,47 gr’l k üç

levrek bal nda myostatin genini tespit etmi lerdir. Rodgers et al. (2001), beyaz levrek

ve tilapia larvalar nda myostatin gen ekspresyonun oldu unu tespit etmi lerdir.  Xu et

al. (2003), larval, juvenil ve ergin zebra bal klar nda myostatin genini bulmu lard r.

Weber and Bosworth (2005), 119 ± 8 gr a rl ndaki kanal kedi bal nda myostatin

genini tespit etmi lerdir.

Sonuç olarak;

Literatürler esas al narak gökku  alabal nda yap lan bu çal man n moleküler

biyoloji aç ndan önemli bir ad m oldu u, yani myostatin geniyle ilgili yap lan

çal malar n önemli bir halkas  olu turdu u sonucuna var lm r.

Yine bu çal man n moleküler biyoloji dal nda bu konuda yap lacak olan di er

çal malara k tutaca  dü ünülmektedir.
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Bu ara rma yap lacak di er çal malara örnek te kil etmesi yan nda,  ülkemizde

özellikle de bölgemizde moleküler biyoloji dal nda yap lan ilk çal malardan biri olmas

aç ndan da önem kazanmaktad r.

Elde edilen primer seleksiyon uygulamalar nda bir biyo mark r olarak

kullan labilir.

Myostatin geni engellenmi  bireylerin di er bireylere göre et verimi daha yüksek

olaca ndan yeti tiricilik aç ndan tavsiye edilebilir oldu u kan na var lm r.

Bal klarda myostatin gen ekspresyonunun engellenmesi ile ya  oran  dü üp, kas

oran  artaca ndan besin de eri oldukça yüksek olan, daha kaliteli ürünlerin elde

edilebilece i söylenebilir.

nsan kas nda myostatin gen ekspresyonunun durdurulmas yla; kanser, AIDS,

ALS (Motor Nöron Hastal ) ve ya larda görülen sarkopenik zay fl k gibi kas

kaybettiren hastal klar n tedavisinin olabilece i ümit edilmektedir.

Bu konuda yap lan çal malar esas al narak s cakl k ve besleme artlar n

myostatin gen ekspresyonunu etkiledi i sonucuna var lm r.

Tüm bu getirilerden dolay  bu çal ma; moleküler biyoloji, yeti tiricilik ve insan g das

aç ndan önem arz etmektedir.
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