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OZET

Gokkusagi Alabaliklarinda (Oncorhynchus mykiss) Buylume Genlerinin (GH, IGF-1,
IGF-2) Ekspresyonu ile Serum Kortizol Duizeyleri Uzerine Yas ve Mevsimsel

Degisimlerin Etkisi

TEKELI H. Aydin Adnan Menderes Universitesi, Saghk Bilimleri Enstitiisii, Biyokimya
(Veteriner) Programi Doktora Tezi, Aydin, 2019.

Ektotermik omurgalilar olan baliklar, biiyiime siire¢leri boyunca mevsimsel sicaklik
degisimlerinden etkilenir ve bu degisime karst hormonal yollu bir yanit olusturur. GH ve
IGF’ler, mevsimsel sicaklik degisimlerine kars1 baliklarda biliylime ve gelisimi
dizenlemektedir.

Bu calismada; farkli mevsim sicakligi ve yas araligindaki gokkusagi alabaliklarinin karaciger
ve kas dokularinda, biiyiimenin biyolojik belirtegleri olan biiylime faktor genlerinin
belirlenmesi ve stres parametrelerinden serum kortizol ve glikoz diizeyleri arasindaki iligkinin
ortaya ¢ikarilmasi amaglanmistir.

Arastirmada ocak ve temmuz donemlerine ait 50 - 1000 gr agirliginda 20 adet yavru ve 20
adet ergin gokkusagi alabaligi (Oncorhynchus mykiss) kullanilmis ve 10’ar 6rnekten 4 gruba
ayrilmistir. Alabaliklarin kuyruk venlerinden Kinaldin anestezisi altinda kan alinmis ve serum
ornekleri elde edilmistir. Kas Ornekleri, dorsal yiizge¢ ile yan ¢izgi arasinda kalan kas
dokusundan alinmistir. Elde edilen serum 6rneklerinde GH ve kortizol hormonlar1 ELISA
yontemi ile glikoz diizeyleri kolorimetrik olarak belirlenmistir. Karaciger ve kas doku
orneklerinden mRNA ve cDNA sentezleri yapilmis ve RT-PCR’da uygun primerler
kullanilarak GHR, IGF-1 ve IGF-2 genlerine ait ekspresyon diizeyleri incelenmistir.

Analiz sonuglar1 degerlendirildiginde en yiiksek serum glikoz dlzeyine sahip temmuz dénemi
ergin alabalik grubu ile ocak donemi yavru alabalik grubu arasinda istatistiksel bir fark
gozlemlenirken (p<0,001), diger gruplar arasinda anlamli bir fark gézlenmemistir. Serum
kortizol dlzeylerinin temmuz donemi yavru alabalik grubunda diger gruplara gore artis
gosterdigi ancak gruplar arasinda istatistiksel diizeyde fark olmadigi tespit edilmistir.
Temmuz doénemi yavru alabalik grubunun serum GH dizeylerinin, ocak donemi yavru ve
ergin alabalik gruplarina gore anlamli diizeyde yiiksek oldugu belirlenmistir (p<0,001).

Ocak doneminde yavru alabaliklarin karaciger dokusunda IGF-1 ve IGF-2 genlerinin ergin
alabaliklara gore 8 - 18 kat, aym1 sekilde kas dokusunda GHR, IGF-1 ve IGF-2 genlerinin
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yavru alabaliklarda 2 - 11 kat daha yiiksek eksprese oldugu tespit edilmistir. Benzer artislar
temmuz donemi yavru alabaliklarin karaciger GHR, IGF-1 ve IGF-2 genlerinde gozlenirken,
kas dokusunda yasa bagl biiyiime faktor genlerinde 6nemli bir artis gézlenmemistir.
Mevsimsel sicaklik degisimine bagli ayni yastaki ergin alabaliklarin karaciger dokusunda
GHR ve IGF-2 genlerinin ocak déneminde temmuz donemine gore 2 kat; kas GHR, IGF-1 ve
IGF-2 genlerinin ise temmuz doneminde 2 - 6 kat fazla eksprese oldugu belirlenmistir. Yavru
alabaliklarin karaciger ve kas dokularinda IGF-1 gen ekspresyonunun temmuz ve ocak
donemleri arasinda farkli olmadigi; IGF-2 geninin ise ocak doneminde 2 kat daha yuksek
eksprese oldugu goriilmiistiir.

Farkli mevsim sicakligi ve yas araligindaki gokkusagi alabaliklarinda sicaklik degisimlerinin
stres olusturmadig goriilmiistiir. Yavru ve ergin gokkusag: alabaliklarinin yiiksek sicaklikta
artan GH diizeyleri ile biiyime ve gelisimi diizenleyebilecegi, ayn1 zamanda blyume ve
gelisim siireclerinde diisiik sicaklia yavru gokkusagi alabaliklarinin ergin gokkusagi

alabaliklarina gore daha iyi uyum sagladig: kanisina varilmistir.

Anahtar Kelimeler: GH, GHR, IGF-1, IGF-2, kortizol, mevsimsel sicaklik ve yas.
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ABSTRACT

The Effect of Age and Seasonal Changes on Serum Cortisol Levels with Expression of
Growth Genes (GH, IGF-1, IGF-2) in Rainbow Trout (Oncorhynchus mykiss).

TEKELI H. Aydin Adnan Menderes University, Institite of Health Science,
Biochemistry (Veterinary) Program PhD Thesis, Aydin, 2019.

Fish, which are ectothermic vertebrates, are affected by seasonal temperature changes
throughout the growth processes and create a hormonal response against these changes. GH
and IGFs regulate growth and development of fish against the seasonal temperature changes.
The aim of this study is to determine growth factor genes, which are biological markers of
growth in liver and muscle tissues of Rainbow trout in different seasonal temperatures and
age ranges and the reveal of the relationship between serum cortisol and glucose levels from
stress parameters.

A total of 20 juvenile and 20 adult Rainbow trout (Oncorhynchus mykiss) ranging from 50 to
1000 gr, belonging to the january and july period, were used and separated into four groups of
10 samples each. Blood was drawn from the tail veins of the trout under quinaldine anesthesia
and serum samples were obtained. Muscle samples were obtained from the muscle tissue
between the dorsal fin and the side line. GH and cortisol hormone levels from the obtained
serum samples were obtained using the ELISA method and glucose levels were determined
colorimetrically. mMRNA and cDNA syntheses were made from liver and muscle tissue
samples and the expression levels of GHR, IGF-1 and IGF-2 genes were examined using
appropriate primers for RT-PCR.

The analysis results showed that there was a statistical difference between the july period
adult trout group, with the highest serum glucose level, and the january period juvenile trout
group (p<0,001) but no significant difference between the other groups. The serum cortisol
levels showed an increase in the july period juvenile trout group in comparison to the other
groups but no statistically significant difference was determined between the groups. It was
determined that the serum growth hormone levels of the july period juvenile trout group were
significantly higher than those of the january period juvenile and adult trout groups (p<0,001).
Also, the IGF-1 ve IGF-2 gene expression in the liver tissue of the january juvenile trout
group was 8 to 18 times higher compared to the adult trout group and the GHR, IGF-1 and

IGF-2 gene expression in the muscle tissue was two to eleven times higher in the juvenile
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trout group than in the adult trout group. Similar increases were observed in the GHR, IGF-1
and IGF-2 gene expression in the liver of the july period juvenile trout but no significant
increase in growth factor genes regarding muscle tissue was observed.

The GHR and IGF-2 gene expression in the liver tissue of adult trout of the same age due to
seasonal temperature change was two times higher in the january period compared to the july
period and it was determined that the GHR, IGF-1 and IGF-2 genes in the muscle showed a
two to six times higher expression in the july period. It was observed that the IGF-1 gene
expression in the liver and muscle tissue of juvenile trout showed no difference between the
july and january period but that the IGF-2 gene showed a two times higher expression in the
january period.

It was seen that the temperature changes did not cause stress in the Rainbow trout with
different seasonal temperatures and age ranges. It was concluded that the GH levels, which
increase with high temperatures in juvenile and adult Rainbow trout, can regulate growth and
development and that juvenile Rainbow trout better adapt to low temperature during growth

and development processes in comparison to adult Rainbow trout.

Key words: Cortisol, GH, GHR, IGF-1, IGF-2, seasonal temperature and age.
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1. GIRIS

Baliklarda biiyiime esas olarak iskelet kas kiitlesinin artisgina bagldir. Iskelet kasmin
olusumunda bag dokuda bulunan mezenkim hiicreleri farklilasarak miyoblastlari, miyoblastlar
ise boliinlip ¢ogalarak miyotiipleri, miyotiipler de birlesip kas proteinlerini olustururlar.
Memelilerin aksine baliklarda iskelet kas kiitlesinin artigi hem hiperplazi hem de hipertrofi ile
gerceklesmektedir.

Baliklarda biiyiime ve gelisme, i¢ ve dis degiskenlerden olusan karmasik bir dizi ve
bunlarin etkilesimleri ile kontrol edilir. Mevsimlere bagli olarak su sicakligindaki
degisiklikler, ¢evresel fotoperiyodun degisimi, mineral madde miktari, tuzluluk ve toksisite
gibi dis faktorler ile yas, hormonlarin regiilasyonu, beslenme, stres ve hastaliklara karsi
bireysel yanitlar gibi i¢ faktorler bilyiime oranlari {izerinde 6nemli etkilere sahiptir. Ozellikle
ginlik ve mevsimsel sicaklik degisimlerinin, ektotermik canlilarda stres olusturabildigi ve
metabolik siirecleri etkileyerek canli gelisimini etkiledigi diisiiniilmektedir.

Baliklar biiytime siireci boyunca farkli ¢cevresel uyaranlardan etkilenir ve bu uyaranlara
kars1 organizma hormonal yollu bir yanit olusturarak gelisim siirecini ya baskilar ya da
baslatirlar. Sicaklik gibi dis uyaranlara karsi yanit olusturan hormonlardan biri olan GH balik
gelisiminde 6nemli rol oynamaktadir. On hipofiz bezinin somatotropik hiicreleri tarafindan
sentezlenen GH, diger biiylime faktorlerinin (IGF-1 ve IGF-2) aktivitesini de diizenleyerek
somatik buyimeyi GH/IGF ekseninde kontrol etmektedir. Ayn1 zamanda IGF'lerde, hem
biiylimeyi hem de metabolizmay1 kontrol eden sureglerin temel unsurlaridir.

Baliklarda karaciger ve kas hiicrelerinde eksprese olan biiyiime faktorleri genleri, bu
hiicrelerdeki karbonhidrat, lipid ve protein metabolizmasini diizenleyerek, biiylime oranlart
tizerinde onemli belirtegler haline gelmistir. Son yirmi yilda larval donemden yavruya, ergin
dénemden biiyiime asamasina kadar baliklarin gelisim siireglerinde GH ve IGF sisteminin
fizyolojik roliine olan ilgi giderek artmaktadir. IGF'lerin, 6zellikle de IGF-1 ve son yillarda
IGF-2’nin, bunlarin reseptorlerinin (IGF-1R, IGF-2R), GH ve GHR’nin balik gelisimi ve
bliylimesi {izerindeki Onemi, farkli degiskenler incelenerek arastirilmaktadir. GH/IGF
ekseninin islevini arttirmak veya azaltmak i¢in yas, beslenme, mevsimler, ¢evresel sicaklik,
fotoperiyot, tuzluluk ve toksisite gibi degiskenlerin potansiyel etkisi arastirmalarin

yogunlastig1 konulardir.



Bu ¢alismada, farkli mevsimsel sicaklikta ergin ve yavru gokkusagi alabaliklarinin
(Oncorhynchus mykiss) karaciger ve kas dokularinda blyume gen ekspresyonlar1 kantitatif
olarak degerlendirilmis ve stres parametrelerinden olan serum kortizol ve glikoz dizeylerinin

degisimleri incelenmistir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Gokkusagi Alabah@ (Oncorhynchus mykiss)

Diinyanin birgok fiilkesinde yaygin olarak iiretimi yapilan Kuzey Amerika kokenli
gokkusagi alabaligi (Oncorhynchus mykiss), iklim kosullar1 ve ekolojik 6zellikleri uygun olan
ulkemizde de kiltirli en fazla olan balik tiirlerinden biridir. Gokkusagi alabaliklari; gevre
kosullarina kolay adapte olmalari, iyi yemleme kosullar1 altinda hizli biiytimeleri, kisa
kulugka stireleri, genis sicaklik araliginda yasamalari, hastaliklara kars1 direngli olmalarindan
dolayi kiiltiir balik¢iliginda tercih edilmektedir ve ekonomik 6nemi olan bir turddr (Akbulut
ve Keten, 2001).

Uzun yillar Salmo gairdneri olarak bilinen bu tir 1988 yilinda Amerika Balikgilik
Dernegi Balik isimlendirme Komitesi tarafindan, biitiin Pasifik alabalik ve salmonlari igin
Oncorhynchus cins isminin kullanilmasina karar vererek salmon ve Atlantik alabaliklarinin
ayirt edilmesine olanak saglamistir. BoOylece gokkusagi alabaliklarinin tiir adi olarak
Oncorhynchus mykiss kullanimi uluslararas1 alanda kabul gérmiistiir. Ulkemizde 1970°li
yillardan itibaren iiretimi yayginlasan gokkusagi alabaliginin taksonomik siniflandirmasi su

sekildedir (Smith ve Stearly, 1989);

Tablo 1. Gokkusagi alabaliginin (Oncorhynchus mykiss) taksonomik siniflandirmast.

Turkee Latince

Alem: Animalia
Sube: Chordata

Alt sube: Vertebrata

Ust sinif: Osteichthyes
Swnf: Actinopterygii
Alt Sinif: Neopterterygii
Ust Takim: Ostariophysi
Takim: Salmoniformes
Aile: Salmonidae
Cins: Onchorhynchus
Tar: Onchorhynchus mykiss




Morfolojik olarak gokkusagi alabaliklarinin viicudu uzamis ve basiktir. Agiz yapisi
diger alabalik tiirlerine gore biiyiiktiir. Sirt yiizgeci 10 - 12, anal ylzgeci ise 8 - 12 yumusak
1s1na sahiptir ve sirt kisminda bir yag yiizgeci bulunur. Alt yiizgecler, lekesiz, agik pembe
renktedir. Renklenme, bolgelere ve yasa gore farkliliklar gosterir. Yetiskin tatli su formlari
genelde mavi-yesil veya zeytin yesili olup yanal ¢izgi Uzerinde siyah benekler gortlur. Yavru
formlardan daha baskin sekilde yetiskin formlarda, solungaglarindan kuyruga dogru yanal
¢izgi boyunca genis kirmizi-pembe gokkusagi seklinde bir serit bulunur. Renkli seride sahip
olmasindan dolay1 gokkusagi alabaligi ismini almistir. Ozellikle bu bantlar yumurtlama
donemleri olan aralik ve mayis aylarinda daha goz alict hale gelmektedir. Yumurtlama
doneminde ozellikle erkeklerin alt ¢ceneleri uzamakta ve ¢engelimsi bir sekile dontismektedir
(Behnke, 2002).

Resim 1. Yavru (a) ve ergin (b) gokkusagi alabalig.

Gokkusagr alabaligi i¢in en uygun yasam sicakligi 9 ila 20 °C arasindadir. Kiltarinin
yapilabilmesi igin larva ve yavru doénemlerinde ideal su sicakhiginin 9 ila 13 °C, ergin
donemde ise 12 ila 20 °C arasinda olmasi yetistiricilik i¢in uygundur. 4 °C'nin altindaki ve
26 °C'nin tizerindeki su sicakliklarinda, beslenme ve biiyliimenin olumsuz etkilendigi goriiliir.
Ciinkii alabaliklar gibi soguk su baliklarinin spesifik bir metabolizma tiirii vardir; diisiik
sicakliklarda metabolizma aktif sekilde galisirken, 26 °C'nin tizerindeki yiiksek sicakliklarda
daha az yiyecek tiiketilmesi ile metabolizma yavaslamaktadir (Avkhimovich, 2013).

Baliklar dogal yasam alanlarinda mevsimsel sicaklik degisimlerine kolay adapte olarak
ve metabolizmalarint minimuma diisiirerek canli kalabilmektedir. Gokkusagi alabaligi i¢in her
ne kadar ideal yasam sicakligi igin 9 ila 18 °C aras: tercih edilse de, bulundugu ortama kolay
adapte olma yeteneginden dolay1 ylksek sicakliklarda da yasayabilen bir tirdir. Gokkusagi

alabaliginin 29 °C'ye ulasan su sicakligini tolere edebilmek icin fizyolojisini benzersiz bir



sekilde ayarladigt ve canlilik faaliyetlerini devam ettirebildigi genomik calismalarla
gosterilmistir (Narum ve ark, 2010).

Gokkusagr alabaliklar1 oksijence zengin, soguk ve berrak sular1 sevmektedir. Coziinmiis
oksijen seviyesi icin optimal konsantrasyon 9 mg/l'den az olmamalidir. Sudaki 6liimciil
oksijen konsantrasyon ise 2,5 mg/l'dir. Balik biiyiimesinde 6nemli role sahip olan oksijen
konsantrasyonu sicaklik ile orantili olarak degismektedir. Bu yiizden 10 °C'de en az 5 mg/I,
15 °C'de en az 6 mg/l ve 20 °C'de 7 mg/l'den az olmamalidir. Karbondioksit konsantrasyonu
ise alabalik yetistiriciliginde uygun kosullarda 10 mg/lI'yi gecmemelidir, ancak 50 mg/I'ye
kadar suda canli kalabilmektedir Suyun pH’nin 6 - 8,5 degerleri arasinda olmasi ideal iken
4,5'un altindaki ve 9'un lizerindeki pH degerleri canli icin kritik degerlerdir. Genel olarak,
asitli sulardaki alabaliklarin biiylime orani alkali sulardakine gére daha diisiiktiir ve biiylime
orani sabit pH’ta degisken pH degerlerine gore daha yiiksektir (Avkhimovich, 2013).

Erkek ve disi alabaliklar 2 - 3 yil i¢cinde farkli oranlarda olgunlasir ve yetiskinleri
ortalama 0,5 gr ve 2,3 kg arasindadir. Olgunlagmasi i¢in kulugkadan sonra 12 °C ila 18 °C
optimum sicaklik gereklidir (Narum ve ark, 2010). Yumurtlama ddneminde olgun disi
gokkusagi alabaligi viicut agirh@inin kilogrami basina 2000 yumurta birakir. Blylime igin
normal diyetin % 40 - 55 protein oranma sahip olmasi Onerilir. Biiylime oranlari su
sicakligina ve bulundugu ortamdaki besin miktarina gore degiskenlik gosterir. Beslenme
ozellikleri bakimindan karnivordur ve dogal olarak zooplankton, yumusakca, aquatik
boceklerin larvalari ve kiigiik baliklarla beslenirler (Yaseen ve ark, 2016).

Gelisime bagl olarak alabaliklarda kas doku istemli ve istemsiz kaslar olmak tizere iki
gruba ayrilmaktadir. Bu kas doku sicakkanli hayvanlarin kas sistemi ile benzerlik gosterirken,
tek fark kas fibrillerinin uzunlugunun sicakkanli hayvanlarin kas fibrillerinin uzunlugu kadar
olmamasidir. Istemli kaslar hareketi saglayan somatik kaslardir ve ¢izgili kaslardan
olusmaktadir. Miyomer olarak adlandirilan, alabaliklarin hareketini saglayan bu kaslar;
Ozellikle basin arka kismindan kuyruga kadar halkasal bir sekilde uzanirlar ve her bir
yiizgecin kaidesine yerlesmislerdir. Somatik kaslar kompleks bir yapiya sahip olmakla birlikte
viicudun total Kiitlesinin yaklasik % 50'sini olusturmaktadir. istemsiz kas dokusunda viseral
kaslar diiz kaslardan olusurken sindirim ve bosaltim gibi fonksiyonlar1 saglamaktadir (Guyton

ve Hall, 2006).



2.2. Bahiklarda Hipotalamus ve Hipofiz iliskisi

Baliklarda endokrin sistem asamali sekilde dizenlenir ve hipotalamus ©6n hipofiz
bezinin aktivitesini diizenleyerek c¢ok sayida periferik endokrin bezin isleyisini kontrol eder.
Bu bezler, iirlinlerini kan dolagimina ve viicut dokularina salgilayan, merkezi sinir sistemi ile
birlikte bircok vicut fonksiyonunu kontrol eden ve dizenleyen endokrin bezlerdir. Ayni
sekilde balik endokrin dokulari omurgalilarla benzerlik gosterirken, bu endokrin dokular
omurgalilarda bulunduklar1 yerden farkli yerlerde olusabilmektedir. Farkli yerlerde
olusmalarina ragmen ¢ogu ayni1 veya benzer hormonlar sentezlerler (Tonsfeldt ve Chappell,
2012).

Hormonlar, viicut sivilar1 ile hiicreler arasinda tasinan protein yapidaki kimyasal
habercilerdir. Bu kimyasal haberciler ¢ok hiicreli olan birgok canli tiiriinde bulunmaktadir.
Sentezlendikleri bezlerden direkt olarak kan dolasimina, viicut sivilarina veya bitisik
hiicrelere salinirlar. Dolagimdaki hormonlar difiizyon ya da aktif tasima yoluyla hedef
hicrelere, dokulara veya organlara gecereck bu yapilarda spesifik 6zelliklerine gore belirli
etkiler olusturmaktadir. Biiylime oraninin diizenlenmesi, immiin sistemin harekete gecirilmesi
ya da durdurulmasi, metabolik aktivitelerin kontrolli ve iireme gibi birgok yasamsal aktivitede
hormonlarin etkili oldugu bilinmektedir (Machluf ve ark, 2011).

Baliklarda hipofiz bezi ve kisimlarinin adlandirilmasinda Pickford ve Atz’in (1957)
onerdigi terminoloji kabul gérmektedir. Baliklarin ¢ogunda hipofiz, hipotalamusun altinda
kiiciik bir organ olarak bulunmaktadir. Balik hipofizinin; biliyiime ve cinsel olgunlagsma
sirasinda, sicaklik ve osmotik stres gibi ¢evresel faktorlerin olumsuz etkilerine karsi koruyucu
rolii oldugu bilinmektedir.

Diger omurgalilarda oldugu gibi balik hipofizi, nérohipofiz ve adenohipofiz olarak
adlandirilan iki farkli boélimden olugmaktadir. Ektodermal kaynakli olan bu iki boliim,
embriyolojik agidan aralarina bezi besleyen kan damarlarini iceren mezodermal rudimenti
alarak birlesmektedir. Bu bélumlerden biri olan nérohipofiz, beyin tabaninda diyensefalonun
ventralinde yer alir ve belirgin bir sinir dokusu seklinde olup adenohipofizin fonksiyonlarini
duzenlemektedir. Norohipofiz hormonlari, hipotalamusun nérosekresyon hiicreleri tarafindan
salgilanarak norohipofizde depo edilir ve oradan kana verilmektedir. Bu hormonlar
vazopresin benzeri peptidler ve oksitosin benzeri peptidler olmak {iizere iki farkli hormon
ailesini olusturmaktadir; vazopressin benzeri peptidlerden vasotosin hormonu, oksitosin
benzeri peptidlerden ise oksitosin ve isotosin hormonlaridir. Bu hormonlar osmoregulasyon
ve lireme olaylarinda gorev yapmaktadir (Machluf ve ark, 2011). Adenohipofiz ise, farenksin
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iist kismindan ektodermal bir ¢ikinti1 biciminde olusan Rathke cebidir. Bez yapisinda olup
memelilerinkine benzer gorevleri vardir. Adenohipofiz, histolojik olarak birbirinden farkl: ¢
boliimden olusmaktadir (pro-adenohipofiz, mezo-adenohipofiz ve meta-adenohipofiz) ve bu
bezin anterior béliml pars distalis olarak adlandirilmaktadir. Pars distalis, rostral (pro-
adenohipofiz) ve proksimal (mezo-adenohipofiz) kisimlarindan olusur. Pars distalisin bu
bolgelerinin, memelilerin anterior lobunun karakteristik hucre tiplerinin hepsini igerdigi ve
salgilama islemi genellikle bu bolimde meydana geldigi belirtilmistir. Pars intermedia
(metaadenohipofiz) ise aym bolgenin  posterior boliimiine  denilmektedir  ve
memelilerdekinden daha belirgindir. Adenohipofiz bélgesi, farkli peptid hormonlarinin
sentezlendigi, depolandigi ve kana salinmasinin gergeklestirildigi boliimdiir. Adenohipofiz
hormonlarin salgilanmasi, hipotalamik néronlar tarafindan {iretilen salinim faktorlerinin
kontrolii altindadir (Zohar ve ark, 2010).

Baliklarda hipofiz fonksiyonunu kontrol eden ilgili salinim faktorleri, nérosekretuar
hipotalamik noronlarinda uretilerek adenohipofizin pars distalisine ulastirilir ve boylece
hipotalamik-hipofizyal eksen olusmaktadir. Hipotalamik-hipofizyal eksende, bircok
hormonun salinimi kontrol edilmektedir (Machluf ve ark, 2011). Bu eksende hipotalamik
salinim hormonlart [Gonadotropin uyarici hormon (GnRH), kortikotropin uyarict hormon
(CRH), biuyime hormonu uyaric1 hormon (GHRH)], adenohipofizdeki farkli tropik hormon
ureten hicreler (Gonadotropin, kortikotrop, tirotroplar, somatotropik) tarafindan kontrol
edilmektedir. Adenohipofizde; tiroidin salgisin1 kontrol eden tirotropin (TSH) gonadlarin
gelismeleriyle gonad hormonlarinin salgilanmasinda rol oynayan gonadotropinler (FSH ve
LH) gibi glikoprotein hormonlari, somatotropin (GH)/(PRL) ailesi hormonlarindan olan
blylimede rol oynayan somatotropin ya da blyime hormonu (GH) ve somatolaktin hormonu
(SL), osmoregllasyonda rol oynayan prolaktin (PRL) hormonlari, adrenal korteksin
fonksiyonlarmi kontrol eden adrenokortikotropin (ACTH) ve melanogenezde rol oynayan
intermedin salgilayan (MSH) hormonlar1 sentezlenmektedir (Cowan ve ark, 2017).

Yavru dénem ayni oranda olmasa da, gelisim sirasinda farkli fizyolojik etkilere sahip
bircok hormonun arttig1, ‘hiperendokrin’ bir donem olarak nitelendirilmektedir. Yavru balik
gelisimi sirasinda goriilen metabolik olaylarin genellikle bir uyarict hormon ve bir inhibitdr
hormon tarafindan kontrol edildigi belirtilmektedir. Bu durumun yavru dénem boyunca
baliklara fizyolojik, morfolojik ve davranigsal Ozellikler bakimindan esneklik sagladigi

diistintilmektedir (McCormick, 2012).
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Sekil 1. Yavru balik gelisiminin néroendokrin Kontroliiniin sematik gosterimi. Yavru balik
gelisiminde dolagimdaki GH, kortizol ve tiroid hormon sentezini uyarmak i¢in sicaklik-beyin-
hipofiz ekseni daha ylksek yanit ile sonlanmaktadir. GH ve kortizol hormon sentezi kas,
karaciger, bobrek ve tiroidlerde biiyiime ve metabolizma degisikliklerine neden olmaktadir.
Prolaktin, genel olarak yavru gelisiminin birgok yoniinii inhibe ettigi diisiiniilmektedir. Birgok
hormonun salgilanmasi ve periferik reseptorlerin diizenlenmesi de dahil olmak iizere endokrin
bilesenler arasinda 6nemli bir etkilesim bulunmaktadir. (CRF: Kortikotropin salma faktor(;
PrP: Prolaktin salgilayan peptid, GHRH: Blyume hormonu uyaran hormon; PACAP: Hipofiz
adenilat siklaz aktive edici peptit; ACTH: Adrenokortikotropik hormon; TSH: Tiroid uyarici
hormon) (McCormick, 2012).

2.3. Biiyiime Hormon Metabolizmasi

Baliklarda biiyiime, cogunlukla cesitli hormonlar ve biiylime faktorleri tarafindan

diizenlenen karmasik bir iglevdir. GH, somatik biiyiimenin beslenme ve {ireme durumu ile siki



sikiya baglantili olmasinin yanisira; hiicre boliinmesi, protein sentezi, iskelet gelisimi ve
Ureme gibi organizmanin gelisimi ve biiylimesinden sorumludur. GH sekresyonu birgok
hormon tarafindan diizenlenen kompleks bir endokrin sisteme sahiptir (Bergan ve Sheridan,
2018).

Buyume hormonu, prolaktin (PRL)/somatolaktin (SL) sitokin ailesinin bir Gyesidir. GH
diger adiyla somatotropin; molekiil agirligi 22 kDa olan, iki disiilfit bagi ve 191 aminoasitten
olusan tek zincirli bir polipeptidtir. On hipofizin pars distalis bolgesindeki somatotrop
hiicrelerinden sentezlenerek kan yoluyla biyolojik etki i¢in hedef organlara tasinir.
Hipotalamusun kontroliinde; néronal, néroendokrin ve endokrin sinyaller ile GH sekresyonu
dizenlenmektedir. Bu sinyaller, hicrelerdeki biyokimyasal reaksiyonlarda gorevli hormonlar,
cevresel faktorler ve fizyolojik slreclerden kaynaklanan negatif geri bildirimler ile
gerceklesmektedir. Memelilerde GH; lenfositler, plasenta, meme dokusu, pineal bez ve beyin
tarafindan sentezlenir (Won ve Borski, 2013).

Hipotalamik diizenleme hem uyarici hem de inhibe edicidir. GH salgilatic1 faktorleri
(GRF), GH salgilanmasin1 uyarir ve tiim omurgali gruplarinda bulunur. GH’nin sentezi,
adenilat siklaz (AC)/siklik adenozin monofosfat (CAMP)/protein kinaz A (PKA) ve
fosfoinositid 3-kinaz (PI3K)/mitojenle aktiflestirilen protein kinaz (MAPK) yollarinin
aktivasyonu ile gergeklesir (Butler ve Le Roith, 2001).

Sekresyonu saglayan hormonlardan olan tiroid hormonlari (T3 ve T4) normal bir
bliyiime hizi i¢in gereklidir ve tiroid bezi tarafindan fretilmektedir. Bu iki hormonun
fonksiyonu nitelik olarak ayni olmakla birlikte etki hiz1 ve siddeti yoniinden birbirlerinden
farklilik gdstermektedir. Ozellikle T3 hormonu bazal metabolizma hizini arttirarak balik
biiylimesini tesvik etmektedir (Won ve Borski, 2013). Blyime de etkili hormon olan olan
biiylime hormonu uyarici hormon (GHRH), hipotalamus tarafindan salgilanan, 44 aminoasit
iceren bir polipeptiddir. Memeli GHRH'nin birincil gorevi, yedi proteinli G-protein reseptor
smifina (GPCR'ler) ait spesifik bir GHRH reseptorine (GHRH-R) baglanarak hipofiz
somatotroflerinden GH salimin1 uyarmaktir. GHRH, hiicre ¢ogalmas1 aktivasyonu ve hiicre
farklilagmasinin diizenlemesi gibi metabolik olaylarda rol oynar. GHRH'yi sifreleyen ilk balik
cDNA'lar1 2007'de hem zebra baligi hem de akvaryum balig1 olarak tanimlanmistir. GHRH ile
indiiklenen baliklarda GH salgilanmasiin uyarilmasi, hem adenilat siklaz/cAMP/protein
kinaz A yolu hem de nitrik oksit/nitrik oksit sentaz yolu ile ger¢eklesir. Sekresyonda etkili
olan uyarilar hiicre yiizeyinde bulunan uygun hormon reseptorii tarafindan algilanarak hiicre
membraninda bulunan adenil siklaza baglanir. Fosfodiesteraz enzimi tarafindan ATP,

cAMP’ye indirgenir ve hiicreye Ca*? iyonlarinin eklenmesi ile hiicrelerden GH sekresyonu
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gerceklestirilir (Canosa ve ark, 2008). Ayrica hipotalamusta ayn1 anda GHRH sekresyonunun
arttigi ve somatostatin (SRIF) sekresyonunun azaldigi durumlarda GH sekresyonun olustugu
rapor edilmistir (Bodart, 2017). Ghrelin tiim biiyiik omurgali gruplarinda aglik hormonu
olarak bilinen GH'yi duizenleyen bir peptid hormonudur. Bu hormon, hipofizin GRF sinerjisti
olarak hareket ederek somatotrof hiicrelerinde GH salgilanmasini uyarir (Kling ve ark, 2012).
Dopamin (DA), néropeptid Y (NPY), gonadotropin uyarici hormonlar (GnRH), tirottopin
uyarict hormon (TRH), kolesistokinin (CCK), bombesin ve aktivin gibi bircok hormon GH
sekresyonunu dizenlemektedir (Chang ve Wong, 2009). Ayrica endojen (beslenme ve
hiimoral degisiklikler) ve eksojen (sicaklik, fotoperiyot, tuzluluk) faktorlerde, buyume
hormonunun (GH) sentezini etkilemektedir (Chauvigné ve ark, 2003d; Saera ve ark, 2007;
Imsland ve ark, 2008; Arnason ve ark, 2013).

Plazma GH'nin % 601, dolasimdaki biiylime hormon baglayic1 proteinlerine (GHBP)
baglidir. GHBP’ler 50 - 60 kDa’luk tek zincirli bir glikoproteindir. Yapilar1 GHR nin ligand
baglama bolgesi ile benzerlik gostermektedir. GHBP’ler, membrana bagli GHR'den
proteolitik olarak salinarak ya da dogrudan pre-GHR/GH mRNA'siin alternatif bir ekleme
uriind olarak sentezlenmektedir. Sonugta her iki olusum seklide GHRler ile gergeklesmesine
ragmen plazma GH’un GHBP’lere baglanma egilimi GHR’lere gore daha yiiksektir
(Herington ve Brooks, 2004). GHBP’lerin fizyolojik iliskisine dair farkli goriisler vardir.
GHBP’ler, GH'nin fizyolojik aktivitesini iki sekilde degistirirler; birincisi hormonun
degredasyondan korunmasi ve biyolojik yar1 dmriinli uzatmasi, ikincisi ise GH baglanmasi
icin GHR ile rekabet ederek dolasimdaki GH'nin reseptor uyarimini azaltmasidir. Bir diger
gorls ise doku seviyesinde GHBP’ler, ligand i¢cin GHR'ler ile rekabet ederken, belki de hiicre
yiizeyinde GHR/GHBP dimerleri olusturarak GH etkisini diizenlemektedir. Her iki durum da
GH hareketini antagonize etme egiliminde olup, hem in vitro kosullarda GH'nin GHR'lere
baglanmasini engellemekte hem de GH aktivitesini inhibe etmektedir (Katsumata, 2010).
Sohm ve ark (1998), GHR'nin hiicre dis1 alanina yonelik bir antikor kullanilarak, gokkusagi
alabaliklarinda 130 - 150 kDa'lilk GH-GHBP kompleksleri olustugunu rapor etmislerdir. Bu
yiizden arastiricilar, gdkkusagi alabaliklarinda GHBP’lerin hiicre disinda GHR gibi gorev
yaptigin1 belirtmiglerdir.

Buylme hormonunu inhibe eden hormonlardan biri olan somatostatin (SRIF), 14
aminoasitten olusmus bir bilesiktir ve hem in vitro; hem de in vivo kosullarda biiyiime
hormonunun sekresyonunu azaltarak glcli bir inhibitér etkisi gosterir. Memelilerde SRIF,
GH ve PRL de dahil olmak iizere ¢ogu hipofiz hormonu salgilanmasini inhibe eder (Sheridan
ve Hagemeister, 2009). SRIF, gonadotropin uyaran hormon (GnRH), dopamin (DA) ve
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hipofiz adenilat siklaz aktiflestirici peptid (PACAP) gibi bir dizi uyarici1 faktdr tarafindan
uyarilan GH sekresyonunu azaltir veya ortadan kaldirir. SRIF’in, kalkan baliginda GH bazal
salgilanmasimi % 95 oraninda azalttigi ve PACAP'm GH salgilamasi iizerindeki uyarici
etkilerini sadece SRIF varliginda ortaya g¢ikardigi belirtilmistir (Hagemeister ve Sheridan,
2008). Eksojen SRIF uygulamasi akvaryum baligi, gokkusagi alabaligi, tilapia ve Chinook
somonunda bazal GH salgilanmasimi azaltmistir (Canosa ve ark, 2008). SRIF’in GH
sekresyonu dzerindeki inhibitor etkisi, gesitli in vitro deneylerde agikc¢a gosterilmistir (Mark
ve Sheridan, 2010). SRIF, gelisimsel asamadan beslenme durumuna kadar bir¢ok siirecte
balik gelisimini GH yoluyla etkilemektedir (Canosa ve ark, 2008). Calismalar SRIF’in balik
hepatositlerinin biylme hormonu hassasiyetinin diizenlenmesinde yer aldigimi ve GHR
ekspresyonu ve IGF-1 biyosentezi ve sekresyon seviyelerinde bir azalmaya yol agabilecegini
gostermektedir (Very ve ark, 2008). Jesus ve Hirano (1992) gokkusagi alabaliklarinda
yaptiklar1 calismada, SRIF’in GH mRNA ekspresyonu sentezini baskilamadigini, sentez
oranindan ziyade sadece salinim mekanizmalarini etkiledigini bildirmislerdir. Ayrica biyume
hormonunun kendisi de SRIF Uzerinden negatif geri bildirim yaparak GH sekresyonunu
baskilamaktadir. Ayn1 zamanda noradrenalin ve serotonin hormonlarinin da GH sekresyonunu

uzerinde Onleyici etkisi bulunmaktadir (Poppinga ve ark, 2007).
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Sekil 2. Somatostatinin (SRIF) - biylime hormonu (GH) - instlin benzeri bliyime faktori -1
(IGF-1) sistemi Uzerindeki etkileri. SRIF, hipofiz diizeyinde GH {iretimini ve karaciger gibi
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periferik dokulardan IGF-1 iiretimi ve salimini inhibe eder. SRIF ayrica, GH ve IGF-1
reseptorlerini inhibe ederek periferik dokularin GH ve IGF-1'e duyarliligini azaltir (Sheridan

ve Hagemeister, 2009).

Buylme hormonu, viicut dokular tizerinde etkisini buyime hormon reseptorii (GHR)
araciligiyla direkt ya da indirekt sekilde gostermektedir. Direkt etkide hedef hiicrelerdeki
reseptorlere (GHR) baglanarak hiicre i¢i sinyal yolunu baslatmaktadir. Indirekt etkide ise
inslin benzeri blylme faktorleri ailesinden olan IGF-1’in sekresyonunu saglayarak
gerceklestirmektedir. GH, dolasimdaki IGF-1'in ana kaynagi olan balik karacigerindeki IGF-1
ekspresyonunu uyararak indirekt etkisini ortaya ¢ikarmaktadir. Boylece karacigerin GH’nin
indirekt etkisinin saglanmasinda hedef organ oldugu gosterilmistir (Reindl ve Sheridan,
2012). Bununla birlikte, baliklarin biiyiime ve gelisiminde GH ve IGF-1 etkisi bilinse dahi, bu
etkinin direkt mi yoksa indirekt mi oldugu konusunda belirsizligin devam ettigi bazi
arastiricilar tarafindan rapor edilmistir (Reinecke, 2010; Fuentes ve ark, 2013). GH
sekresyonunda direkt ve indirekt etkiler disinda; IGF-1’in, hipofiz ve hipotalamusun
uzerindeki negatif geri bildirim etkisi ile GH sekresyonunu diizenledigi gozlemlenmistir.
Bunu da kendi spesifik reseptorlerine baglanarak baskiladigr ileri siiriilmiistiir. Ayrica GH,
hipotalamusa etki ederek kendi sekresyonunu da ayarlamaktadir (Fuentes ve ark, 2013).

Sicaklik, beslenme ve fotoperiyot gibi cevresel faktorler GH sekresyonunu etkiler.
26 °C'de tutulan tilapia baliklari, 20 °C'de tutulanlardan daha yuksek plazma GH'ye sahipken
(Ricordel ve ark, 1995), ¢ipura baliklarinin 18 °C'den 9 °C’lik ortama koyulmasi sonucunda
plazma GH'nin hizli bir sekilde azaldigi goriilmiistir (Rotllant ve ark, 2000). Ayni zamanda
artan sicaklik, baliklarin olgunlasma siirecinde artan GH iretimi ile iliskilendirilmistir.
[lkbahar ve yaz aylarinda cinsel olgunlagsma siiresince somon baligi (Duan ve ark, 1995),
cipura baligi (Pe’rez-Sa’nchez ve ark, 1994), gokkusagi alabalig1 (Gabillard ve ark, 2005) ve
sazan baliklarinda (Figueroa ve ark, 2005) serum GH duzeylerinin arttigi gorilmiistiir.
Mevsim dongusinde fotoperiyot slrelerinin degistigi ve ilkbahar/yaz aylarinda en uzun
olacag1 goz oniine alindiginda; fotoperiyodun, GH uretimini modile ettigi belirtilmistir. Kisa
fotoperiyot ve diisiik sicakliga uyum saglayan akvaryum baliklarinda plazma GH diizeylerinin
yukseldigi ancak uzun fotoperiyot ve daha yiiksek sicakliga alistirilmis baliklarda bu
yukselme gozlenmemistir (Canosa ve ark, 2005). Beslenme ve aglik sirasinda GH salinimi
icin noroendokrin faktorleri arasindaki etkilesimler karmasiktir ve hipotalamik
diizenleyicilerin bazilar1 beslenme davranisim1 ve doygunlugunu da etkiler. Bircok balik

tirtinde, uzun siireli gida yoksunlugu serum GH'yi arttirir. GH-transgenik sazanlarda GH

12



seviyelerinin yukselmesi, hipotalamik aglik hormon faktoriinii gida alimini ve beslenme
davranigini etkileyerek biiyiime ve gelisimi diizenler (Cao ve ark, 2014). Tuzluluk, hapsetme,
popiilasyon artis1, ksenodstrojenler ve agir metaller gibi diger c¢evresel faktorler de GH
sentezini etkilemektedir (Deane ve Woo, 2009).

Biiylime hormonunun, organizmada bir¢ok metabolik olaymn gerceklesmesinde etkili
oldugu bilinmektedir. GH'nin karbonhidrat metabolizmasi {izerinde insiilin benzeri etki ve
anti-insiilin etki olmak tizere iki farkli aktivitesi goriilmektedir. GH, insllin benzeri etkisinde,
lipojenez, glikoz ve aminoasit metabolizmasimi diizenlenmektedir. Glikoz, hiicrenin igine
alinarak glikojen seklinde depolanmaktadir. GH’nin anti-instlin etkisi ile lipoliz, hiperglisemi
ve hiperinsiilinemi gibi metabolik olaylar diizenlenmektedir. Ayrica karacigerde ketojenezi
gerceklestirerek hepatik glikoz 6-fosfataz enzim aktivitesini arttirmakta ve glikoz salinmasina
neden olmaktadir. Metabolizmada kan glikoz seviyelerini heksokinaz enzim aktivitesini
diizenleyerek artiran GH, kas dokularma glikozun alimimmini engeller ve dokularmn insiilin

etkilerine kars1 hassasiyetini azaltir (Vijayakumar ve ark, 2010).

GHEH salimminin '— Hipotalamustan
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Sekil 3. Buyime hormonunun (GH) endokrin ve otokrin/parakrin etkisinin gosterimi.
Hipotalamustan salgilanan biiyiime hormonu salgilatict hormon (GHRH) ve somatostatin

(SRIF) ile iki hipotalamik yolla GH salinimi diizenlenir. SRIF, GH salimimi gergeklestirirken,
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yiikselen GH seviyeleri kendi salinimin1 engeller. SRIF, GH salinimin1 inhibe ederek, GH ve
IGF'lerin geri bildirimleri tarafindan diizenlenir. Artan GH seviyeleri direkt etkide kan
sekerinin yiikselmesini ve yag dokuda lipoliz artisin1 diizenler. indirekt etkide GH tarafindan
dokularda artan IGF’ler protein sentezi, hiicre gelisimi ve proliferasyonunu, iskelet sisteminin

gelisimini saglar (Fuentes ve ark, 2013).

Depolanan lipitlerin pargalanmasi omurgali metabolizmasinda Kkritik éneme sahiptir.
Memelilerde, birincil depolama adipoz dokusundadir. Sirasiyla glikolitik/glukoneojenik yollar
veya oksidasyon yoluyla diger hiicrelerde alim ve enerji iiretimi i¢in yag asitleri ve gliserolii
serbest birakan lipit depolaria erismek i¢in enzimatik hidroliz gereklidir. GH, omurgalilarin
yag dokusundaki lipolizi uyararak, lipojenez ve anti-lipolizi inhibe ederek trigliseritlerin
yikimini gergeklestirir. Bu etkisi ile hem serbest yag asidi seviyelerini yiikseltmekte hem de
gliseroliin karaciger hiicrelerinden salinimini arttirmaktadir (Vijayakumar ve ark, 2010). GH,
fosfolipaz C-Proteinkinaz C yolu (Plc-pkc) ve mitojenle aktiflestirilen protein kinaz sinyal
yolunu (MAPK) aktive ederek lipolizi tesvik etmektedir. Besin eksikliginde biiyiime
faaliyetleri lipitlerin kullanilmast yoluyla karsilanir ve olumsuz beslenme kosullarinda
karaciger dokularinda GH’ye olan duyarlilik reseptor transkript diizeylerinin diismesi ile
azalmaktadir. Bununla birlikte, yag dokusunda GH'ye olan duyarlilik, lipit depolarinin
kullanilmasi yoluyla artmaktadir (Bergan ve Sheridan, 2018). In vivo olarak GH ile uyarilmig
gokkusagi alabaliklarinda (Oncorhynchus mykiss) lipoliz aktivitesi artmistir (Kling ve ark,
2012). Benzer sekilde eksojen GH uygulamasi sonrasi lipoliz aktivitesi ile dolagimda yag
asitleri ve gliserol diizeylerinin arttig1 gosterilmistir (Vijayakumar ve ark, 2010).

Blyume hormonu protein sentezini arttirarak yagsiz kas kiitlesinde artisa neden
olmaktadir. GH, protein metabolizmasimin regiilasyonu ile ilgili olarak hem protein
sentezinin uyarilmasini hem de protein yikimimin 6nlenmesine neden olmaktadir. GH igin
transgenik hale getirilmis gokkusagi alabaliklarinda yapilan bir ¢alismada, kas hipertrofisi
veya hiperplazisi yoluyla 6nemli derecede somatik biiylimeler gozlendigi rapor edilmistir.
Ayn1 zamanda sadece GH degil GHRH, IGF ve insilin de dahil olmak tizere birgcok blyime
faktori kas hipertrofisini ve hiperplazisini kontrol ederek baliklarda kas buylmesini
diizenlemektedir (Vijayakumar ve ark, 2010; Sheridan ve Hagemeister, 2009). Yapilan bir
calismada 7 aylik GH-transgenik zebra baliginda olusan kas kiitlesi hipertrofiye bagl iken, 2
aylik GH-transjenik Coho somon baliginda olusan kas kiitlesinin hiperplaziye bagli oldugu
ileri siiriilmiistiir. Bu yiizden arastiricilar hipertrofi ve hiperplazi yoluyla balik kas

biiylimesinin hem tiire hem de yasa baglh oldugu fikrini desteklemektedir (Hill ve ark, 2000).
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Bununla birlikte gokkusagi alabaliklarinda; GH, IGF-1 ve insiilin, kas hiicreleri tarafindan
glikoz ve aminoasit alimi uyararak kas biiylimesini dogrudan tesvik etmektedir (Castillo ve
ark, 2004). Kas dokularinda aminoasit alimina baglh olarak protein sentezinde artisa, protein
oksidasyonunda ise azalisa neden oldugu ve bunu da GHR ve IGF-1 araciligiyla

gerceklestirdigi rapor edilmistir (Kuradomi ve ark, 2011).

2.3.1. Buyime Hormon Reseptort (GHR)

Sitokin reseptoru super ailesine ait olan GHR, 638 aminoasit iceren ve 22 kDa molekdl
agirliginda bir polipeptiddir. GHR’nin yapisi, birgok farkli tiir arasinda % 70'den fazla
aminoasit dizi benzerligi gostermektedir. Omurgali gruplar arasindaki bu benzerlikten dolayi,
reseptOriin ligand baglayan ekstraselliiler kismi iyi korunmugtur. Bu durum balik GHRlerinin
memeli GH'yi tamyabildigini agiklamaktadir. Baliklarda GHR’nin, insanlardaki gibi
somatotropik eksende benzer bir rol oynadigi, plazma GH seviyelerinin hiicresel yanita ve
ozellikle de IGF tiretimine aracilik ettigi belirtilmistir (Dehkhoda ve ark, 2018).

Bir reseptor olarak GHR, hlicre membraninda GH uyarici sinyali ile IGF-1 de dahil
olmak uzere birgok genin transkripsiyonunu indiikleyerek hedef hiicreler tzerindeki GH'nin
biyolojik etkilerine aracilik etmektedir. Bu yiizden GHR ’nin; biyume, hiicre farklilagsmasi ve
hiicre proliferasyonunda dizenleyici etkisi oldugu ileri strilmektedir (Valdes ve ark, 2012a).
GHR’ler, post-reseptor sinyali vermede rol oynayan aymi boliimlere sahiptir. Her bir GH
molekdlu iki GH reseptoru ile es zamanl olarak etkilesim saglayan iki reseptor baglanma
bolgesine sahiptir (Dehkhoda ve ark, 2018).

Blyume hormon sekresyonunda baglayict 6zellik gosteren GHR, sitoplazmik bolim,
hidrofobik transmembran bolum ve GH baglayici hiicre disi bolim olmak tzere i¢ bolumden
olugsmaktadir. Hucre ici bolim olan sitoplazmik bolim, reseptoriin sinyal iletiminde
gorevlidir. Prolin agisindan zengin olan hiicre i¢i boliim, Janus kinaz 2'nin (JAK-2) baglanma
bolgesidir ve GHR'nin sinyal verme islevleri igin vazgecilmezdir. GHR reseptoriiniin hiicre
dis1 alan1 ise, baglayict proteinler ile reseptor dimerizasyonu igin gerekli olan tek bir sistein
kalintis1 igcermektedir. Hlicreler hem GH hem de GHR iirettiginde, reseptorlere baglanan GH
molekiilleri salg1 vezikiillerinde depolanir ve bir GHRH sinyali iizerinden tekrar salgilanmak
Uzere uyari olusturur. Otokrin GH iireten hiicrelerde GHR’ye baglanmayan GH’ler salgisal
vezikiillerde depolanmaktadir (Dehkhoda ve ark, 2018).
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Sekil 4. Buylime hormonu (GH) ile blyiime hormon reseptériinin (GHR) aktivasyonunun
gosterimi. Inaktif homodimerik GHR'de (A béliimii) Janus kinaz (JAK-2) alani (KD),
homodimer igindeki JAK-2'den farkli reseptore bagli psodokinaz alani ile baglanarak inhibe
edilir. GH’nin hiicre dist domenindeki (B bolimii) GHR’ye baglanmasi; JAK-2
aktivasyonuna ve FERM ve mitojenle aktive olan protein kinazi aktive eden protein (SH) gibi
bircok sitosolik proteinin fosforilasyonuna neden olur. JAK-2'lerin hareketi, psédokinazin
JAK-2 kinaz alanin1 (KD) inhibe edici etkisini bitirir ve iki JAK-2, KD'yi yakin bir yere
getirerek JAK-2 aktivasyonu gergeklesir (Dehkhoda ve ark, 2018).

Biiylime hormonu, sinyalini olusturabilmek ic¢in ilk olarak GHR’nin hiicre dis1
bolgesinde bulunan baglayici proteinlere baglanir ve 1:2 heterodimer kompleksi olusturarak
JAK-2 sinyal yolagini aktiflestirir. GHR’nin tirozin kinaz aktivitesi yoktur ancak olusan
dimerizasyon ile iki GHR’nin hiicre i¢i kuyruklarinda yer alan ve birer hiicre i¢i tirozin kinaz
olan JAK-2’ler birbirlerine yaklagir. JAK-2’ler, sinyal iletici ve transkripsiyon baslatici
(STAT) ve mitojenle aktive olan protein kinaz (MAPK) dahil olmak iizere, asagi yonlii sinyal
yolaklarin1 aktive eden sitoplazmik proteinleri fosforile etmektedir. BoOylece kuyruk
tizerindeki tirozinler fosforillenir ve fosforilasyon yolagi baslatilmis olur. GH sinyal iletimi,
JAK-2 fosforilasyonu sonras1 dort farkli transdiiksiyon yolagi tizerinden devam etmektedir.
Dort farkli sinyal iletim yolagi GH'min pleiotropik etkilerini agiklamakta biiyiikk dnem tasir.
Bu yolaklar; sinyal iletici ve transkripsiyon baslatici (STAT), mitojenle aktive olan protein
kinaz (MAPK), hiicre dis1 sinyal tarafindan diizenlenen kinaz (ERK) ve fosfotidil inozitol 3-
OHkinaz (P13 kinaz) yolaklaridir. Yolaklar araciligi ile olusan GH-GHR kompleksi,

GHR’nin aktiflesmesi sonrast niikleusa gecerek gen ekspreyonu gergeklestirir ve sonrasinda
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GH uyaris1 kaybolur. Endoplazmik retikulumdaki (ER) sentez ve dimerizasyon sonrasinda,
serbest kalan GHR golgi organelinde glikozile edilir ve tekrar kullanilmak iizere hiicre
yuzeyine tasmir. GHR, ayni zamanda, plazma zarindaki artan glikoz tasiyicilarin
ekspresyonuna aracilik edebilen IRS-1'i aktive etmektedir (Valdes ve ark, 2012a; Fuentes ve
ark, 2013).
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Sekil 5. Biylime hormon reseptorinin (GHR) Janus kinaz (JAK-2) aktivasyonu sonrasi
transkripsiyon sinyal yolunun gosterimi. GHR’nin JAK-2 aktivasyonundan sonra gen
transkripsiyonunun GH tarafindan diizenlenmesi 2 temel sinyal yolunu igerir: Bu yollardan
ilki MAPK kaskadi, diger yol ise STAT proteinleridir. JAK-2 tarafindan fosforillenen bu
proteinler nikleusta IGF-1 gibi cesitli genlerin transkripsiyonuna neden olurlar. Ayrica GHR
plazma zar iizerinde artan glikoz tastyict ekspresyonuna aracilik eden IRS-1'i aktive eder.
(JAK2: Janus kinaz; IRS-1: Insiilin reseptdr substrati; PI3K: Fosfotidilinositol 3-kinaz; STAT:
Sinyal iletici ve transkripsiyon baslatici; MAPK: Mitojenle aktive olan protein kinaz; SHC:
Mitojenle aktive olan protein kinazi aktive eden protein) (Mark ve Bernard, 2018).

Buylme hormon reseptorleri, karaciger ve kas gibi bircok hiicrede bulunmaktadir. Bu
hiicreler disinda baliklarinin solungag, yag doku, bobrek ve bagirsak hiicrelerinde yiiksek
konsantrasyonlarda biuyime hormonu reseptorleri bulunur. Pe’rez-Sa'nchez ve ark (1991),
gokkusag alabaliklarinda karaciger GHR mRNA ekspresyonunun, periferik dokulardan en az
10 kat fazla oldugunu, bu yiizden karacigerin GH aktivitesinin ana hedefi oldugunu ileri

stirmislerdir. Kas hiicrelerinde GHR'nin aktivitesi, balik tiirleri arasinda karacigerin aksine
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oldukca degiskenlik gosterir. Bir¢ok ¢alismada kas GHR mRNA duzeylerinin belirgin sekilde
eksprese oldugu ve organ bilyikliigiine baglhh olarak baliklarda kas gelisimi ve
metabolizmasinin diizenlenmesinde GHR ’nin etkili oldugu rapor edilmistir (Gabillard ve ark,
2006; Hevrgy, 2013; 2015). GHR mRNA ekspresyonu japon baligi, kalkan balig1 ¢ipura, pisi
baligi, yilan baligi ve gokkusagi alabaligi gibi bir¢ok balik tiirliniin dokularinda tespit
edilmistir (Fuentes ve ark, 2013).

2.4, Insiilin Benzeri Biiyiime Faktorii-1 (IGF-1) ve Insiilin Benzeri Biiyiime Faktorii-2

(IGF-2)

Insiilin benzeri biiyiime faktdrleri, somatik biiyiimeyi uyarici anabolik etkilerinden
dolayr ‘somatomedin’ adin1 almistir ve ilerleyen silreclerde molekil yapilarmin insilin ile
benzerliginin kesfi ile “insuline benzer blyume faktorleri (IGF)” olarak adlandirilmistir.
IGF’ler, IGF-1 (Somatomedin C) ve IGF-2 (Somatomedin A) olmak tzere iki formda
bulunur ve GH’nin anabolik ve mitojenik etkilerinin birgogunda gérev alir. IGF’ler hiicrelerde
protein, lipid, karbonhidrat ve mineral metabolizmasini diizenleyen polipeptid hormonlardir
(Moriyama ve ark, 2000).

Yapisal ve fonksiyonel olarak IGF primer aminoasit dizilimleri birbirlerine ¢ok
benzerdir ve bliylme faktorleri ailesi icerisinde yer alir. Balik tiirleri arasinda IGF-1 baz
dizilim benzerligi % 67 ile % 97 arasindadir ve insan IGF-1 baz dilimi ile % 60 - % 83
benzerlik gostermektedir. Ayni sekilde IGF-2 baz dizilimi balik tiirleri arasinda % 66 - % 95
benzerken, insan IGF-2 baz dizilimi ile % 64 - % 78 benzerdir. Birbirlerine ve insan
proinsiline benzeyen bu peptidler, spesifik hicrelerde buyumeyi stimile ederler ve
karacigerden sentezlenerek kana salinirlar (Rosenfeld, 2003).

Baliklarda IGF genlerinin baz dilimleri; PreprolGF, bir sinyal peptidi ve B-, C-, A-, D-
ve E- bolgelerinden olusurken, preproinsiilin sadece bir sinyal peptidi, B-, C- ve A-
bolgelerinden olusur. Bu alanlardan E- bolgesi ve sinyal peptidi, proteolitik olarak
preprohormondan ayrilarak olgun IGF-1 ve IGF-2’leri olusturur. Uretim sirasinda IGF'lerde
tic disiilfiir bag1 olusur; ikisi B- ve A- bolgesi arasinda olusurken digeri A- bdlgesinde
olusmaktadir (Moriyama ve ark, 2000; Rosenfeld, 2003).
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PreprolGF

Olgun IGF

Sekil 6. PreprolGF ve olgun IGF'nin sematik gosterimi (Moriyama ve ark, 2000).

Insan ve somon baliginda IGF-1 aminoasit diziliminde bulunan 70 aminoasitten sadece
14 amino asitte degisiklik oldugu, 9 aminoasitin D- ve C- alaninda; diger 5 aminoasitin ise B-
ve A- alaninda farklilik gosterdigi rapor edilmistir. Ayrica, somon baliklarinda IGF-1 igin
varsayillan primer dizide, 56 aminoasitin insan IGF-1’i benzer oldugu bulunmustur
(Moriyama ve ark, 2000; Rosenfeld, 2003).

Rekombinant DNA teknolojisinin ortaya ¢ikmasiyla birlikte, baliklarda IGF genlerinin
yapisal analizi tizerinde bircok ¢alisma yapilmistir. Baliklarda ilk defa IGF-1 cDNA’s1, somon
baliginin karacigerinden izole edilmistir. Shamblott ve ark (1995), gokkusag alabaliklarinda
IGF-2 cDNA'smin dizisini gozlemlemistir. Uzun yillardir IGF-1 ve IGF-2 cDNA'larinin
nukleotid dizisi kemikli balik tiirlerinde; alabalikgiller, kedi baligi, ¢ipura, sazan, japon baligi,
pisi baligi, balon baliklari, kdpek baliklart ve gokkusagi alabaliklarinda tespit edilmistir
(Moriyama ve ark, 2000).

Insulin  benzeri buyiume faktorleri, gelisim ve biiyiimede, doku onarimi ve
diizenlenmesinde, doku ¢esitliliginde, DNA sentezinde, hiicre boliinmesi ve farklilagmasinda
rol oynayan metabolik ve mitojen faktorlerdir (Bodart, 2017). IGF’lerin biyolojik etkileri;
IGF-1 ve IGF-2, IGF baglayici proteinleri (IGFBP) ve IGF reseptorleri (IGF-1R ve IGF-2R)
tarafindan duzenlenir. Bircok dokuda ozellikle de karacigerde bulunurlar. Cesitli doku ve
hlcre gruplarinin ¢ogalmasi i¢in, dolasimdaki IGF’ler somatik biiyiime ile direkt endokrin
etki gostermektedir. Dolasimdaki konsantrasyonlari insiilinden yiiksektir ve plazmada,
IGFBP'lere bagli olarak, serumda ise ¢cogu IGFBP-3'e bagli olarak bulunur. Serumda bulunan
IGF’lerin % 80’1 karacigerde iiretildiginden, karacigerin IGF'in 6nemli etki alanlarindan biri

oldugu disiintilmektedir. Ayrica IGF'lerin hiicre ¢ogalmasinda etkili olmas1 6nemli otokrin ve
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parakrin etkilerinin oldugunu gostermektedir. IGF'lerin karaciger disinda; kas, solungac,
bobrek, kikirdak, gonad ve pankreas gibi birgok dokuda lokal olarak sentezlendigi; dokularin
biiyiimesinden ve farklilasmasindan sorumlu oldugu gorilmektedir (Reinecke, 2010).

Somatomedin C olarak da bilinen IGF’lerden IGF-1, 70 aminoasitli ve molekiil agirhig
7.65 kDa olan bir polipeptiddir. IGF-1, glikozun hiicre i¢ine alinmasi, lipit metabolizmasinin
diizenlenmesi, protein sentezi, DNA sentezi, hiicre hipertrofi ve hiperplazisi gibi bircok etkisi
saptanirken etkileri yasam boyu devam etmektedir (Reinecke, 2010). IGF-1, karacigerde
sentezlenen ve periferik dokularda hipofiz GH kontrolii altinda sentezlenen anabolik bir
hormondur ve karacigerde Uretimi, GH tarafindan viicut biyimesinin endokrin kontroliinde
anahtar bir faktordir. Dokularda etki gosterebilmek icin kan yoluyla tasinmaktadir (Francino
ve ark, 2011). IGF-1’in, biyoaktivitesi ve biyoyararlaniminda biyolojik etkilere sahip alti
IGFBP rol oynamaktadir. Hiicre sagkalimi ve proliferasyonda etkileri gorilen IGFBP-3,
serumda en bol bulunan ve IGF-1 baglayici 6zelligi olan proteindir. Plazma IGF-1
diizeylerinin viicut biiyiime oranini etkiledigi ve IGF-1 enjeksiyonunun balik biiyiimesini ve
gelisimini arttirdig1, endojen plazma IGF-1 diizeylerinin genellikle biiyiime hizi ile pozitif
korelasyon gosterdigi belirtilmistir (Beckman, 2001; Castillo ve ark, 2004; Picha ve ark,
2008).

Buyume ve anabolik sireclerin endokrin kontrolt, GH/IGF-1 ekseni (zerinden
gerceklesir. Endokrin GH/IGF-1 ekseni farkli siireglerin birlesiminden ortaya ¢ikmaktadir.
Uyarict hormon olan GHRH araciliiyla 6n hipofizden salgilanan GH, dolasimda GHBP ile
hedef dokulara ulasarak bu dokularda GHR’lere baglanir ve 6zellikle karacigerde IGF-1’in
uretimini ve serbestlenmesini saglamaktadir. Postnatal donemde karacigerde sentezlenen
IGF-1 hemen dolagima katilir. Dolasima katilan IGF-1 ya serbest hale geger ya da IGFBP’lere
baglanarak bircok organdaki hedef dokulara ulasir. Hedef dokulara ulasan ve protein
yapisinda olan IGF-1, hiicre membranini gegemez ve etkisini membrandaki IGF-1R’e
baglanarak gerceklestirir. Ayrica IGF-1 negatif geri bildirim ile hipofizde GHRH’nin etkisini
bloke ederek, GH’nin salinimin1 inhibe etmektedir (Benedito-Palos ve ark, 2007).

Sadece karacigerde degil ayn1 zamanda IGF-1 otokrin/parakrin etki ile kas htcrelerinin
cogalmasini, diferansiyasyonunu ve hipertrofiyi dogrudan uyarir ve kas atrofisini onler.
IGF-1, kas hucrelerine glikoz-aminoasit alimini saglayarak protein sentezini arttirmakta ve
kas kiitlesini gelistirici etki gostermektedir. Ayrica IGF-1, artan DNA ve protein sentezi,
amino asit alimi, hiicre proliferasyonu ve mitogenezin aktivasyonu ile birlikte protein yikim
oraninin azaltilmasi da dahil olmak iizere, kas dokusunda bir¢ok anabolik siire¢ i¢in giiclii bir

uyarict olarak c¢alismaktadir (Guti‘errez ve ark, 2006). Sentezlenen IGF-1’ler hiicresel
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diizeyde metabolizmay1 etkilemektedir ve anabolik etki ile hiicreyi mitoza hazirlayarak G1
fazinda yonlendirilmis hiicreleri harekete gecirmektedir. Bdylece hiicre proliferasyonunun
yani sira hiicre farklilasmasinda da IGF-1’in etkileri gorilmektedir (Castillo ve ark, 2004;
Reinecke, 2010).

Insiilin benzeri biiyiime faktorii-1 hormonu baliklarin biitiin yasam evrelerinde bulunur.
Uretim siiregleri boyunca biiyiime oranlar1 ve plazma IGF-1 diizeyleri arasinda mevsimsel
degisiklige baglh olarak gecikmeler yasanmasina ragmen, yavru alabaliklarda dolasimdaki
IGF-1’in biiyliime performansinin en giivenilir belirte¢lerinden biri oldugu rapor edilmektedir
(Vera ve ark, 2006; Picha ve ark, 2008). IGF-1’in aymi yastaki baliklar arasinda viicut
blyikligi ile degisebilecegi ve yaslanmaya bagli GH sekresyonunda ve IGF-1 Uretiminde
kademeli bir disiis ve degisim olabilecegi belirtilmektedir. “Somatopause” olarak
adlandirilan bu hipotez, erginlerde anabolik hormon eksikligine neden olmaktadir.
“Somatopause”, GH eksikligi olan ergin baliklarda g0zlenenlere benzer sekilde
metabolizmada kemik ve kas kiitlesinin azalmasi ile birlikte artmis bir yag kiitlesi ile
iliskilidir. Ayn1 zamanda GH/IGF-1 ekseninin bozulmus aktivitesinin, ¢ok sayida metabolik,
biyokimyasal ve fonksiyonel degisikligin temeli oldugu diisiiniilmektedir (De Marinis ve ark,
2002).

Buyume ve gelisimde rol oynayan énemli hormonlardan biri de IGF-2’dir. IGF-2, 67
aminoasit kalintisindan olusan ve molekiil agirligi 7,5 kDa olan bir polipeptidtir. GH’nin
major mediatorl gibi gérev yapan IGF-2, hepatik glikoz Uretimini azaltma, periferal dokulara
glikoz alimmi ve oksidasyonunu arttirma, lipid ve protein sentezini artirma gibi dokularda
farkli metabolik olaylarda rol oynamaktadir (Codina ve ark, 2008). Sentez yeri karacigerdir ve
otokrin/parakrin etkiyle kas, bobrek, solungag, gonad, kikirdak ve pankreas dokularinda da
salgilanmaktadir. IGF-2’nin, dolasimda IGFBP-2 ve IGFBP-3’e bagli olarak tasinimlar
gergeklesmektedir. Ayrica IGFBP-3 ile IGFBP-4, IGF-2’nin plazma dizeylerini kontrol
ederek IGFR baglanmasinda dnemli rol oynamaktadir. Kas hicrelerinde proliferasyon ve
metabolizmada IGF-2’nin IGF-1’e benzer etkiler gosterdigi hatta IGF-2'nin etkisinin IGF-
1'den daha guclu oldugu gozlenmistir. Gokkusagi alabaliklarimin miyojenik hiicrelerinde
MAPK/ERK ve PI3K/AKT sinyal yollarin1 aktive ettii ve kas biiyiimesinin uyarilmasinda
IGF-2'nin IGF-1'den daha giiglii etki gosterdigi yapilan bazi ¢alismalarda rapor edilmistir
(Francino ve ark, 2011). Bu yuzden, IGF-2 bircok dokuda hicrelerin blyltmesini ve

bolinmesini dizenlemektedir (Eppler ve ark, 2010; Francino ve ark, 2011).
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Biiyiime hormonunun baliklarda ve diger omurgalilarda IGF ekspresyonunu stimiile
ettigi mekanizma, JAK/STAT yolaginin aktivasyonu ile gerceklesir. STAT-3, STAT-5,
hepatosit nikleer faktori-la (HNF-1a) ve -3 (HNF-3B), IGF gen ekspresyonunda rol
oynayan transkripsiyon faktorleridir (Valdes ve ark, 2012a). IGF-1 gen lokusunun olgun IGF
proteinleri iiretmek ic¢in translasyon sonrast modifiye edilmis sinyal peptitleri ve uzatma
peptitleride dahil olmak iizere bir¢ok Onciili kodlamaktadir. Karacigerde dort propeptit
formunun varligi, karacigerde diger dokulara kiyasla yiiksek IGF-1 mRNA ekspresyonu
bulgularin1 agikladigr gosterilmistir (Zou ve ark, 2009). GH’nin baliklarin karaciger ve kas
dokularinda IGF-I mRNA ekspresyonunu uyardigi bildirilmistir (Duan, 1997). /n vivo ve in
vitro hepatik IGF-2 ekspresyonunun GH tarafindan stimiile edildigi belirtilmistir (Tse ve ark,
2003; Vong ve ark, 2003). Gokkusagi alabaliklarinin (Oncorhynchus mykiss) kas dokularinda
IGF-2 gen ekspresyonunun IGF-1’e gore, karaciger dokularinda ise IGF-1 gen
ekspresyonunun IGF-2’¢ gore daha yiiksek oranda ifade edildigi gosterilmistir (Aksakal,
2013). Ozellikle IGF-2’nin embriyonik bir biiyiime faktorii olarak etki ettigi, IGF-1'in dogum
sonrast olgunlagma siirecinde daha oOnemli bir rol oynadigi, buna karsin son yillarda
memelilerde ve baliklarda yapilan bir¢cok ¢alismada IGF-1 ve IGF-2 ekspresyonunun dogum
Oncesi ve sonrasinda biiylime ve gelisme i¢in hayati 6nem tasidig1 rapor edilmistir (Leung ve
ark, 2008; Pierce ve ark, 2011).

Baliklarda ¢evresel faktorler dokularda biiylime hormonlarmin ekspresyonunu
etkilemektedir. Bu faktorler arasinda fotoperiyot, beslenme diizeyi, stres durumu, sicaklik,

sudaki tuzluluk miktar1 ve toksisite géze ¢arpmaktadir (Sekil 7).
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Sekil 7. Baliklarda farkli ¢evresel faktorlerin GH/IGF-1 eksenini etkileme mekanizmasinin
sematik gosterimi. Anterior hipofizden saliman GH, GHR aracilig1 ile karacigerde IGF-1
sentezini ve dolasimdaki salinimini uyarir. IGF-1, dolasim yoluyla dokulara ulasarak hiicre
membraninda IGF-1R ile etkilesime girer ve etkilerini uygular. Dolasimdaki IGF-1, hipofiz
GH saliniminin negatif geri bildirim diizenleyicisidir ve 6zellikle GH gen transkripsiyonunu
ve salinimini inhibe eder. Boylece, IGF-1'in fizyolojik rolii endokrin olarak anlagilir. Bu yolak
memelilere benzer sekilde, baliklarda da “GH/IGF-1 ekseni” olarak adlandirilir. Bu eksen
sonucunda beyin, solungag, kalp, gastrointestinal sistem, pankreas, bobrek, dalak, gonadlar,
kas, kikirdak, kemik ve deri gibi baz1 organlarda IGF-1 {iretimi gosterilmistir. GH
ekstrahepatik dokularda otokrin-parakrin etki ile IGF-1'in salimmmi ve ekspresyonunu
gerceklestirir (Aksakal, 2013).

Birgok balik tiiriiniin cinsel olgunlagmasi sirasinda, plazma GH ve IGF-1 seviyelerinin
yiikseldigi ve mevsimsel biiyiime gdsteren 1liman baliklarda, plazma IGF diizeylerinin bahar
sonu ve yaz aylarinda artig gosterdigi belirtilmistir (Reinecke ve ark, 2005). Yaz déneminde

olgunlagsma siiresince ergin somon baliklarinin yavru baliklara gore daha yiiksek plazma

23



IGF-1 ve hepatik IGF-1 mRNA dizeylerine sahip oldugu saptanmistir (Maugars, 2007).
Benzer sekilde yasa bagli olarak ergin alabaliklarin yavru alabaliklara gore daha yiiksek
hepatik IGF-1 mRNA seviyelerine sahip oldugu gosterilmistir (Shamblott ve ark, 1995).
Taylor ve ark (2005), yavru ve olgun gokkusagi alabaliklarinda, alt1 ay boyunca kademeli
olarak ortam sicakligin1 artirmalar1 sonucunda plazma IGF-1 seviyelerinin sicaklikla birlikte
artis gosterdigi goriilmiistiir. Diger taraftan yiliksek sicakliklarda hipofizden GH'nin
saliniminin artti§i ve buna paralel plazma IGF-1 seviyelerinin ve karaciger IGF-1 mRNA
ekspresyon duzeylerinin de artis gosterdigi gozlenmistir (Beckman ve Dickhoff, 1998).
Sicaklik degisimlerinin karaciger ve kas dokularinda IGF-2 mRNA ekspresyonunu etkiledigi
rapor edilmistir (Li ve Letherland, 2008).

Sadece cevresel fizikokimyasal faktorler degil ayni zamanda hormonlar ve hormon
benzeri yapilar cesitli hiicresel islevlerde rol oynayarak baliklarin biiylime ve gelisimi
iizerinde dnemli bir etkiye sahiptir. Ornegin somatostatin, ghrelin, peptidler, kortizol, dstrojen
ve tiroit hormonlar1 ve steroidler gibi farkli hormonlar dokularda IGF-1 ve IGF-2
ekspresyonunu diizenlemektedir. Somatostatin'in ERK ve PI3K sinyal yollarimi aktive ederek
hepatik blylime hormonu reseptorii ve IGF-1 mRNA ekspresyonunu inhibe ettigi
belirtilmistir (Mark ve Sheridan, 2010). Hipotalamik somatostatin konsantrasyonunun,
mevsimsel olarak plazma GH ile ters orantili olarak degistigi gozlenmistir (Mark ve Sheridan,
2010). Diger bir hormon olan ghrelinin de GHR araciligiyla 6ncelikle GH salinimini uyardig
ve karacigerde IGF-1 ve GHR’nin ekspresyonunun diizenlenmesinde rolii oldugu rapor
edilmistir (Hevrgy ve ark, 2012). Balik hepatositlerinde T3 veya T4 hormon tedavisi ile IGF
ekspresyonunda degisiklikler elde edilmistir. Metabolik olarak insiilin ve kortizol hormonlari
da, organizmanm anabolik/katabolik durumunu etkilemektedir. Insiilin ve kortizol
hormonlarinin, IGF-1 ve IGF-2 gen ekspresyonunu farkli sekilde diizenledigi, GH ile birlikte
uygulandiginda GH’nin etkisini azalttigi goriilmistiir. Bu ylizden glukokortikoidlerin
baliklarda karaciger dokularinda endokrin IGF-1 ve IGF-2 ekspresyonlarmi farkli sekilde
duzenleyerek organ ve doku biiyiimesini etkiledigi belirtilmistir (Pierce ve ark, 2011).

Son yillarda IGF sisteminin balik biiylimesine olan etkilerinin belirlenmesi amaciyla;
baliklarin biiyiime ve gelisimi boyunca IGF-1 ve IGF-2 hormonlarinin fizyolojik etkileri
(Duan ve ark, 1997; Wood ve ark, 2005; Reinecke, 2010), IGF-1R’lerin iireme {izerine olan
etkileri (Guti'errez ve ark, 2006) ve IGFBP’lerin fizyolojik ozellikleri iizerine ¢ok sayida
aragtirma yapilmistir (Wargelius ve ark, 2005).
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2.4.1. Insiilin Benzeri Biiyiime Faktorii Baglayic1 Proteinler (IGFBP'ler)

Instilin benzeri biyume faktorlerinin biiyiik ¢ogunlugu, spesifik yiksek afiniteli
IGFBP'ler ile ya da serbest IGF’ler seklinde hedef dokulara salinirlar. Dolasimdaki IGF’lerin
yaklasitk % 98’1 baglayici proteinlere baglidir. Bu baglayict proteinler karacigerde
sentezlenmesinin yani sira lokal olarak parakrin ve otokrin etki gosterdikleri diger pek cok
dokuda sentezlenir. IGFBP’ler, hiicre ylizeylerine ve kilcal damarlara tutunabilen amino asit
motifleri veya glikozaminoglikan parcalari igermektedir ve bu sekilde IGF’leri kilcal damar
duvarlarindan gegirerek hedef dokulara ulastirmaktadirlar. Ayni zamanda IGFBP’ler,
IGF'lerin proteolitik bozunmasini Onleyerek yar1 Omiirlerini uzatirlar ve yiizey membran
reseptorleri ile iligkisini saglayarak dolayli olarak IGF’lerin biyolojik aktivitelerini kontrol
ederler (Gatti ve ark, 2012).

Serum proteazlarinin etkisiyle IGF’ler, IGFBP’lerden ayrildiktan sonra aktivite
gostermektedir. IGF reseptorlerine kiyasla IGFBP'lerin, daha yiiksek afinite ile IGF'lere
baglandig1 ve spesifik hedef hiicrelere IGF'lerin ulastirilmasinin IGFBP’ler tarafindan daha iyi
koordine edildigi ileri siiriilmiistiir. Ancak dolasimda IGFBP diizeyleri fazla oldugunda,
IGF’lerin etkisini baskilayici etki gdstermektedir. Bu ylizden IGFBP’lerin sadece IGF’leri
tasimakla kalmayip ayni zamanda IGF’lerin etkilerini hiicresel diizeyde arttirip azaltabilme
ozelligine sahip oldugu gosterilmistir (Gatti ve ark, 2012).

Insiilin benzeri biiyiime faktdrii baglayici proteinlerin, amino asit sekanslar1 birbirine
benzerlik gosterir ancak her biri yapisal ve biyokimyasal 6zellikleri bakimindan farklidir.
Bugiine kadar alt1 farkli IGFBP (IGFBP-1, IGFBP-2, IGFBP-3, IGFBP-4, IGFBP-5 ve
IGFBP-6) karakterize edilmistir. IGFBP-3, plazmada en fazla bulunan formdur ve IGF-1’in
dokulara transferinden sorumludur. IGF’ler gibi sentezi GH kontroliindedir. Molekiil agirlig
40 - 46 kDa’dir ve karacigerde portal venéz ve kupffer hiicrelerinden sentez edilmektedir.
Ayrica plazmada asit labil subunit (ALS) proteinine baglanarak ikili-liglii kompleks olusturur.
Olusan ikili-G¢li kompleks IGFBP-3’iin yar1 omriinii 16 kata kadar uzatabilme kapasitesine
sahiptir. Boylece IGF’lerin dolagimda kalis siireleri ve etki siireleri artmaktadir. Sadece pasif
bir tagiyict molekiil olmayan IGFBP-3, IGF-1’in biyolojik aktivitesini arttirirken buna karsin
IGF-1’den bagimsiz olarak biiylimeyi inhibe edici etki de gostermektedir. Bir diger baglayici
protein olan IGFBP-2, dolasimda IGFBP-3’ten sonra en ¢ok bulunan proteindir. Molekil
agirligi 31 kDa olan IGFBP-2, yavru ve ergin baliklarin birgok dokusunda bulunur. Yar1 6mri
daha az olan IGFBP-2’nin IGF’lere afinitesi disiiktiir. Ancak IGFBP-2’nin serbest IGF’ler
tizerinde 6nemli diizenleyici etkisi bulunmaktadir. Molekiil agirligi 24 kDa olan IGFBP-4,
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serumda bulunmakta ve bir¢ok hiicre tarafindan sentezlenmektedir. IGFBP-3 ve IGFBP-4,
IGF’lerin reseptorlerine baglanmasi igin Yyeterli olan IGF-1 ve IGF-2 miktarlarini
duzenlemektedir (Picha ve ark, 2009; Schultz, 2015).

Insiilin benzeri biiyiime faktdrii baglayict proteinlerin, GH eksikliginde azaldigi,
fazlaliginda ise artig gosterdigi belirtilmistir. Ayn1 zamanda IGFBP’lerin, metabolik durum,
beslenme ve ¢evresel kosullar (sicaklik, oksijen ve fotoperiyot mevcudiyeti) gibi faktorlerden
etkilendigi ve serum IGFBP diizeylerinde azalma veya artisa neden oldugu rapor edilmistir. ,
Gokkusagr alabaligi, somon, tatli su cuprasi, kanal yaymn baligi ve levrek gibi kemikli
baliklarda yapilan ¢aligmalarda IGF'ler i¢in baglanma afinitesi ve 6zgiinliigii olan bir veya
daha fazla IGFBP serumda gozlenmistir (Wood ve ark, 2005; Schultz, 2015).

2.4.2. Insiilin Benzeri Biiyiime Faktor Reseptorii-1 (IGF-1R) ve Insiilin Benzeri Biiylime
Faktor Reseptoriu-2 (IGF-2R)

Insiilin benzeri bilyiime faktorleri etkilerini, hedef hiicre membraninda bulunan
reseptorleri araciligi ile gostermektedir. Baliklarda IGF'leri spesifik olarak taniyan dort
reseptor vardir; insulin reseptort (IR), IGF-1 reseptori (IGF-1R), IGF-2 reseptori (IGF-2R)
ve hibrit (IR/IGF-IR) reseptoridir. IGF-1R, insulin reseptorlerinden IR-A ve IR-B ile % 60
benzerlige sahiptir ve her iki reseptor tipi hiicre ici birgok molekiil ve sinyal yolagini ortaklasa
kullanmaktadir. IGF reseptorleri, IGF-1"e yiiksek afinite gosterirken, IGF-2’ye diisiik afinite
gostermektedir (Chauvigné ve ark, 2003d; Weil ve ark, 2003a).

Instilin benzeri bilytime faktor-1 reseptorii, yaklasik olarak 400 kDa molekiil agirhigmna
sahiptir. Bu reseptor 2a (125kDa) ve 2 (90kDa) alt birimlerini disiilfit kopriisii ile baglayan
heterotetramerik bir yapiya ve bir tirozin kinaz bdlgesine sahiptir. Alfa alt birimi hucre
disinda ve sisteinden zengin kisimlarmi igerirken, beta alt birimi membran {izerinde olup
tirozin kinaz aktivitesine sahiptir. Reseptoriin o alt birimi IGF-1’in taninmasi ve baglanmasi
islevini gerceklestirmektedir. Reseptoriin o alt birimine baglanan IGF-1, reseptorin Uc¢
boyutlu yapisinda bir degisiklik olusturarak 2a alt biriminin dimerizasyonuna neden olmakta
ve otoaktivasyonu meydana getirmektedir. Otoaktivasyon sonucunda transmembran trozin
kinaz aktif hale gelir ve B alt iinitesindeki tirozinlerin ve hiicre i¢i sinyal basamaklarinin
fosforillenmesi ile IGF-1’in metabolik etkileri olusmaktadir. Ayrica IGF-1R’nin aktivasyonu,
sadece IGF-1’in aktivitesini degil ayn1 zamanda IGF-2’nin biyolojik etkilerinin birgogunu
diizenledigi belirtilmistir. Bu yiizden IGF sisteminde IGF-1R, biyume ve metabolik olgularda

kritik 6neme sahip bir reseptordiir. Clinkii hiicre dongiisiinlin gergeklesmesi, farklilagsmasi ve
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gelisimi gibi durumlar1 kontrol edebilme o6zelligine sahiptir. Sonucta IGF'lerin mitojenik

etkisi IGF-1R etkisi ile olusmaktadir (Butler ve ark, 2003; Shoshana ve Martin, 2012).

—

IGF-2R IGF-1R IGF-1R/| [IR-A| [IR-B
IR-A/B

Sekil 8. Memelilerde insilin blylime faktor reseptorlerinin (IGFR) metabolik ve mitojenik
etkileri (Klement ve Fink, 2016).

Insiilin benzeri bilyiime faktor-1 reseptorinin, instlin reseptorleri (IR) ile birlikte GF-
1R/IR heterodimerleri olusturarak hibrid reseptorlerini meydana getirdigi ve birgok metabolik
olayda rol oynadigi ileri siriilmistiir. Bu hibrid reseptorlerin gerek insiline gerekse de
IGF’lere yiiksek affinite ile baglandigi, ancak IGF-1R’nin, IGF-1’1 insiilinden daha yiiksek
afinite ile bagladigi bildirilmistir. Hucresel dizeyde IGF-1R’nin biiyiimeden; IR’nin
metabolik enerji homeostazisinden sorumlu oldugu belirtilmistir. Ayn1 zamanda kas
hlcrelerinde IGF-1R miktarmin insiilin reseptorlerine (IR) gore ¢ok daha fazla oldugu
belirlenmistir.  Bu durum memelilerdeki durumun tam aksine, baliklarda insilin
reseptorlerinden daha ¢ok IGF-1'in kas yapisinin diizenlenmesinde rol oynadigini ortaya
koymaktadir (Chauvigné ve ark, 2003d; Holly ve Perks, 2012).

Insiilin benzeri biiyiime faktdr-2 reseptorinin, tek zincirli polipeptiddir ve ekstraselliiler
uzun zincir kisa transmembran kisim ile devam etmektedir. IGF-1"in aksine heterotetramik
yapiya sahip olmayan ve alt iiniteleri bulunmayan bir transmembran proteindir. IGF-1R’de
gorilen tirozin kinaz aktivitesi yoktur ve bu yiizden IGF-1R’den farkli yap1 géstermektedir.
IGF-2R’nin, IGF-2’ye baglanma 0zelliginin yani sira mannoz-6 fosfat reseptor gorevi
gordiigii de belirtilmektedir. Ayrica alabaliklarda IGF-2, memelilerde bilinen 1GF-2/mannoz-
6-fosfat-reseptoriine (IGF-2/M-6-PR) baglanan iki bdlgeden birinde bir aminoasit farki
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icerdigi bildirilmistir. IGF-2R, IGF alim ve yikiminda rol oynamasina ragmen reseptoriin
IGF’lerin metabolik faaliyetlerindeki rolli ise tam olarak saptanamamistir (Codina ve ark,
2008; Clayton ve ark, 2011; Klement ve Fink, 2016) (Sekil 8).

2.5. Baliklarda Stres Metabolizmasi

Insanlar dahil tiim memelilerde stres kavrami, uyaricilarin farkli oranlardaki uyarilarina
genel tepki olarak tanimlanmaktadir. Normal diizeylerin disinda farkli ¢evresel degisimlerin
etkisinden kaynaklanan enerji kazanci ve kaybi arasindaki denge stres kavrami olarak
adlandirilmaktadir. Wendelaar Bonga da (2011) stresi, omurgali organizmanin dinamik
dengesini degistiren i¢ veya dis kaynakli uyaricilarin sonucu olarak tanimlamistir. Genellikle
stres, organizmanin verdigi yanitin ortadan kalkmasi ile son bulmakta ve zamanla organizma
stres oncesindeki denge durumuna geri donebilmektedir. Uzun siiren stres faktorlerine karsi
organizma yeni bir biyolojik denge olusturarak adapte olmayi basarabilse de bu denge
durumu viicut i¢in her zaman faydali olmamaktadir.

Dogal ve kiiltiir ortamda yetistirilen baliklar ¢evresel faktorlerin (fiziksel, kimyasal,
biyolojik ve davranigsal faktorler) etkisiyle siirekli stres faktorlerine maruz kalmakta ve stres
faktorlerine karsi organizmada, akut ve kronik stres olusmaktadir. Akut stres, canlilarda ani ve
siddetli sok durumlar1 ile karakterize edilirken, kronik stres uzun zaman dilimlerinde devam
eden kesintisiz uyarim sonucu olusmaktadir. Akut veya kronik olabilen fiziksel, kimyasal,
biyolojik ve davranigsal faktorlere karsi baligin ortaya koydugu fizyolojik degisimlerin
toplam1 “stres cevabi” olarak kabul edilmektedir (Rottmann ve ark, 1992).

Stres faktorlerinin siddeti ve siiresi balik tarafindan bir stres cevabin verilip
verilmemesinin belirlenmesinde énemli rol oynamaktadir ve baliklarin sagliklari, biiyiimeleri,
tiremeleri ve hayatta kalmalan ile iligkilendirilmektedir. Stres vericinin kronik veya akut
yapist stres cevap olusturulmasinda farklilagsmalara neden olmaktadir. Stres cevabinin
olugmasi, organizmay1 tehditle veya giicliikle karsilasabilecek sekilde hazirlamaktir ve bu
nedenle homeostatiktir. Organizmanin mevcut stres vericiler karsisinda hayatta kalmasi i¢in
gereklidir; ancak durdurulamadiginda ve néroendokrin yolla organlari/organ sistemlerini
olumsuz etkilediginde tehlikelidir (Martinez ve ark, 2009).

Baliklarin stres kosullarinda daha fazla enerjiye ihtiyaci oldugu ve herhangi bir faktoriin
stres olusturucu faktor olarak nitelendirilebilmesi i¢in, canli agisindan bir enerji maliyetinin

olmasi1 gerekmektedir (Sekil 9).
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Kullanmilabilir
Enerji

Enerji Kaynag

Normal Bahklar Ureme Déneminde Bahiklar Stres Kosullarinda Bahiklar

Sekil 9. Normal veya stresli durumda baliklarin enerji harcama durumunun sematik gosterimi.
Normal kosullar altinda baliklar, bazal metabolizma disinda enerjinin ¢ogu biiylime
aktivitelerinde kullanilirken, tireme donemlerinde besinlerden elde edilen enerji biyime
yerine daha ¢ok lireme igin kullanilmaktadir. Stres faktorlerin ortadan kaldirilmasi ya da stres

yogunlugunun en aza indirilmesi verimliligin artmasina neden olmaktadir (Tort, 2011).

Kemikli baliklarda stres tepkileri, karasal omurgali canlilarla benzerlik gostermektedir.
Stres faktorleri altinda, baliklar birincil ve ikincil yanit olmak iizere birbirini takip eden iki
tepki mekanizmasi olusturur. Birincil yanit, baliklarda stres yanitinin bir pargasini olusturan
bir ndroendokrin/endokrin yanittir (Dai ve ark, 2015). Bu cevap, katekolaminler ve kortizol
gibi stres hormonlarinin dolasima hizli bir sekilde salinmasmi igerir. Ikincil yanit ise,
dolagima salman stres hormonlar1 tarafindan olusturulan ve stres ile iliskili ¢esitli
biyokimyasal ve fizyolojik durumlar igerir. Ikincil yanitlar genellikle, oksijen alimi, enerji
substratlariin mobilizasyonu ve hidromineral dengesinin kontrol etmektedir. Birincil yanit ve
ikincil yanit baliklarda stres cevabinin olusturulmasinda olduk¢a 6nemlidir. Bu yanitlar hem
hipofiz hem de adrenal bezlerde birlikte meydana gelmektedir (Aerts ve ark, 2015).

Herhangi bir stres vericinin bir ortamda hakim olmasi durumunda oncelikle bir stres
vericinin oldugu sinyali merkezi sinir sistemi ile beyine iletilmektedir. Beyin hipofiz bezini

harekete gegirerek hipofizin uygun hormonlari tiretmesi i¢in bobrekteki interrenal dokuyu
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uyarmaktadir. Bu uyar1 sonucunda glukokortikosteroitler (GS) ve katekolaminler
salgilanmaktadir. GS’ler hipofiz-interrenal aksinin son agsamasinda salgilanan bir hormondur.
Katekolaminler ise adrenalin dokusunun kromaffin hiicrelerinin sempatik olarak uyarilmasi
sonucunda sentezlenmektedir (Martinez ve ark, 2009). Boylece katekolaminler (adrenalin ve
epinefrin) kisa siirede glikojenez araciligiyla enerji saglama gorevini iistlenirken, GS’ler
glikojen, lipit ve protein katabolizmasini uyararak enerji saglama gorevini tistlenmektedir. Bu
hormonlar, organizmanin homeostazisini korurken cevresel bir degisime veya olumsuz bir
duruma kars1 toleransini arttirmaktadir (Lowe ve Davison, 2005; Ogiit, 2005).

Baliklarda stres tepkisine neden olabilecek faktorler asagidaki gibi gruplandirilmaktadir
(Van Ham, 2003; Ogiit, 2005; Tort, 2011).

Tablo 2. Baliklarda stres cevabi olusturan fiziksel, kimyasal, biyolojik ve balik¢ilik
yonetiminden kaynaklanan stres faktorleri.

Bahkelhk
Fiziksel stres Kimyasal stres Biyolojik stres faktorleri ybnetiminden
faktorleri faktorleri kaynaklanan

stres faktorleri

Sicaklik Diisiik ¢6ziinmiis O Yas ve Cinsiyet Bakim
Fotoperiyot Optimal olmayan pH Genetik gecmis Temizlik
Ses Kirlilik Stok yogunlugu Sayim

(Toplanma ve kalabalik)

Coziinmiis flac ve kimyasal Diger balik tiirleri Transfer
gazlar kullanim (Baskici, alan muhafazasi, yer

ihtiyaci, rekabet)

Cevresel Diyet icerikleri Mikro canlilar ve makro canlilar Hastalik tedavisi
tuzluluk (Patojenik olan veya olmayan

canl tiirleri)

Bazi serum metabolitleri, stres kosullar1 altinda baliklarin fizyolojik durumlarim
degerlendirmek i¢in kullanilmaktadir. Serum endokrin hormonlarin 6l¢iimii ile stresin direkt

olarak Ol¢iimii gerceklestirilir. Ayn1 zamanda stres cevabindan sonra kan ve dokularda olusan
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fizyolojik degisimlerin (ikincil) tespiti ile karsilasilan stresin seviyesi hakkinda fikir sahibi
olunabilmektedir. Serumda doku veya organ zararinin gostergesi olan enzimlerin tespiti ve
kanda glikoz seviyesi 6lcimi ile hormonal aktivitenin indirek gostergesi olarak stres etkisi
belirlenmektedir. Ozellikle serum Kkortizol hormonu ve glikoz metabolitleri baliklarda stres
indikatorii olarak goérev yapmaktadir. Ayrica bir¢ok arastirmact stresin baliklarda serum
kortizol ve glikoz seviyelerini artirdigini1 "kural olarak” degerlendirmektedir (Peterson ve
Small, 2004; Martinez ve ark, 2009; Arnason ve ark, 2013; Madison ve ark, 2015).

2.5.1. Kortizol Hormonu

Kortizol, adrenal korteksin zona fasikulata ve retikiilaris tabakasinda vicudun strese
gosterdigi tepkiyle iliskili olarak salgilanan bir kortikosteroid hormondur. Tiim steroid
hormonlar gibi kortizolde 21 C’lu kolesterolden sentezlenmektedir. Yapisinda (¢ tane 6
karbonlu siklohekzan halkasinin olusturdugu fenantren halkasi ile bir tane 5 karbonlu
siklopentan halkasinin yer aldigi siklopentanoperhidrofenantren halka sistemi bulunmaktadir.
Kolesterolden kortizol sentezinin bir kismi mitokondride gergeklesirken bir kismi
endoplazmik retikulum organelinde gerc¢eklesmektedir. Steroid hormonlarin sentezinde ilk
basamak kolesteroliin mitokondri iginde kolesterol desmolaz etkisi ile yan zincirdeki 6 karbon
atomunu kaybedip pregnanolona doniigsmesidir (Fiirtbauer ve Heistermann, 2016).

Pregnenolon, ilk olarak endoplazmik retikulumda 17a-hidroksilaz ve 17/20-desmolaz
aktivitesine sahip P450-C17 enzim sistemiyle 17-OH-pregnenolona, sonra 3p-hidroksisteroid
dehidrogenaz ve A®-ketosteroid izomeraz ile 17-OH-progesteron sentezlenmektedir. Sentez
edilen 17-OH-progesteron, endoplazmik retikulumda 21-hidroksilaz aktivitesine sahip P450-
C21 enziminin etkisi ile 11-deoksikortizole doniisiir ve son basamakta 11-deoksikortizolden,
mitokondride 11B- hidroksilaz aktivitesine sahip P450-C11 etkisi ile kortizol hormonu
olugsmaktadir. Kortizol, 11 beta hidroksisteroid dehidrogenaz (11beta-HSD) tip 2 enzimi ile
kortizona doniismektedir (Esmer ve Akbayir, 2012) (Sekil 10).
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Sekil 10. Memelilerde kortizol hormonu sentez yolu (Esmer ve Akbayir, 2012).

Adrenal korteksten salgilanan hormonlarin yarisini olusturan kortizoliin, yaklasik %
90’tan fazlasi plazma proteinlerine bagli olarak tasinmaktadir. Bu plazma proteinleri kortizol
baglayict globulin (KBG), alblimin ve al asit glikoproteindir. Geriye kalan kortizolin %
10’luk kismi dolagimda serbest halde bulunur ve biyolojik olarak aktif olan kisimdir. Stres
faktorlerine maruz kalindiginda kortizol salinimi ¢ok yiiksek oldugu icin ilk olarak KBG
kortizolii baglar ve geri kalan baglanamayan kortizolleri baglamak i¢in de organizmada her
zaman yeterli miktarda albiimin bulunmaktadir. Alblimin, KBG’ye gére daha diisiik afiniteyle
daha fazla kortizol baglar ve KBG baglama kapasitesi doygunluga ulasinca albumine
baglanma orani artmaktadir. Baglanma miktar1 ve metabolik inaktive edilme hiz1 kortizoliin
plazma yar1 dmriinii belirlemektedir. Bagli durumda steroidler inaktif haldedir ve bu durum
metabolik klirensi geciktirir ve boylece dolasimdaki kortizol havuzu saglanmis olur ve plazma
serbest kortizolu epizodik dalgalanmalardan korunur (Greenspan ve Gardner, 2004).

Yagda ¢oziinme 6zelligi olan kortizol hiicre zarindan kolayca diffiize olur ve etkilerini
intrasellller reseptorlerine baglanarak gostermektedir. Bu reseptorlerden biri glukokortikoid
reseptoriiyken, diger reseptor ise mineral kortikoid reseptoridir. Her iki reseptor de
stoplazma icerisinde inaktif halde bulunur ve ilk olarak glukokortikoid reseptéri niikleusa
girerek glukokortikoid’e baglanarak aktiflesmektedir. Aktive olan hormon-reseptor
kompleksi, glukokortikoid sentezleyen genlerin promoter bdlgeleriyle etkilesir ve DNA’ya

baglanarak dogrudan transkripsiyonu artirict veya azaltici etkiler gosterir. Ayrica
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glukokortikoidler dogrudan DNA’ya baglanmadan protein transkripsiyonu ile de etkilerini
gOstermektedir (Girod ve Brotman, 2004).

2.5.1.1. Kortizol hormon sekresyonunun diizenlenmesi

Kortizol hormonu, hipotalamus-hipofiz-adrenal (HPA) eksende hipotalamik
kortikotropin salgilatict faktoriin (CRH) kontroli altinda Adrenokortikotropik Hormonu
(ACTH) tarafindan sentezlenmektedir. Baliklar stres kosullarina maruz kaldiginda, santral
sinir sistemi stres ile ilgili noérolojik ya da hormonal uyarilart hipotalamusa goénderir.
Uyarilara kars1 hipotalamustan CRH serbest kalir. Hipotalamustaki paraventrikiler niikleustan
salgilanan CRH, 41 aminoasitten olusan peptid yapida bir hormondur. Organizmanin hiicre ve
dokularinda gozlenen hipoksi, hipoglisemi, yiiksek sicaklik, nekroz ve toksisite gibi
durumlarin sonucunda ortaya ¢ikan stresler norosekretor hiicreleri uyarir ve CRH salinimi
artar. CRH’ler parakrin etki gostererek hipofizer portal dolasim yoluyla 6n hipofize ulasir ve
kortikotrop hiicrelere etki ederek ACTH salgilanmasina neden olur. Sentezlenen ACTH,
adrenal kortikal steroid sentezini, kolesteroliin adrenal kortikal hiicrelere girisini, depolanmis
kolesterol esterlerinin hidrolizini ve kolesteroliin yan zincirinin koparilmasi sonucunda
pregnenolon olusumunu hizlandirarak kortizol sentezini gerceklestirir. ACTH asir1
salindiginda serum Kortizol dizeyi yukselir ve yiksek kortizol dlzeyleri, hipotalamus ve
hipofizi negatif feed back mekanizmasi ile uyararak ACTH salimimini engeller. Serum
kortizol diizeyi diisiik oldugunda ise kortikotropin salgilatict hormon saliniminda bir artis
gorilur. Aym1 zamanda serum kortizol diizeyi azaldiginda ACTH diizeyi yiikselirken,
plazmada kortizol diizeyi yiikseldiginde ise ACTH diizeyi azalmaktadir. Boylece ACTH
salinimi dolagimdaki kortizoliin geri bildirim mekanizmasi ile kontrol edilmektedir (Onat ve

ark, 2006; Martinez ve ark, 2009; Kulkarni ve ark, 2016) (Sekil 11).
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Sekil 11. Kortizol hormonunun feedback dizenlenmesi (Kulkarni ve ark, 2016).

Serum kortizol sekresyonunu ayarlayan i¢ ve dis faktorler bulunmaktadir. Serum
kortizol dlizeyinin sicaklik, yas, beslenme, beslenme sonras1 durum, cinsiyet, yetisme alanlari
ve mevsim gibi bir¢ok faktorden etkilendigi rapor edilmistir (Pottinger ve ark, 2003). Strese
kars1 olusan yeterli kortizol diizeyi konak immun yaniti ve homeostazi saglar. Organizma
herhangi bir stres durumu ile karsilastiginda once hipotalamustan CRH salgisi artar ve
sirastyla hipofizden ACTH salgisin1 uyarir ve ACTH’da adrenalden kortizol salgilanmasini
gerceklestirir. Stres etkeni ortadan kalkinca, asirt uyarilmishik durumu normale doner ve
kortizol, hipotalamustan salgilanan CRH ve hipofizden salgilanan ACTH’y1 kisitlar. Stres
cevabinin olusturulmasinda kortizoliin salgis1 katekolaminlerden daha yavastir ancak etkileri
daha uzundur ve homeostaziyi saglamak i¢cin mineral ve glukokortikoid aktivasyonlarini

duzenler (Martinez ve ark, 2009; Flrtbauer ve Heistermann, 2016).

2.5.1.2. Kortizol hormonunun fizyolojik etkileri

Kortizoliin organ sistemleri ve metabolizma {izerinde bir¢ok etkisi bulunmaktadir. Stvi
elektrolit dengesi, kan basincinin devamliligl, enerji metabolizmasi, stres yaniti, iskelet

sistemi ve bag doku gelisimi, hiicresel ¢ogalma ve farklilasma gibi bir¢ok yasamsal olayin
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dizenlenmesinde de kortizol 6nemli rol oynamaktadir. Kortizolin GLUT-4 reseptorleri
vasitasiyla glikoz alimini azalttigi ve boylece insiiline zit etkili ¢alisarak glukagon hormonu
gibi kan sekerini arttiric1 etki gosterdigi ileri sirtilmektedir (Mert, 2009).

Kortizolun en 6nemli etkisi glikojen depolanmasi ve glukoneojenezdir. Bunu da protein,
yag ve karbonhidrat molekiillerinin yapim ve yikimini es gidimli bir bigimde
gerceklestirerek glikoz iiretimini arttiracak sekilde diizenlemektedir. Ozellikle karaciger
disindaki dokulardan aminoasitlerin serbest hale gecerck hiicre disi siviya ve seruma
gecmesine neden olmaktadir. Boylece aminoasitlerin hiicre dis1 sividan karaciger hiicrelerine
tasinimint saglamakta ve karacigerde fosfoenol piruvat karboksikinaz ve glikoz-6 fosfataz
gibi enzimleri uyararak glukoneogenezi artirmaktadir ve organizmanin tim hicrelerinde
glikoz kullanma hizin1 disiirmektedir. Ayn1 zamanda karacigerde glikojen sentaz enzim
aktivitesini arttirarak glikojen sentezini ger¢eklestirmektedir (Sozbilir ve Baysu, 2008).

Bu hormon kas doku (izerinde katabolik etkiler gostermektedir. Ozellikle organizmada
hiicre onarimi, doku biiylimesi ve gelisimi, enerji metabolizmasi i¢in hiicre ve plazmada
aminoasitlerin bulunmasi gerekmektedir. Bu hormon kaslardaki protein yikimini arttirip, yeni
protein sentezini baskilayarak; karacigerde glikoz sentezi igin plazmaya amino asit
saglamaktadir. Ayrica karacigerde aminoasitlerin glikoza dontisiimiinii gergeklestiren alanin
transaminaz, tirozin transaminaz ve triptofan pirolaz gibi enzimlerin dlzeylerini de
artirmaktadir. Boylece kortizol, plazmada belirli diizeyde artmis durumda hazir aminoasit
bulunmasini saglamaktadir. Diger taraftan yogun Kkortizol etkisi ile surekli gergeklesen protein
katabolizmas1 ve artan plazma aminoasitlerin karacigerde glikoza doniisiimleri; karaciger
disindaki dokularda aminoasit miktarlarini ve protein depolarini azaltmaktadir. Bu durumda;
onemli miktarda protein kaybi doku hasarlarina ve ¢izgili kaslarda kayiplara neden
olmaktadir. Ayni sekilde kortizoliin, ¢izgili ve kalp kas1 aktivitesini ve kasilmasini korudugu,
miyokardiyal Na+, K+- ATPaz ve P-adrenerjik reseptorlerini arttirdigi, ancak yiiksek
kortizollin kas kitlesinde ve kas kuvvetinde azalmaya neden oldugu, kas protein sentezini
azalttig1 ve kas metabolizmasini arttirdig1 rapor edilmistir (Madison ve ark, 2015).

Kas disinda yag dokudan yag asitlerini harekete gegirerek plazma serbest yag asit
konsantrasyonunu arttirmakta ve hiicrelerde yag asitlerinin oksidasyonunu yiikseltmektedir.
Kortizoliin asir1 sentezlenmesi, lipolizi uyararak hiperlipidemiye neden olmakta ve canlinin
bazi bolgelerinde yag birikimine neden olabilmektedir. Kortizolin bu etkilerinin disinda,
osteoblast fonksiyonunu baskilayarak, yeni kemik olusumunu azalttigi gosterilmistir
(Karadag, 2010).
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2.6. Real Time PCR

Revers-Transkriptaz Polimeraz Zincir Reaksiyonu (RT-PCR), hiicrelerden izole edilen
RNA molekdllerinin revers transkriptaz enzimi (RT) ile komplementer DNA’ya (cDNA)
sentezini gerceklestiren, PCR uygulamalarinda optimum performansa ulasabilmek igin
gelistirilmis bir yontemdir. Bu yontem, az sayidaki hiicreden aymi anda fazla miktarda
RNA’nin analizini olas1 kilmaktadir. Ayrica hiicresel bir RNA 6rnegindeki tiim mRNA’lardan
PCR yoluyla cDNA kitapliklarinin olusturulmasi i¢in de uygun bir yontemdir. Bu yiizden RT-
PCR, mRNA miktarinin belirlenmesi ile RNA diizeyinde gen anlatim1 ¢aligmalarinda yaygin
olarak kullanilmaktadir (Edwards ve Saunders, 2009).

RT-PCR’da, iiriinlerin analizi reaksiyon sirasinda yapildigi i¢cin, DNA bantlarinin mor
Otesi 151k altinda goriintiilenmesi ve agaroz jel elektroforezi gibi farkli islemlerin
uygulanmasina gerek duyulmamaktadir. Uriinlerin niteliksel ve sayisal analizlerinde, diziye
0zglin olmayan floresan boyalardan ya da diziye 6zgiin problardan yararlanilmaktadir. DNA
sarmalina baglanan 6zel boyalar 1s51ma yaparak iiriin miktarin1 géstermektedir. RNA ve DNA
ornekleri, kantitatif olarak kisa siirede analiz edilirken, ¢ok sayida ornekle oldukga diisiik
kontaminasyon riskiyle giivenle calisilabilmektedir. Hizli olmasinin yani sira duyarliligi ve

ozgilligi yiiksek bir yontemdir (David ve ark, 2019).

2.6.1. Real Time PCR’da Kullanilan Metodlar

Higuchi ve ark (1993), PCR {iriinlerinin olusumunu izleyen bir sistem gelistirmislerdir.
Bu sistemin temeli, 1s1sal dongii cihazinda gergeklesen her PCR reaksiyonlarinin ethidyum
ilavesi yaparak, elde edilen floresansin bilgisayar destekli bir kamera ile saptanmasina
dayanmaktaydi. PCR isleminde ¢ogalan ¢ift iplikli DNA miktarinin artmasi dongii sayisi ile
dogru orantili olarak sinyali de arttirdigindan sistem PCR iiriiniiniin kantitatif olarak
degerlendirilmesini miimkiin kilmaktaydi. Higuchi ve ark (1993) bu sistemde, ilk kez RT-
PCR deneyini enterkalator ethidyum bromiir boyasi kullanarak 1993 yilinda yayimlamislardr.

Enterkalator boyalardan bir digeri SYBR Green, etidyum bromid gibi ¢ift zincirli
DNA’ya baglanarak floresan emisyonunda artisa neden olmaktadir. SYBR Green, serbest
formda tespit edilemeyen miktarda diisiik floresan verirken, ¢ift zincirli DNA’ya
baglandiginda ise yiiksek miktarda floresan emisyonu vermektedir ve ¢ift iplikli DNA’ya
baglanma Ozelliginden dolayr gilinlimiizde RT-PCR uygulamalarinda yaygin olarak

kullanilmaktadir. Aym1 zamanda SYBR Greenin en 6nemli avantaji herhangi bir primer
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ciftiyle calisabilmesi ve problardaki gibi sentez ve dizayna ihtiya¢ duymamasidir. Bu 6zelligi
ile ¢alisma maliyetini oldukga diisiirmektedir. Ancak, PCR reaksiyonunda olusmasi muhtemel
olan primer dimerleri ve hedefe 6zgilin olmayan ¢ogaltim iirlinleri gibi istenmeyen cift iplikli
yapilara enterkalatér boyalarin baglanma 6zelliginin olmasi nedeniyle sinyallerde artis olmast
en onemli dezavantaji olusturmaktadir. Iyi diizenlenmis primerler ve dogru bolgelere
baglanan problar, primer dimerlerini ya da hedefe 6zgiin olmayan ¢ogaltim fiiriinleri gibi
istenmeyen c¢ift iplikli yapilara enterkalator boyalarin baglanmasini 6nleyerek bu dezavantajh
durumu ortadan kaldirmaktadir. Ayn1 sekilde bu dezavantajli durum; her PCR 6l¢iimi icin bir
veya daha fazla sayida floresan probun sentez ve dizayni gerektiren, floresan rezonans enerji
transferi (FRET) teknolojisinin kullanildigi farkli bir teknigi ortaya ¢ikarmistir. Bu teknikte
TagMan veya hidroliz prob, molekuler beacon prob, scorpion prob ve hibridizasyon prob gibi
farkli problar kullanilmaktadir (Ginel, 2009; David ve ark, 2019).

Hicrelerde mMRNA diizeyleri tespit edilecek ise, ters transkriptaz PCR kullanilmaktadir.
Ik olarak RNA molekiillerinden ters transkriptaz ya da bir primer yardimi ile cDNA sentezi
gerceklesmektedir. cDNA sentez reaksiyonlarinda oligo (dT) primerler veya gen spesifik
primerler (GSP), random-hegzamer primerler ve sentez icin ters transkriptaz enzimleri
kullanilmaktadir. Olusan RNA/cDNA heterodubleksi RNAaz aktivitesi ile par¢alanmakta ve
CDNA tek iplikgige doniismektedir. Kullanilan primerler baglanma sicakliginda cDNA’daki
hedef diziye baglanir ve Taq DNA polimeraz enzimi ile uzama iglemi baglatilir. Bu siklus

sonunda milyonlarca mRNA sentezlenir (McPherson ve Simon, 2006).
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Gereg

Arastirmada kullanilan balik materyali Aydin’in Cine ilgesinde bulunan dogal ortamda
balik yetistiren 6zel alabalik tretim tesisinden temin edildi. Calismada farkli donemlere ait
50-1000 gr agirliginda 40 adet gokkusagi alabaligi (Oncorhynchus mykiss) kullanilda.
Alabaliklar 10’ar &rnekten olusan 4 gruba ayrildi (Tablo 2). Orneklerin almmas: sirasinda
ocak doneminde su sicakligr 18 °C, temmuz doneminde ise 27 °C 6lg¢lldl. Analiz sonuglarini
etkileyebilecek diurnal degisiklikleri en aza indirmek igin Ornekler saat 12:30’ta alindi.
Baliklarin kas ornekleri, dorsal yiizge¢ ile yan ¢izgi arasinda kalan kas dokusundan ortalama
I’er g’lik alindi. Karaciger ve kas dokusu temin edildikten sonra sivi azotta hemen
dondurularak, analiz yapilincaya kadar -80 °C’de muhafaza edildi. Calismaya baslamadan
once Aydm Adnan Menderes Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik kurulundan
09/10/2014 tarih ve 2014/140 sayil1 etik kurul karari ile onay alindi.

Kuyruk venasindan kan alinmasi sirasinda baliklar, 1/20.000 konsantrasyonda
quinaldine ile anestezi edildi ve anestezi sonrasi 1slak bir havlu ile tespit edilen baliklarin
kaudal (kuyruk) venasindan enjektor ile girilerek steril tlplere 2 - 2,5 ml kan alindi. Kan alma
islemi en gec 45 sn de tamamlandi. Calismada analizler Aydin Adnan Menderes Universitesi

Veteriner Fakultesi Biyokimya Anabilim Dali laboratuvarlarinda gergeklestirildi.

Tablo 3. Caligmada kullanilan 6rnekler ve gruplari.

1. GRUP 2. GRUP 3. GRUP 4. GRUP

Ocak Donemi Ocak Dénemi  Temmuz D6nemi  Temmuz Dénemi
Yavru Alabalik Ergin Alabalik Yavru Alabalik Ergin Alabalik

n: 10 n: 10 n: 10 n: 10

50 - 100 gr 600 - 1000 gr 50 - 100 gr 600 - 1000 gr
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3.1.1. Kullanilan Cihazlar

Calismalar sirasinda Aydin  Adnan Menderes Universitesi  Veteriner Fakiiltesi
Biyokimya Anabilim Dal1 laboratuvarlarinda bulunan Distile su cihazi (Millipore), Masa Ustl
mini santriftj (Mini star), Santrifij (Nive Model:NF800R), Santrifij (Hettich Model: Mikro
20), Manyetik karistirici (Are-Velpscientifica), Vorteks (Yellowline Model: 1KA-290),
Scaltec elektronik analitik terazi (Model:SBC31), Etiv (Memmert Model: UM40), Otoklav
(Hirayama Model:HVES0), pH metre (Hanna Model: pH211), Gii¢ kaynag1 (BioRad Model:
PowerPac 300), Mikrodalga firin (Altes), Hot block (Eppendorf Model: Thermomixer),
DeepFreez (-86) 490 Lt (Nuarie Model: NU6617W35), 4 °C buzdolab: (Indesit), Multiscango
spektrofotometre (Thermoscientific-ThermoFisher), ELISA okuyucusu (Optic Ivymen
System 2100-C), PCR kabini (Nlve), Applied Biosystems PCR cihazi (2720 ThermalCycler),
Lightcycler Nano Real Time PCR cihazi (Roche Mini 32°1i), Goriinttileme ve analiz sistemi
(UVP EC3 Imaging System Chemi HR 410), Otomatik pipetler (2-20 ul, 20-200 pl, 100-1000
ul, cok kanall1 pipet) (Isolab&finnpipette) kullanildi.

3.1.2. Kullamilan Kimyasal Maddeler

Analizler sirasinda; serum glikoz tayini kolorometrik yodntem ile belirlenirken, serum
bilylime hormon tayini icin Bilyime Hormon (GH) ELISA Kiti (Fish Growth Hormone
ELISA Kit, Cusabio, CSB-E12121Fh, Cin), serum kortizol tayini i¢in Kortizol (COR) Elisa
Kiti (Fish Cortisol ELISA Kit, Bioassay Technology Laboratory, E0014F1, Cin), Total RNA
analizi icin RNA izolasyon kiti (High Pure RNA Isolation Kit, Roche, Version 09, 12 033 674
001, Almanya), cDNA sentez kiti (Transcriptor High Fidelity cDNA Synthese kit, Roche,
Version 06, 04 896 866 001, Almanya), PCR kiti (Fast Start Essential DNA Green Master kit,
Roche, Version 13, 04 707 516 001, Almanya) kullanildi.

3.1.3. Primerler

Gen materyali olarak RNA, primer olarak ise fishIGF-1, fishIGF-2, fishGHR genleri ve
fishBeta-actine (f-actin) spesifik primerler kullanildi. Karaciger ve kas dokularinda balik
fishiIGF-1, fishIGF-2, fishGHR ve fishg-actin genleri internet ortamindaki gen bankasi
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) kullanilarak segildi. Balik fishIGF-1 geni NM_001124696
kod numarali, fishIGF-2 geni NM_001124697 kod numarali, fishGHR NM_001124731 kod
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numarali ve fishg-actin geni NM_001124235 kod numarali mRNA verilerinin baz dizilimleri
degerlendirmeye alindi ve olusturulan primerlerin ilgili bolgeye spesifiklikleri
(http://www.ncbi.nim.nih.gov/BLAST/) kontrol edilerek belirlendi. Bu ¢alismada kullanilan

genlere ait primerler Tablo 3’de verilmistir.

Tablo 4. qRT-PCR igin kullanilan primer dizileri.

Primer Sekans (Baz dizisi) (5°—3’) Primer mMRNA
GEN U 45 (5 Baz Dizisi S';'lg ?l's Eef;;ar’zl
(F: Forward/ileri, R: Reverse/Geri) Uzunlugu "
F  GTGACATTGCCTGCATCTTATC
IGF-1 R CTGGAAGAAATGACCGCTAGA LRy R
F  ACTCTTGCGCTCTCTCTTTCAT
IGF-2 R CCGCTAAGGATCCACCTAAAT 1148bp NM_001124697
F  TTCGAGGCAGGAGAATCATCA
GHR R CCCACTAAAGAGTCCCGATTTC 2822bp NM_001124731
_ F  GATCTGGCATCACACCTTCTAC
p-Actin R TCTTCTCCCTGTTGGCTTTG 1958bp NM_001124235
3.2. Yontem

3.2.1. Glikoz Tayini

Serum glikoz seviyeleri, glikoz oksidaz enzim aktivitesinin kolorimetrik olarak
Olgllmesi ile belirlendi (Tietz, 1994).

Analiz prensibi:

Glikoz oksidaz enzimi, suda erimis molekiiler oksijeni kullanarak glikozdan glukonik
asit ve hidrojen peroksiti (H202) olusturur. Olusan hidrojen peroksit (H202), fenol ve ampiron
gibi maddelerler peroksidaz enzimi varliginda reaksiyona girerek renkli bir kompleks
olusturur. Rengin siddeti, ortamdaki glikoz miktar1 ile dogru orantilidir. Olgiim kolorimetrik

olarak yapilir.
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Reaktifler:

1- Enzim Tampon Reaktifi (Glukoz oksidaz, Hidrojen peroksidaz, 4- Aminoantipyrine, pH:

6,5 fosfat tamponu, Fenol).

Analiz prosediri:

1. Numune, standart ve kor tiplerine 1’er ml enzim-kromogen reaktifinden eklendi.

2. Reaktifler eklendikten sonra numune tuplerine serumdan 10 pl eklenerek karistirildi.
3. Ayni sekilde standart tiplere 10 pl hazirlanan glikoz standartlarindan eklendi.

4. Blank tupune ise sadece 10 pl distile su eklendi.

5. Hazirlanan tlipler 10 dk oda sicakliginda inkube edildi.

6.Numune ve standartlarin her biri kore kars1i 540 nm dalga boyunda UV

spektrofotometresinde (Shimadzu UV-1601, Avustralya) okundu.

Glikoz diizeyinin belirlenmesi:

Numunenin absorbans / Standartin absorbans X Standartin konstrasyon = Glikoz (mg/100 ml)
(Glikoz standart = 100 mg/dl)

3.2.2. Kortizol Hormon Tayini

Serum Kkortizol analizi, ticari ELISA kiti (Fish Cortisol ELISA Kit, Bioassay
Technology Laboratory, EO014F1) kullanilarak gerceklestirildi.

Analiz prensibi:

Kortizol analiz kiti, biyolojik orneklerdeki stres dizeylerinin kantitatif olcimu igin
kullanilan bir biyoanaliz aragtir. Kortizol antikoru bagli olan kuyucuklara, numuneler,
streptavidin-HRP, biyotinle isaretlenmis anti kortizol antikorlar ve renk gelisim siirecini
baslatacak olan reaksiyon baslatic1 soliisyonlar karistirildi. Kisa bir inkiibasyondan sonra

durdurma soliisyonlar1 da eklendi ve hem ornekler hem de standartlar ELISA okuyucusunda
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okundu. Bilinmeyen numunelerdeki kortizol igerigi, daha oOnceden belirlenmis kortizol

standart egrisi ile karsilastirilarak tespit edildi (Sekil 12).

Analiz prosediri:

1. Once seri seyreltmeler yapilarak standartlar hazirlandi.

2. ELISA plakalarindaki standart kuyucuklarina 50 pl Standart ve 50 ul Streptavidin-HRP
eklendi.

3. Numune kuyucuklarina sirasiyla 40 pl serum, 10 pl COR antikoru ve 50 pl Streptavidin-
HRP ilave edilerek karistirildiktan sonra 37 °C’de 60 dakika karanlikta inkiibe edildi.

4. Inkiibasyon sonrasi her kuyucuk hazirlanan 250 pl 1X Yikama soliisyonu (1:30, v/v) ile 30

saniye araliklarla 5 kez yikandi.

5. Yikama islemi ardindan her bir kuyucuga sirasiyla 50 pl Soliisyon A ve 50 ul Solisyon B
eklenerek renk gelisimi i¢in 37 °C’de 10 dakika karanlikta inkibe edildi.

6. Daha sonra her bir kuyucuga 50 pl Durdurma Soliisyonu eklenerek plaka karigtirildi ve 10
dakika icinde 450 nm dalga boyunda ELISA okuyucusunda plate okunarak absorbanslari
belirlendi.

Kortizol hormonu standartinin degisik konsantrasyonlari (7,5 - 240 ng/ml) ile hazirlanan
standart egrisinden faydalanilarak kortizol seviyeleri serum igin UM olarak hesaplandi. Serum

kortizol degerlerine ait standart egrisi Sekil 12°de gosterilmistir.
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Sekil 12. Serum kortizol hormon standart egrisi (R? = 0,997, R Belirleme katsayist).
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3.2.3. Buyume Hormon Tayini

Serumda buyime hormon analizi, ticari ELISA kiti (Fish growth hormone ELISA Kit,
Cusabio, CSB-E12121Fh) kullanilarak gergeklestirildi.

Analiz prensibi:

Buyume hormonuna 6zgu bir antikor ile kapli olan kuyulara standartlar ve numuneler
Biotin konjuge GH ile birlikte absorbe ettirildi. Absorbsiyon sonrasi numunelerde bulunan
GH icerikleri ile Biotin konjuge GH icerikleri, kuyucuklarda kapl1 olarak bulunan spesifik GH
antikorlarina baglanmak icin rekabet ederler. Numunelerdeki GH miktar1 ne kadar fazla
olursa, Biotin ile konjiige edilmis GH'lar kuyucuklarda bagli olan spesifik antikora daha az
baglanirlar. Ikincil bir antikor olan HRP ile Substrat soliisyonu kuyulara eklenir ve renk
degisimi numunedeki GH miktarinin tersine gelisti. Kuyucuklara durdurma soliisyonu da
konularak renk gelisimi durduruldu ve rengin yogunlugu 6l¢iildu. Bilinmeyen numunelerdeki
GH igerigi, daha 6nceden belirlenmis GH standart egrisi ile karsilastirilarak tespit edildi
(Sekil 13).

Analiz prosediri:

1. Ik olarak ELISA plakasinda higbir soliisyonun olmadig bir kér kuyucugu belirlendi.

2. Daha sonra ELISA plakalarindaki standart kuyucuklarina 50 pl hazir standart

soliisyonlarmdan, numune kuyucuklarina da 50 pl serum érneklerinden eklendi.

3. Kor kuyucugu hari¢ her kuyucuga 50 pl GH-Biotin konjugati eklendi ve karistirilarak
37 °C’de inkiibe edildi.

4. Inkiibasyon sonrasi her kuyucuga 200 pl 1X Yikama solUsyonu (1:20, v/v) eklenecek
sekilde 3 kez yikand1 ve 2 kez tekrarlandi. Her yikamadan Once 10 saniye kuyucuklarda

yikama solusyonu bekletildi.

5. Yikama sonrasi kOr kuyusu hari¢ standart ve numune kuyucuklarina HRP-avidin eklenerek
karistirildi ve 37 °C’de 30 dakika inkibe edildi.

6. Yine inkiibasyon sonrasi her kuyucuga 200 pl 1X Yikama soliisyonu (1:20, v/v) eklenecek
sekilde 3 kez yikand1 ve 2 kez tekrarlandi. Her yikamadan once 10 saniye kuyucuklarda
yikama solusyonu bekletildi.
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7. Yikama sonrasi her kuyucuga sirastyla 50 pl Substrat A ve 50 pl Substrat B ilave edilerek
karigtirildi ve 37 °C’de 15 dakika karanlikta inkiibe edildi.

8. Inkiibasyon sonras1 her kuyucuga 50 pl durdurma soliisyonu eklendi ve karistirildi.
9. Durdurma soltsyonu ile kuyucuklarda olusan rengin maviden sariya doniistiigi goruldi.

10. 10 dakika iginde 450 nm’de ELISA okuyucusunda plate okunarak absorbanslari

belirlendi.

Buylme hormonu standartinin degisik konsantrasyonlar1 (312,5 - 5000 pg/ml) ile
hazirlanan standart egrisinden faydalanilarak biiyiime hormon seviyeleri serum igin pM
olarak hesaplandi. “4 PL curve analysis” kullanilarak olusturulan biiylime hormon standart

egrisi sekil Sekil 13’de gosterilmistir.
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Sekil 13. “4 PL curve analysis” kullanilarak olusturulan biiylime hormon standart egrisi

(R?=0,989, R2: Belirleme katsayisi).

3.2.4. Total RNA Izolasyonu

Total RNA izolasyonu icin steril sartlarda yavru ve ergin baliklarin karaciger dokulari,
dorsal ylizge¢ ile yan ¢izgi arasinda kalan kisimdan da kas dokulari alindi. RNA
izolasyonunda High Pure RNA Isolation Kit (Roche, Version 09, 12 033 674 001)
kullanilarak RNA izolasyonu yapildi.
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Analiz prosediiri:

1. Dokular 20 - 25 mg’lik kiigiik pargalara ayrilarak steril 2 ml’lik ependorf tiipline aktarildi
ve daha sonra uzerine 400 pl Lysis Binding Buffer ilave edilerek pipetaj yapildi.

2. Tipiin igerisine 5 mm’lik 2 adet ¢elik boncuk (Qlagen Cat N0:69989) konularak Uzerine
100 pl PBS eklendi ve TissueLyser LT de 40 Hz’de 5 dakika siireyle parcalandi.

3. lyice parcalanan doku &rneklerinin iginden ¢elik boncuklar cikartilarak 13000 g’de 3
dakika santrifiij islemi gergeklestirildi ve sonraki adimlar i¢in siipernatantlar steril ependorf

tiplerine aktarildi.

4. Ependorf tliplerdeki stpernatantlar Gzerine 200 pl absolute etanol ilave edildi ve 15 saniye

vorteks yapildi.

5. Vortek sonrasi ornekler filtreli tiiplere aktarilarak 13000 g’de 3 dakika santrifuj edildi ve

daha sonra tizerine 90 pl DNase inkiibasyon buffer + 10 pul DNase karigimi eklendikten sonra
15 dakika inkube edildi.

6. Uzerine 500 pul 1. yikama soliisyonu eklendi ve 8000 g’de 3 dakika santrifj edildi.

7. Santriflij sonrasi tiipteki sivi atildi ve filtreye 500 pl 2. yikama soliisyonu eklenerek 8000
g’de 3 dakika santrifiijlendi.

8. Tekrar tiipteki siviyr atildi ve filtreli tiipiin iizerine tekrar 300 pl 2. yikama soliisyonu

eklendi ve 13000 g’de 3 dakika santrifiij edildi.

9. Filtreler steril ependorf tiiplere alind1 ve 100 pl eliisyon buffer eklenerek 8000 g’de 2
dakika santrifujlendi.

10. Eliisyon buffer da ¢6ziinmiis RNA 6rnekleri - 80 °C’de saklandi.

Heterosiklik halkalara sahip olan nikleik asitler 260 nm dalga boyunda maksimum
absorbsiyon gostermektedir ve niikleik asitlerin ng/uL veya pg/ml diizeyinde miktarlarinin
belirlenmesinde kullanilmaktadir. Ayn1 zamanda 280 nm’de proteinler absorbsiyon 6zelligi
gosterirler ve bu dalga boyunda 6l¢iilen bir degerdeki artisin A260/A280 oraninda azalmaya
neden oldugu goriilmektedir. Dokularda RNA diizeylerinin saflik dereceleri, 260 ve 280
nm’de yapilan Ol¢ciimlerde ortaya c¢ikan degerler arasindaki oran ile belirlenebilmekte ve
dokulardan izole edilen total RNA Ornekleri i¢in bu oranin 1,8 - 2,00 arasinda olmasi
gerektigi bilinmektedir. Bu yiizden 6rneklerin RNA saflik derecesi belirlenebilmesi icin UV

microdrop spektrofotometrede 260 ve 280 nm dalga boylarinda ki absorbanslari 6l¢iildii ve bu
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Olglim i¢in Ornekler pDrop™ Plate’te (Cat N0:12391) 2 pL yiikleme yapilarak okundu.
Olgiimden sonra Total RNA (ng/ul) 260 nm’deki absorbans x 40 x Diliisyon Faktorii

formiiliine gore hesaplandi.

3.2.5. RT-PCR ile cDNA Kiitiphanesinin Olusturulmasi

Arastirilan genler etkilerini mRNA sentezi ile ortaya g¢ikarirlar. RNAz enzimlerinin
aktivitesi ile cok cabuk parcalandiklarindan, mRNA’lar ile laboratuvar sartlarinda ¢alisilmasi
oldukga zordur. Bu yuzden arastirmalarda, mRNA o6rnekleri mRNA’nin DNA karsiligi olan
cDNA’ya ¢evrilerek kullanilir. Numunelerden elde edilen RNA’lar1 kullanarak Transcriptor
High Fidelity cDNA Synthese kiti (Roche, Version 06, 04 896 866 001) ile Light Cycler
Nano Real Time PCR cihazinda cDNA’lar elde edildi.

Analiz prosediri:

1. Biitiin kimyasallar kullanilmadan 6nce hafifce santrifiij edildi.

2. 0,2 mI’lik PCR tiiplerine 1 pul Random Hekzamer Primer (600 uM), 1 uL Oligo (dT) 18, 2
ul ddH20’li su eklendi.

3. Toplam hacmi 13 pL’ye tamamlamak i¢in {izerine total RNA’dan 9 ul eklenerek 65 °C’de
10 dakika gRT-PCR cihazinda inkiibe edildi ve ardindan 2 dakika buz iistiinde bekletildi.

4. Daha sonra ANTP (10mM) 2 ul, 5x Reaksiyon Buffer 4 ul, Protector RNase Inhibitor (40U)
0,5 ul, Revers Transkriptaz enzim (RT) (20U) 0,5 pl kullanilarak bir karisim hazirlandi ve
tiipte bulunan 13 pL iizerine toplam hacim 20 pL olucak sekilde eklendi.

5. Ardindan yavasga pipetaj yapildu.

6. Daha sonra gRT-PCR, 25 °C’de 10 dakika, 55 °C’de 60 dakika, 85 °C’de 5 dakika olacak
sekilde programlandi ve elde edilen cDNA’lar 4 °C’de saklandi.

7. Boylece cDNA kiitiphanesi olusturuldu ve 6rnekler ¢alisilincaya kadar -20 °C’de stokland.
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3.2.6. Real Time PCR Uygulamalari

Elde edilen cDNA’lar kullanilarak, kas ve karaciger dokularinda biiyiime faktor
genlerinin ekspresyon diizeyindeki degisimleri LightCycler SYBR Green kiti (Roche, Cat.
No. 04707516001) ile Light Cycler Nano Real Time PCR cihazinda analiz edildi ve sonuglar
kantitatif olarak degerlendirildi.

H20, PCR Primer (100x), master mix (8x) ve cDNA karisimi hazirlandi (Tablo 4). PCR
urlnleri Tablo 5°teki prosedure uygun olarak gRT-PCR kullanilarak elde edildi. Balik
fishGHR, fishIGF-1, fishIGF-2 geninin ekspresyon analizinde kantifikasyon yapabilmek icin

referans gen olarak fishg-actin geni secildi.

Tablo 5. PCR karisimu.
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Tablo 6. Real Time PCR dongii kosullari.

3.2.7. Gen Ekspresyonu Hesaplamalari

Genlerin mRNA seviyeleri her bir érnek igin g-actin ile standartize edilerek 2744

matematiksel modeline gore hasaplanmistir (Livak ve Schmittgen, 2001).

AACt = (Hedef Gen Ct - p-actin Ct)Muamele - (Hedef Gen Ct - g-actin Ct)Kontrol

3.2.8. istatistiksel Analizler

Elde edilen verilerin istatistiksel analiz ve hesaplamalar1 i¢in MS-Excel 2010 ve “SPSS for
Windows Version 22.0” (SPSS Inc., Chicago, IL., USA) paket programlart kullanildi.
Degiskenlerin normal dagilima uygunlugu Shapiro-Wilk testi ile belirlendi. Tum parametreler
icin tanimlayici ifadelerde ortalama ve standart hata kullanildu.

Gruplar arasindaki istatistiki degerlendirmeler tek yon varyans analizi One-Way

ANOVA uygulanarak yapildi, post hoc test olarak Tukey testi kullanildi. Elde edilen veriler
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p<0.001 (% 95) hipotezini saglayacak sekilde test edildi. Stres parametreleri arasinda anlaml

bir iliski olup olmadigina Pearson Korelasyon katsayisi ile bakildi.

49



4. BULGULAR

4.1. Biyokimyasal Analizler

Ergin ve yavru Oncorhynchus mykiss’in farkli mevsim sicakliginda kan glikoz, kortizol
ve blylime hormonu degerlerine ait veriler Tablo 6’da verildi. Bu veriler arasindaki

korelasyon diizeyleri ise Tablo 7’°de gosterildi.

Tablo 7. Ergin ve yavru Oncorhynchus mykiss’in farkli mevsim sicakliginda serum glikoz,

kortizol ve biyume hormon diizeyleri (X£SE).

Ocak Donemi  Ocak Dénemi  Temmuz Dénemi  Temmuz Donemi
Ergin Alaballkk Yavru Alabalik  Ergin Alabahk Yavru Alabahk

(n=10) (n=10) (n=10) (n=10)
Glikoz 35.84+4.6 23.3+1.4 P 43.7+6.1 2 33.2+4.3 %
(mg/dl)
Kortizol 23.443.4 23.04+2.8 24.142.9 29.8+4.1
(ng/mil)

Blyume 1086.5+54.1 ° 1054+55.8 ° 1465.1+151.4 1629.7+281.4 2
Hormonu

(pg/ml)

a,b: Ayn satirda farkli harf tasiyan ortalamalar arasindaki fark istatistiksel olarak énemlidir
(p<0,001).
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Tablo 8. Serum glikoz, kortizol ve biiytime hormon dizeylerinin korelasyon duzeyleri.

Kortizol BlUyume Glikoz
Hormonu Hormonu
Pearson Correlation 1 -,005 ,316
Kortizol Sig. (2-tailed) 976 ,054%
Hormonu
N 40 40 40
Pearson Correlation -,005 1 ,212
Biylme Sig. (2-tailed) 976 201
Hormonu
N 40 40 40
Pearson Correlation ,316 ,212 1
ig. (2-tail 4* 201
Glikoz Sig. (2-tailed) ,05 ,20
N 40 40 40

* Glikoz ile kortizol arasinda p=0,05 dlzeyinde pozitif korelasyon bulundu.

4.1.1. Serum Glikoz Duzeyleri

Calismaya dahil edilen gruplardaki alabaliklara ait serum glikoz degerleri Sekil 14°de
grafiksel olarak gosterildi.

Serum glikoz diizeyleri ocak donemi ergin alabalik grubunda 35,8+4,6 mg/dl, ocak
donemi yavru alabalik grubunda 23,3+1,4 mg/dl, temmuz donemi ergin alabalik grubunda
43,716,1 mg/dl, temmuz donemi yavru alabalik grubunda 33,2+4,3 mg/dl olarak bulundu.

En yiksek serum glikoz dlizeyine sahip temmuz donemi ergin alabalik grubu ile ocak
donemi yavru alabalik grubu serum glikoz diizeyleri arasinda istatistiksel bir fark
gOzlemlenirken (p<0,001), diger gruplar arasinda istatistiki agidan anlamli bir farklilik

g6zlenmedi.
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Yasa bagli temmuz ve ocak donemleri ergin ve yavru alabalik gruplari arasinda serum
glikoz diizeyleri karsilastirildiginda, temmuz ve ocak donemleri ergin alabalik gruplarinin
serum glikoz diizeylerinin yavru alabalik gruplarina gore yiiksek oldugu ancak istatistiksel
olarak gruplar arasinda anlamli bir fark olmadigi belirlendi.

Ergin ve yavru alabalik gruplarinin farkli mevsim sicakligina baglh olarak temmuz ve
ocak donemlerinde serum glikoz dizeyleri karsilastirildiginda; temmuz dénemi ergin ve
yavru alabalik gruplarinin serum glikoz diizeylerinin, ocak dénemi ergin ve yavru alabalik
gruplarina gore yiiksek oldugu ancak gruplar arasinda istatistiki agidan anlamli bir fark

olmadig tespit edildi.

Glikoz (mg/dl)

Ocak Donemi Ocak Donemi  Temmuz Donemi Temmuz Ddnemi
Ergin Alabalik Yavru Alabalik Ergin Alabalik Yavru Alabalik

Sekil 14. Serum glikoz duzeylerine ait grafik (*p<0,001).

4.1.2. Serum Kortizol Hormon Duizeyleri

Caligsmaya dahil edilen gruplardaki alabaliklara ait serum kortizol degerleri Sekil 15°de
grafiksel olarak gosterildi.

Serum kortizol diizeyleri ocak dénemi ergin alabalik grubunda 23,4+3,4 ng/ml, ocak
dénemi yavru alabalik grubunda 23,04%2,8 ng/ml, temmuz donemi ergin alabalik grubunda

24,1+2 9 ng/ml, temmuz dénemi yavru alabalik grubunda 29,8+4,1 ng/ml olarak bulundu.

Ozellikle temmuz dénemi yavru alabalik grubuna ait serum kortizol diizeylerinin diger
gruplarla karsilastirildiginda yiiksek diizeyde oldugu ancak gruplar arasinda istatistiksel

olarak anlamli bir fark olmadig1 belirlendi.

52



Kortizol (ng/ml)

Ocak Donemi Ocak Donemi  Temmuz Dénemi  Temmuz Donemi
Ergin Alabalik ~ Yavru Alabalik  Ergin Alabalik  Yavru Alabalik

Sekil 15. Serum kortizol hormon diizeylerine ait grafik.

4.1.3. Serum Blyume Hormon Duzeyleri

Calismaya dahil edilen gruplardaki alabaliklara ait serum biiyiime hormon degerleri
Sekil 16’da grafiksel olarak gosterildi.

Serum biiylime hormon diizeyleri ocak donemi ergin alabalik grubunda 1086,5+54,1
pg/ml, ocak déonemi yavru alabalik grubunda 1054+55,8 pg/ml, temmuz dénemi ergin alabalik
grubunda 1465,1+151,4 pg/ml, temmuz donemi yavru alabalik grubunda 1629,7+281,4 pg/ml
olarak bulundu.

En yiiksek serum biiylime hormon diizeylerinin, temmuz donemi yavru ve ergin alabalik
grubunda gorildiigi tespit edildi. Ayn1 zamanda temmuz dénemi yavru alabalik grubunun
serum biiylime hormon diizeylerinin, ocak donemi yavru alabalik ve ocak donemi ergin
alabalik gruplarma gore anlaml diizeyde yiiksek oldugu belirlendi (p<0,001).

Farklt mevsim sicakligina bagli olarak temmuz ve ocak donemlerinde yavru alabalik
gruplart karsilastirildiginda, temmuz donemi yavru alabalik grubunun biiyiime hormon
diizeylerinin ocak donemi yavru alabalik grubuna gore yiiksek oldugu ve istatistiksel olarak
iki grup arasinda anlamli bir fark oldugu (p<0,001) tespit edildi. Temmuz ve ocak donemi
ergin alabalik gruplar karsilastirildiginda, temmuz donemi ergin alabalik grubunun biiyiime
hormon diizeylerinin ocak dénemi ergin alabalik grubuna goére yiiksek oldugu ancak

istatistiksel olarak iki grup arasinda anlamli bir fark olmadig: saptandi.
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Yasa bagli ocak donemi ergin ve yavru alabalik gruplari arasinda serum biiyiime
hormon diizeyleri karsilastirildiginda, iki grup arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark
olmadig1 goézlendi. Ergin ve yavru alabalik gruplarmmin temmuz donemi serum biiyiime
hormon diizeyleri karsilastirildiginda, yavru alabalik grubunun biiyiime hormon diizeylerinin
en yiiksek diizeyde oldugu ancak ergin alabalik grubuna gore istatistiksel olarak anlamli

olmadig belirlendi.

Blayime Hormonu (pg/ml)

Ocak Donemi Ocak Donemi  Temmuz Donemi Temmuz Ddnemi
Ergin Alabalik  Yavru Alabalik  Ergin Alabalik  Yavru Alabalik

Sekil 16. Serum biiyiime hormon diizeylerine ait grafik (*p<0,001).

4.2. Gokkusag1 Alabahg Karaciger ve Kas Dokusu GHR, IGF-1 ve IGF-2 Ekspresyon

Duzeyleri

4.2.1. Karaciger ve Kas Dokusu GHR Ekspresyon Duzeyleri

Ergin ve yavru Oncorhynchus mykiss’in farkli mevsim sicakliginda karaciger ve kas
doku GHR Ct diizeyleri Tablo 8’de verildi.

Calismada GHR geninin mRNA ekspresyonunun kantifikasyonu Light Cycler Real
Time cihaziyla yapildi. Referans gen olan p-actin’e gére GHR geninin ekspresyonu Ct
degerleri kullamlarak 222t degeri hesaplandi.

Elde edilen sonuglar gruplar arasinda degerlendirildiginde ortalamalar birbirlerine
oranlanarak ekspresyon sayilarindaki fark, kat artis1 olarak hesaplandi. Calismadaki tiim

alabalik gruplarina ait GHR ekspresyon degerleri Sekil 17°de grafiksel olarak gosterildi.
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Tablo 9. Ergin ve yavru Oncorhynchus mykiss ‘in farklt mevsim sicakliginda karaciger ve kas

dokusunda GHR ortalama Ct degerleri.

GHR Ortalama Ct degerleri

Grup Karaciger Dokusu Fold Kas Dokusu Fold
(ACt) Reguilasyon (ACt) Regulasyon
(Z—AACt) (Z—AACt)
Ocak donemi 1,27E-02 2,92E-03
Ergin Alabalik
-1,23 -11,36 *
Ocak dénemi 1,56E-02 3,29E-02
Yavru Alabalik
Temmuz dénemi 5,42E-03 4,95E-03
Ergin Alabalik
-487* +1,20
Temmuz donemi 2.64E-02 4,11E-03
Yavru Alabalik
Temmuz dénemi 2,64E-02 4,11E-03
Yavru Alabalik
+591/~ -8,00 "
Ocak donemi 1,56E-02 3,29E-02
Yavru Alabalik
Temmuz dénemi 5,42E-03 4,95E-03
Ergin Alabalik
-2,34 1 +5,90 /"
Ocak donemi 1,27E-02 2,92E-03
Ergin Alabalik

Ayni siitundaki (- ve *) isaretli olan degerler ergin alabaliklarin yavru alabaliklara gore down
regiile miktari.
Ayni siitundaki (+ ve ?) isaretli olan degerler temmuz doneminin ocak donemine gore up
regiile miktari.
Aynu siitundaki (- ve ") isaretli olan degerler temmuz doneminin ocak donemine goére down

regiile miktari.

Calisma sonucunda; ocak donemi karaciger dokusunda yasa baglh GHR

ekspresyonunun, yavru ve ergin alabaliklar arasinda bir fark olmadigi; temmuz déneminde
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ise, yavru alabaliklarda ergin alabaliklara gére ~ 5 kat daha fazla eksprese oldugu goriildii.
Kas dokusunda ise ocak donemi GHR ekspresyonunun, yavru alabaliklarda ergin alabaliklara
gore ~ 11 kat daha fazla eksprese oldugu; temmuz déneminde ise ergin ve yavru alabaliklar
arasinda fark olmadigi belirlendi (Tablo 8, Sekil 17).

Farkli mevsim sicakliginda yavru alabalik gruplari karsilastirildiginda, temmuz donemi
karaciger dokusunda GHR ekspresyonunun ocak donemine gore ~ 6 kat daha fazla oldugu,
kas dokusunda ise ocak doneminde GHR ekspresyonunun temmuz donemine gore ~ 8 kat
daha fazla eksprese oldugu tespit edildi. Ergin alabalik gruplari arasinda ise karaciger
dokusunda ocak donemi GHR ekspresyon duzeylerinin temmuz dénemine gore ~ 2 kat daha
fazla eksprese oldugu, kas dokusunda ise temmuz donemi GHR ekspresyon diizeylerinin ocak

doénemine gore ~ 6 kat daha fazla eksprese oldugu belirlendi (Tablo 8, Sekil 17).

3.50E-02

3.00E-02

2.50E-02

2.00E-02

1.50E-02 -

1.00E-02 -

5.00E-03 -

0.00E+00 -

Ergin
Karaciger dokusu GHR Kas dokusu GHR

® Ocak donemi # Temmuz dénemi

Sekil 17. Ergin ve yavru Oncorhynchus mykiss’in farkli mevsim sicakliginda karaciger ve kas

dokusunda GHR gen ekspresyon duizeylerinin grafiksel karsilagtirilmasi.

Arastirma kapsaminda GHR mRNA seviyesinin belirlenmesinde UVP EC3 Imaging
System Chemi HR 410 goriintiileme sistemi kullanilarak amplifikasyon goriintiisii elde edildi.
Olusan piklerin treshold ¢izgisini kestigi yerler ilk anlamli artisin oldugu nokta olup, pikler
demet halinde yukar1 ¢ikip 40. dongiiden sonra paralel bir diizlemde birlestigi gorildii (Sekil

18a). Ayrica melting point analizi ile farkli 6rneklerde ayni gen boélgesinin analiz edilip
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edilmedigi, eksprese edilen orneklerin safliklari, girisim yapan maddelerin olup olmadig ve
primer dimeri olusturup olusturmadig tespit edildi. Sekil 18b’de goriildiigii gibi piklerin ayn

yerde Ust tiste ¢ikmalar1 6rneklerde herhangi bir girisim, primer dimeri olmadigin gosterdi.

a) b)

Sekil 18. Grup 1, grup 2, grup 3 ve grup 4’e ait GHR’nin qRT-PCR’de elde edilen

amplifikasyonunun es zamanli ekspresyon goriintiisii (a) ve mRNA ekspresyonunun melting
point (Tm) grafigi (b).

4.2.2. Karaciger ve Kas Dokusu IGF-1 Ekspresyon Dizeyleri

Ergin ve yavru Oncorhynchus mykiss’in farkli mevsim sicakliginda karaciger ve kas
doku IGF-1 Ct dlzeyleri Tablo 9’da verildi.

Calismada IGF-1 geninin mRNA ekspresyonunun kantifikasyonu Light Cycler Real
Time cihaziyla yapildi. Referans gen olan f-actin’e gore IGF-1 geninin ekspresyonu Ct
degerleri kullamlarak 222! degeri hesapland.

Elde edilen sonucglar gruplar arasinda degerlendirildiginde ortalamalar birbirlerine
oranlanarak ekspresyon sayilarindaki fark, kat artis1 olarak hesaplandi. Calismadaki tiim

alabalik gruplarina ait IGF-1 ekspresyon degerleri Sekil 19°da grafiksek olarak gosterildi.
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Tablo 10. Ergin ve yavru Oncorhynchus mykiss 'in farkli mevsim sicakliginda karaciger ve

kas dokusunda IGF-1 ortalama Ct degerleri.

IGF-1 Ortalama Ct degerleri

Grup Karaciger Dokusu Fold Kas Dokusu Fold
(ACt) Reguilasyon (ACH) Regilasyon
(Z—AACt) (Z—AACt)
Ocak donemi 3,39E-03 5,27E-02
Ergin Alabalik
- 16,94 * -2,14 *
Ocak donemi . _
Yavru Alabalik 5,698-02 1.13€-01
Temmuz dénemi 5,69E-02 1,13E-01
Ergin Alabalik
-3,23* +2,32*
Temmuz donemi
Yavru Alabalik 3,84E-02 8,13E-02
Temmuz donemi 3,84E-02 8,13E-02
Yavru Alabalik
-1,48 -1,39
Ocak donemi
Yavru Alabalik 1,19E-02 1,89E-01
Temmuz donemi 1,19E-02 1,89E-01
Ergin Alabalik
+285" +2,.80"
Ocak donemi
Ergin Alabalik HissENs E

Ayn siitundaki (- ve *) isaretli olan degerler ergin alabaliklarin yavru alabaliklara gore down
regiile miktari.
Ayni siitundaki (+ ve *) isaretli olan degerler ergin alabaliklarin yavru alabaliklara gore up
regiile miktari.
Ayni siitundaki (+ ve ) isaretli olan degerler temmuz doneminin ocak ddnemine goére up

regiile miktari.
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Calisma sonucunda; ocak donemi karaciger dokusunda yasa bagh IGF-1
ekspresyonunun, yavru alabaliklarda ergin alabaliklara gére ~ 17 kat; temmuz doneminde ise
~ 3 kat daha fazla eksprese oldugu goriildii. Kas dokusunda ise ocak dénemi yavru
alabaliklarda IGF-1 ekspresyonunun ergin baliklara gore ~ 2 kat daha fazla eksprese oldugu,
temmuz doneminde ise ergin alabaliklarda yavru alabaliklara gore ~ 2 kat daha fazla eksprese
oldugu belirlendi (Tablo 9, Sekil 19).

Temmuz ve ocak donemi yavru alabalik gruplart karsilagtirildiginda IGF-1
ekspresyonunun, hem karaciger hem de kas dokusunda bir fark gdstermedigi; ergin alabalik
gruplar1 arasinda ise temmuz donemi IGF-1 ekspresyon diizeylerinin hem karaciger hem de
kas dokusunda ocak donemine gore ~ 3 kat daha fazla eksprese oldugu tespit edildi (Tablo 9,
Sekil 19).

2.00E-01

1.80E-01

1.60E-01

1.40E-01

1.20E-01

1.00E-01

8.00E-02

6.00E-02

4.00E-02

2.00E-02 -

0.00E+00 -
Yavru Ergin Yavru Ergin

Karaciger dokusu IGF-1 Kas dokusu IGF-1

# Ocak donemi M Temmuz dénemi

Sekil 19. Ergin ve yavru Oncorhynchus mykiss’in farkli mevsim sicakliginda karaciger ve kas

dokusunda IGF-1 gen ekspresyon diizeylerinin grafiksel karsilastiriimasi.

Arastirma kapsaminda IGF-1 mRNA seviyesinin belirlenmesinde UVP EC3 Imaging
System Chemi HR 410 goriintiileme sistemi kullanilarak amplifikasyon gorintisi elde edildi.
Olusan piklerin treshold ¢izgisini kestigi yerler ilk anlamli artisin oldugu nokta olup, pikler
demet halinde yukar1 ¢ikip 45. dongiiden sonra paralel bir diizlemde birlesti (Sekil 20a).

Ayrica melting point analizi ile farkli 6rneklerde ayni1 gen bolgesinin analiz edilip edilmedigi,

59



eksprese edilen Orneklerin safliklari, girisim yapan maddelerin olup olmadigi ve primer
dimeri olusturup olusturmadig tespit edildi. Sekil 20b’de goriildiigii gibi piklerin ayni yerde

iist tiste ¢ikmalar1 drneklerde herhangi bir girisim, primer dimeri olmadigini géstermektedir.

a) b)
Sekil 20. Gruplara ait IGF-1’in gRT-PCR’de elde edilen amplifikasyonunun es zamanli

ekspresyon gorintisi (a) ve mRNA ekspresyonunun melting point (Tm) grafigi (b).

4.2.3. Karaciger ve Kas dokusu IGF-2 Ekspresyon Duzeyleri

Ergin ve yavru Oncorhynchus mykiss’in farkli mevsim sicakliginda karaciger ve kas
doku IGF-2 Ct dlzeyleri Tablo 10°da verildi.

Calismada IGF-2 geninin mRNA ekspresyonunun kantifikasyonu Light Cycler Real
Time cihaziyla yapildi. Referans gen olan f-actin’e gore IGF-2 geninin ekspresyonu Ct
degerleri kullamlarak 222 degeri hesaplandi.

Elde edilen sonucglar gruplar arasinda degerlendirildiginde ortalamalar birbirlerine
oranlanarak ekspresyon sayilarindaki fark, kat artis1 olarak hesaplandi. Calismadaki tiim

alabalik gruplarina ait IGF-2 ekspresyon degerleri Sekil 21°de grafiksel olarak gosterildi.
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Tablo 11. Ergin ve yavru Oncorhynchus mykiss’in farkli mevsim sicakliginda karaciger ve

kas dokusunda IGF-2 ortalama Ct degerleri.

IGF-2 Ortalama Ct degerleri

Grup Karaciger Dokusu Fold Kas Dokusu Fold
(ACt) Reguilasyon (ACH) Regilasyon
(Z—AACt) (Z—AACt)
Ocak donemi 6,03E-03 5,32E-04
Ergin Alabalik
-8,13 * - 10,98 *
Ocak donemi 4,90E-02 5,79E-03
Yavru Alabalik
Temmuz dénemi 2,87E-03 2,35E-03
Ergin Alabalik
-7,63* + 1,26
Temmuz dénemi 2,18E-02 1,87E-03
Yavru Alabalik
Temmuz dénemi 2,18E-02 1,87E-03
Yavru Alabalik
-2,25N -3,10~
Ocak donemi 4,90E-02 5,79E-03
Yavru Alabalik
Temmuz donemi 2,87E-03 2,35E-03
Ergin Alabalik
-2,10~ +2,26 "
Ocak dénemi 6,03E-03 5,32E-04

Ergin Alabalik

Ayni stitundaki (- ve *) isaretli olan degerler ergin alabaliklarin yavru alabaliklara gére down
regiile miktari.
Ayni siitundaki (- ve ) isaretli olan degerler temmuz déneminin ocak donemine gére down
regiile miktari.
Ayni siitundaki (+ ve ) isaretli olan degerler temmuz doneminin ocak donemine gore up

regiile miktari.
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Calisma sonucunda; ocak donemi karaciger dokusunda yasa baghh IGF-2
ekspresyonunun, yavru alabaliklarda ergin alabaliklara gére ~ 8 kat; temmuz doneminde ise
~ 8 kat daha fazla eksprese oldugu tespit edildi. Kas dokusunda ise ocak dénemi IGF-2
ekspresyonunun, yavru alabaliklarda ergin alabaliklara gore ~ 11 kat daha fazla eksprese
oldugu; temmuz doneminde ise, ergin ve yavru alabaliklar arasinda fark olmadigi belirlendi
(Tablo 10, Sekil 21).

Farkli mevsim sicakliginda yavru alabalik gruplar karsilastirildiginda, ocak dénemi
karaciger ve kas dokusunda IGF-2 ekspresyonunun temmuz dénemine gore ~ 3 kat daha fazla
oldugu gorildl. Ergin alabalik gruplart arasinda ise karaciger dokusunda ocak donemi IGF-2
ekspresyon diizeylerinin temmuz donemine gore ~ 2 kat daha fazla eksprese oldugu, kas
dokusunda ise temmuz dénemi IGF-2 ekspresyon dizeylerinin ocak dénemine gore ~ 2 kat
daha fazla eksprese oldugu belirlendi (Tablo 10, Sekil 21).

6.00E-02

5.00E-02

4.00E-02 -

3.00E-02

2.00E-02 -

1.00E-02 -

0.00E+00 - ‘ | H ‘ T

Yavru Ergin | Yavru | Ergin |
Karaciger dokusu IGF-2 Kas dokusu IGF-2

u Ocak donemi  Temmuz donemi

Sekil 21. Ergin ve yavru Oncorhynchus mykiss’in farkli mevsim sicakliginda karaciger ve kas

dokusunda IGF-2 gen ekspresyon diizeylerinin grafiksel karsilastiriimasi.

Arastirma kapsaminda IGF-2 mRNA seviyesinin belirlenmesinde UVP EC3 Imaging
System Chemi HR 410 goriintiileme sistemi kullanilarak amplifikasyon goriintiisii elde edildi.
Olusan piklerin treshold ¢izgisini kestigi yerler ilk anlamli artisin oldugu nokta olup, pikler

demet halinde yukari ¢ikip 45. dongiiden sonra paralel bir diizlemde birlestigi gozlendi (Sekil

62



22a). Ayrica melting point analizi ile farkli 6rneklerde ayni gen bdlgesinin analiz edilip
edilmedigi, eksprese edilen orneklerin safliklari, girisim yapan maddelerin olup olmadig1 ve
primer dimeri olusturup olusturmadig tespit edildi. Sekil 22b’de goriildiigi gibi piklerin ayni
yerde {ist iiste c¢ikmalar1 Orneklerde herhangi bir girisim, primer dimeri olmadiginm

goOstermektedir.

025

a) b)

Sekil 22. Grup 1, grup 2, grup 3 ve grup 4’e ait IGF-2’nin qRT-PCR’de elde edilen
amplifikasyonunun es zamanli ekspresyon goriintiisii (a) ve mRNA ekspresyonunun melting
point (Tm) grafigi (b).
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5. TARTISMA

Baliklar, viicut 1silarimi ortamdaki su sicakligina gore ayarlayan ektotermik
omurgalilardir. Ortamin sicaklifi degisince viicut 1silart siklikla degisime ugramaktadir ve
sicaklik dalgalanmalariyla basa ¢ikabilmek icin kendilerine 6zgii davranigsal ve fizyolojik
adaptasyon mekanizmalar1 gelistirmislerdir (Akhtar ve ark, 2013). Larval donemden ergin
doneme kadar yasamsal bir¢ok siire¢ su sicakligin etkisi altinda ger¢ceklesmektedir (Pankhurst
ve King, 2010).

Ektotermik canlilarin yasadigi cevresel sicaklik araligi, hayatta kalma, biliylime ve
Ureme Uzerinde buyuk bir etkiye sahipken, optimum sicaklik araliginda yetistirilen balik
tirlerinin ¢ogunda biyokimyasal reaksiyon hizlari, sicakliktaki her 10 °C'lik artista
artmaktadir. Sicakliktaki kiigiik bir artisin biiylime ve gelismeyi olumlu etkiledigi (Wootton,
2011) ve bu etkinin mitokondrinin molekiiler yapisinin sicaklik degisimlerine verdigi
tepkiden kaynaklandigi oOne siiriilmektedir (O’Brien, 2011). Sicakligin mitokondriyal
aktiviteyi diizenleyerek metabolik hiz1 artirdig1 ve daha hizli biiylime oranina neden oldugu,
bunu da sitokrom-c oksidaz ve sitrat sentetaz enzimlerinin aktivitelerini diizenleyerek
gerceklestirdigi belirtilmistir (O’Brien, 2011). Artan sicakliklarin, substrat oksidasyonu ve
ADP fosforilasyonu i¢in mitokondriyal kapasiteyi arttirarak balik gibi ektotermik canlilar
etkiledigi ve yiiksek sicakliklarin mitokondriyal aktiviteyi arttirirken, diisiik sicakliklarin ise
azalttigt gOriilmistiir. Artan sicakliklarla birlikte mitokondriyal aktivitenin artmasinin
organizmanin metabolik aktivitelerini hizlandirdig: belirtilmistir (Portner, 2001).

Sicaklik, metabolizmayi etkileyerek baliklarinin biiyiime oranini ve yem doniislimiinii
etkilemektedir. Biiylime, gida alimi, besin kullanilabilirligi ve migrasyon gibi yasamsal
faaliyetler optimum sicakliklarda gerceklesirken, biiylime hizi, metabolizma ve sag kalim ile
optimum sicaklik arasinda yakin bir iligki oldugu goriilmiistiir (Wootton, 2011). Optimum
araliktaki su sicakligindaki artiglar, metabolik aktiviteyi artirarak baliklarda biiylime
oranlarin1 ytikseltirken, diisiik sicakliklar genellikle performansi azaltmaktadir. Gokkusagi
alabaliklarinda (Oncorhynchus mykiss) yapilan ¢alismalarda, yaz mevsiminde artan sicaklikla
birlikte biliylime oranlarmin arttigi gozlenirken, farkli yetistirme sicakliklarina maruz
birakilmis gokkusagi alabaliklarinda (Oncorhynchus mykiss) diisiik sicakligin  biiyiime
oranlarini diisiirdigii bildirilmistir (Taylor ve ark, 2008).

Biiyiime hiz1 ve sicaklik iligkisinin altinda yatan diizenleyici mekanizmalarin metabolik

islemlerin enzimatik modiilasyonuyla iligkili oldugu ileri siiriilmiistir (Wootton, 2011).
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Yiiksek su sicakliginda glikolitik, glukoneojenik ve lipojenik aktivitelerin degistigi ve
25 °C'de glikolitik aktivitenin, yem etkinliginin ve protein verimliliinin 18 °C’de yetistirilen
baliklara gore daha yiiksek oldugu ifade edilmistir (Enes ve ark, 2008; 2016). Ergin
gokkusagi alabaliklarinin  (Oncorhynchus mykiss) yavru alabaliklara kiyasla yiiksek
sicakliklardan daha c¢ok etkilendigi ve sicakliktaki artisin sudaki oksijen ¢oziiniirligi
azaltarak biliylime oranlarini azalttigi goriilmiistir (Rodnick ve ark, 2004). Yetistirme
sicakligindaki artigin ergin mersin baliklarinda (Huso huso) kirmizi kan hiicresi (Zarejabad ve
ark, 2010) ve hemoglobin diizeyi gibi bazi hematolojik parametreleri artirdig1 gosterilmistir
(Carvalho ve Fernandes, 2006). Hatta son yillarda yapilan arastirmalarda, sicaklikligin
dokularin kimyasal bilesimini (Barbosa ve ark, 2017), antioksidan durumunu (Mauvault ve
ark, 2017) ve gonadal gelisimini de (Arfuso ve ark, 2017) etkiledigi rapor edilmistir.

Termal toleransin iistiinde veya altindaki sicakliklara maruz kalmak, fizyolojik siireci
tehlikeye atabilecek bir stres etkisi yaratir. Mevsimsel degisiklikler, su sicakligi ve giin i¢inde
degisen ani sicakliklar, baliklarda potansiyel bir stres olusturmaktadir. Metabolizmadaki
anabolik reaksiyonlarin ve stres ile ilgili artan enerji taleplerinin lstesinden gelebilmek icin
enerji substratlar1 kullanilmaktadir. Bu ylizden, en uygun sicakliklara uyum saglayabilmek ve
metabolizma igin gerekli olan enerji ihtiyacini karsilayabilmek igin davranigsal ve metabolik
tepkiler ortaya ¢ikmaktadir (Lazaro-Cété ve ark, 2018).

Glikoz, hiicre metabolizmasi i¢in temel enerji kaynagidir. Baliklarda, glikozun yumurta
dollenmesinden sonra glikojen rezervlerinden Uretilerek hicre bdlinmesi icin katabolize
edilen ilk besin maddesi oldugu bilinmektedir. Glikoz, enerji substrati olarak 6zellikle yavru
baliklarda metabolik yolaklarin ve metabolik fonksiyonlarin aktivasyonunu artirmaktadir
(Fang ve ark, 2014). Metabolik olarak glikoz homeostazi, birden fazla hormon tarafindan
duzenlenir. Organizmada beslenmeden birkac saat sonra serum glikoz diizeyleri artmakta ve
glikojen depolart i¢in pankreastan insiilin hormonu salgilanmaktadir. Buna karsilik, serum
glikoz diizeyleri azaldiginda pankreastan glukagon hormonu salgilanarak glikojen depolari
yikima ugramakta ve glikozlar hiicrelerde serbest hale gecmektedir (Pierce ve ark, 2010).
Sicakligin pankreas hormonlari {izerindeki etkisinin beslenme ve metabolik durum ile iliskili
oldugu belirtilmistir. Gokkusagi alabaliklarinda (Oncorhynchus mykiss) beslenme sonrasi
8 °C’deki plazma insiilin seviyelerinin 18 °C’dekine gore diisiik oldugu ve bunun sebebinin
diisiik sicaklikta diisiik gida alimi ve dislik insiilin sekresyonunun uyarilmasi ile iliskili
olabilecegi rapor edilmistir (Capilla ve ark, 2003). Serum glikoz seviyelerinin 36 °C’de
21 °C’de ki gruba gore yiiksek oldugu ve buna paralel olarak karaciger ve kas dokularindaki

glikojen depolarinin 6nemli Olclide azaldigr gosterilmistir. Yiiksek sicakliklarda artan enerji
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ihtiyacini1 karsilayabilmek icin kas ve karaciger dokularindaki glikojen depolarmin yikildigt
ve serbest hale gegen glikozlarin dolasimdaki dizeylerinin arttigi goriilmistiir (Rishikesh ve
ark, 2017).

Mevsimsel sicaklik ve su sicakligi, yliksek gida alimi ile birlikte baliklarda metabolik
aktiviteyi diizenlemektedir. Ergin iskorpit baliklarinda (Scorpaena porcus) kis déneminde
glikoz duzeylerinin yaz donemine gore disiik oldugu ve kis doneminde serum glikoz
diizeylerinde goriilen azalmanin, diisiik sicaklikta metabolizmanin yavaslamasina neden
oldugu belirtilmistir (Celik, 2005). 26 °C'de yetistirilen dil baliklarinda (Solea senegalensis)
serum glikoz dizeylerinin 19 °C'de yetistirilenlere gore 2 kat yiiksek oldugu ve yiiksek
sicakliklarda artan gida alimi ile birlikte biliylime oranlarmin diisiik sicakliktakilere gore
anlamli derecede yiiksek oldugu bildirilmistir (Costas ve ark, 2012). Su sicakliginin arttigi
agustos doneminde serum glikoz diizeylerinin maksimum seviyeye ulastigi ve en diisiik
diizeylerin ocak doneminde oldugu gosterilmistir. Su sicakligindaki artigin, 6zellikle kirli olan
bolgelerde balik igin stres yaratabilecek olumsuz sartlar1 daha da arttirarak kas aktivitesinin
artmasina neden oldugu ve glikojen kullanimina bagli olarak serum glikoz dizeylerini
arttirdi@n belirtilmistir (Cengizler ve Sahan, 2000). Ayn1 zamanda serum glikoz dlzeylerinin
yasa gore degiskenlik gosterdigi goriilmektedir. Farkli mevsim sicakligina bagl olarak ergin
baliklarda serum glikoz diizeylerinin yaz doneminde kis donemine gore yiiksek oldugu; yavru
baliklarda ise yaz ve kis donemlerinde serum glikoz diizeyleri arasinda bir fark gozlenmedigi
bildirilmistir (Breau ve ark, 2011). Arastiricilar hem yaz hem de kis donemlerinde ergin
baliklarda serum glikoz diizeylerinin yavru baliklara gére daha yiiksek oldugunu; sicaklik
artis1 ile birlikte viicut agirligina bagl olarak besin alimimin arttigi, bunun da metabolik
aktiviteyi etkileyerek metabolizma hizinin artisina ve serum glikoz dizeylerinin ylkselmesine
neden oldugu rapor edilmistir.

Yapilan ¢alismada hem ergin hem de yavru gokkusag: alabaliklarinda ocak ve temmuz
donemleri arasinda serum glikoz diizeylerinde farklilik tespit edildi. En yiiksek serum glikoz
diizeyine sahip temmuz dénemi ergin alabalik grubu glikoz dizeyleri ile ocak donemi yavru
alabalik grubu glikoz diizeyleri arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark gdzlemlendi
(p<0.001). Temmuz doneminde yuksek sicakliga maruz kalan gokkusagi alabaliklarinda
serum glikoz seviyelerinin diisiik sicakliktakilere gore artisinin; yiiksek sicaklikta olusan
stresle miicadelede enerji ihtiyacinin artmasi sonucunda karaciger ve kas dokularindaki
glikojen depolarmin glikozlar1 serbest hale getirmesinden kaynaklandigi disiiniilmektedir.
Mevsim degisikligine bagli sicaklik artisinin, ergin alabaliklarda besin ihtiyacini

arttirabilecegi ve boylece karbonhidrat, lipit ve protein metabolizmasinda rol oynayan enzim
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aktivitelerini degistirebilecegi ongoriilmektedir (Enes ve ark, 2008). Ozellikle sicaklik
artisinin - metabolik hizi arttirarak glukoneojenik ve glikolitik enzimlerin aktivitelerini
diizenledigi ve mevcut enerji ihtiyacimi karsilayabilmek igin dolasimda glikoz seviyelerini
arttirdig1 tahmin edilmektedir (Vargas ve ark, 2009a). Ayn1 zamanda yasa bagli olarak ergin
gokkusagi alabalik gruplarinda serum glikoz dlzeylerinin hem temmuz hem ocak
donemlerinde yavru alabalik gruplarina gore istatistiksel olarak anlamli olmasa da yuksek
oldugu goriiliirken, sicaklik artis1 ile serum glikoz diizeylerinin arttigin1 gosteren calisma
sonuglari ile benzerlik gostermektedir (Fiess ve ark, 2007; Vargas ve ark, 2009a; Breau ve
ark, 2011; Costas ve ark, 2012; Enes ve ark, 2016). Bu ¢alismanin glikoz bulgulari temmuz
donemi serum glikoz diizeylerinin alabaliklarda sicakligin etkisiyle yiikseldigini ve baliklarin
sicakliklardaki  degisime bagli farkli enerji  kullanim davranis1  gosterebilecegini
gostermektedir.

Baliklarin stres faktoriine karsi tepkisi, hiicresel, bireysel ve popiilasyon yapilarina
kadar tim organizasyon seviyelerini etkilemektedir. Baliklarin stres tepkisi Oncelikle
noroendokrin tepki ile birlikte katekolaminler ve kortizol gibi stres hormonlarinin dolasima
girmesiyle devam etmektedir (lwama ve ark, 2004). Bu hormon metabolik olarak hipotalamo-
hipofiz-interrenal (HPI) eksenin uyarilmas: ile salgilanmaktadir (Scott ve Ellis, 2007). Stres
faktorlerinden biiylik ol¢iide etkilenen organizmanin biyokimyasi ve fizyolojisinde bazi
degisiklikler meydana gelmektedir. Bu degisiklikler metabolizmayi, solunumu, asit-baz
durumunu, bagisikligr etkilerken, hematolojik degisikliklerde goriilmektedir. Bu siiregte
biiylime ve lireme gibi temel yasam stiregleri icin gerekli olan enerji ihtiyaci da artmaktadir
(Barton ve ark, 2002; lwama ve ark, 2004).

Kortizol hormonu organizmada stres olgusuna kars1 verilen fizyolojik yanitin 6nemli bir
gostergesi olarak bilinen ve hemato-immiinolojik parametre olan serum glikoz dizeylerini
ayarlayan etkenlerden biridir (Vijayan ve ark, 2010). Bu nedenle ¢alismamizda oldugu gibi
yapilan bir¢ok c¢alismada serum kortizol hormonu ve glikoz diizeyleri baliklarda stres
indikatorii olarak arastirtlmistir (Wagner ve Congleton, 2004; David ve ark, 2005; Sheriff ve
ark, 2011; Shahjahan ve ark, 2017).

Glukokortikoidler enerjinin mobilizasyonunu ve yeniden dagilimmni diizenlediginden,
kronik stresin balik gelisimi {izerindeki etkileri genellikle kortizol hormonun etkisine
baglanmistir. Stres sirasinda enerji mobilizasyonunun diizenlemesi konusunda kortizol
hormonunun rolii, karbonhidratlarin ve lipitlerin katabolizmasini arttirmaktir. Ayni zamanda
kortizol diizeylerinin yiikselmesi besin alimini, biiylime hizin1 ve besin kullanimini olumsuz

yonde etkilerken, metabolik siire¢lerde karacigerde glukoneogenezi, glikolizisi ve proteolizisi
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arttirmaktir. Bu artiglar biiyiime ve gelisim i¢in gerekli olan anabolik yollarda kullanilacak
enerjinin, stres kosullarinda hiicrelerdeki enerji ihtiyacini karsilayabilmek icin baska yone
kaymasina neden olmaktadir (Vijayan ve ark, 2010). Kortizolliin glukoneojenik kapasiteyi
arttirdig1 ve akut kortizol uygulamasinin plazma glikoz diizeylerinde artigslara neden oldugu
gosterilmistir (Aluru ve Vijayan, 2007). Kortizol, lipaz enzimlerinin aktivitesini artirarak,
gliserol kullanimmi ve karacigerin lipojenik potansiyelini azaltarak baliklarda lipit
reverzlerini tuketmektedir (Vijayan ve ark, 2010). Sadece karaciger dokusunda degil ayni
zamanda kas dokusunda da kortizol enjeksiyon uygulamasiin lipit depolarinda azalmaya
neden oldugu ve kronik stresli baliklarda lipolitik kapasitenin arttig1 gosterilmistir (Barcellos
ve ark, 2012).

Farkli stres faktorlerine (6rnegin tasima, hapsedilme, diisitk su kalitesi ve toksik
maddeler) tepki olarak plazma kortizol diizeylerinde artis meydana gelir. Bir stres faktoriine
maruz kalinmast durumunda serum kortizol diizeylerinin 1 saatte en yiiksek
konsantrasyonlara ulastig1 ve 6 saat sonra bazal seviyelere diistiigli ifade edilmistir (Davis ve
Peterson, 2006). Baliklarda diisiik dozda kortizole maruz kalmanin gida aliminmi uyardigi,
yiiksek miktarda kortizole maruz kalmanin siirdiiriilmesi durumunda ise gida aliminin azaldigi
goriilmiistiir (Peterson ve Small, 2004). Son yillarda plazma kortizol hormonu ile ilgili
tizerinde durulan diger bir konu da, kan ve ortam suyu arasindaki konsantrasyon farkinin bir
sonucu olarak ortaya ¢ikan solungaglardan steroid ¢ikisidir. Organizmada salgilanan kortizol
hormonunun hedef dokulara ulastiktan sonra solungaglardan ortam suyuna salindigir ve bu
yuzden plazma kortizol hormon diizeylerinin azaldigi ileri siiriilmiistiir (Aerts ve ark, 2015).

Kortizol hormonunun sentezi ve salinimi; yas, boyut ve agirlik gibi endojen faktorler ile
sicaklik, beslenme durumu, ¢éziinmiis oksijen miktari, toksisite ve fotoperiyot gibi eksojen
faktorler tarafindan diizenlenmektedir (Martinez ve ark, 2009; Myers ve ark, 2010; Barcellos
ve ark, 2012; Koakoski ve ark, 2012; Furtbauer ve Heistermann, 2016). Sicaklik degisiminin
etkileri fizyolojik ve davranigsal degisimlerden balik 6liimlerine kadar gidebilmektedir (Tanck
ve ark, 2000). Ornegin, baliklar diisiik sicakliklara uyum sagladiginda kalp atis hizlari, oksijen
tiketimleri ve bazal kortizol konsantrasyonlari diismektedir (Madaro ve ark, 2018). Buna
karsilik, optimum araligin istiindeki sicaklik degisimlerine maruz kalan baliklarda kortizol
konsantrasyonlarinin yiikselmesiyle stres tepkisi ortaya ¢ikmaktadir (Jaxion-Harm ve Ladich,
2014). Pasifik somon baliklarinin (Oncorhynchus spp.), sicaklik streslerine yanit olarak daha
yiiksek serum kortizol diizeylerine sahip oldugu ancak termal tolerans araligin agildig: yiliksek
sicakliklarda yiiksek Oliim oraninin ortaya ciktigi bildirilmistir (Donaldson ve ark, 2014).

Soguk mevsimlere gore sicak mevsimlerde gokkusagi alabaliklarinda (Oncorhynchus mykiss)
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serum kortizol diizeylerinde farkliliklar oldugu (Koldkjeer ve ark, 2004), 1s1 soku uygulanarak
akut sicaklik stresine maruz kalmis gokkusagi alabaliklarinda (Oncorhynchus mykiss) serum
kortizol diizeylerinde artis oldugu rapor edilmistir (Le Blanc ve ark, 2012). Gokkusagi
alabaliklarinin yiiksek sicak su ortamindan etkilendigi ve plazma kortizol, laktat ve glikoz
diizeylerinde artisa neden oldugu gosterilmistir. Yavru sazanlarda (Cyprinus carpio) 20 °C’de
serum kortizol diizeylerinin 14 °C’de yetistirilenlere gére daha yiliksek oldugu gorilmiistiir
(Jaxion-Harm ve Ladich, 2014). Disiik sicakliklar, strese cevap olarak aktive edilen
hipotalamus-hipofiz-interrenal (HPI) ekseninde rol oynayan enzimleri ve reseptor baglama
aktivitelerini inhibe edebilmektedir. Metabolik yolun diisiik sicakliklarda engellenmesi
kortizol hormonu salgisinin azalmasina neden olmaktadir (Trenzado ve ark, 2003).

Buna karsin Simontacchi ve ark (2008), stres etkenine karsi kortizoliin tek basina stres
gostergesi olarak kabul edilemeyecegini; Pankhurst ve King (2010) yiiksek su sicakliginin
gokkusagi alabaliklarinda (Oncorhynchus mykiss) serum kortizol diizeylerinde istatistiksel
olarak anlamli bir artisa neden olmadigin1 sadece iiremeyi olumsuz etkiledigini
bildirmislerdir. Aym sekilde Zarejabad ve ark (2010), yavru mersin baliklarinda (Huso huso)
21 giin suren ¢alismada (Huso huso) ti¢ farkli sicaklik ortaminda (9 - 14 °C, 15 - 20 °C ve 21 -
26 °C) plazma kortizol diizeylerini aragtirmiglar ve c¢aligma sonunda plazma Kkortizol
diizeylerinin 15 - 20 °C’de yetistirilen baliklarda en yiiksek diizeyde oldugunu ancak gruplar
arasinda anlamli bir fark olmadigini rapor ederlerken, 21 °C’nin {izerindeki sicakliklarin
mersin balig1 (Huso huso) igin 6liimciil bir stres indeksi oldugunu bildirmislerdir. Yukaridaki
literatiirlere benzer sekilde arastirmamizda diistik ve yiiksek sicakliga maruz kalan gokkusagi
alabaliklarinin serum Kkortizol diizeylerinde gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir
fark olmadig1 gézlemlendi.

Myers ve ark (2010), yas ve mevsimsel sicakligina bagli ay1 baliklarinda (Eumetopias
jubatus) serum kortizol diizeylerini arastirmiglardir. Analiz sonucunda yasa bagli temmuz
donemi yavru baliklarda ergin baliklara gore yiiksek kortizol diizeyleri tespit ederken, ocak
déneminde yavru ve ergin baliklar arasinda bir fark olmadigini bildirmislerdir. Mevsimsel
sicakliga bagli temmuz doneminde yavru baliklarda ocak donemine gore istatistiksel olarak
yiikksek serum kortizol diizeyleri goriiliirken, ergin baliklarda farkli mevsim sicakliginda
diizeylerin degismedigi rapor edilmistir. Genel olarak mevsim ve yas arasindaki etkilesimin,
ozellikle temmuz doneminde yetistirilen yavru baliklar1 etkiledigini gérmiislerdir. Ayrica
diisiik ve ytiksek sicakliklarin ergin baliklarda strese neden olmadigi, ancak yavru baliklarin
ergin baliklara gore yiiksek sicaklifa karst daha duyarli oldugu ve metabolizmada stres

faktorii olan kortizol hormon diizeylerini arttirdig: ileri siirtilmiistiir. Bununla birlikte farkl
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uyaranlarla olusturulan stres faktorlerine karsi Glgiilen serum glukokortikoidlerde oldukga
degisken sonuglar goriilmektedir. Koakoski ve ark (2012), akut strese maruz kaldiktan sonra
baliklarin farkli gelisim evrelerinde kortizol yanitlarindaki farkliliklar1 arastirmiglar ve
calismada 60 giinliik yavru ve 360 giinliik ergin kedi baligi (Channel catfish) kullanmislardir.
Caligma sonunda akut strese maruz kalan yavru balik grubundaki plazma kortizol
diizeylerinin ergin balik grubundakilerle benzer diizeyde yiiksek oldugunu belirlemislerdir.
Bununla birlikte, yavru kedi baliklarinin stres etkenine maruz kaldiktan 5 ila 30 dakika sonra
kortizol hormon diizeylerinin pik yaptigini, ergin kedi baliklarinda ise 60 dakika sonra tepe
konsantrasyonuna ulastigini ve farkli gelisim asamalarindaki baliklarin, stres etkisine maruz
kaldiktan sonra farkli zaman araliklarinda kortizolemik tepkiler gosterdigini, biiyiikliikkten
ziyade yasin baliklarda kortizol tepkisini etkiledigini ifade etmislerdir. Koakoski ve ark
(2012), farkh yaslarda ve gelisim siirecindeki baliklarin kortizol konsantrasyonlarindaki farki
aciklamak icin iki hipotez 6ne siirmiislerdir. ilk hipotez, HPI ekseninin olgunlasma
stirecindeki degisikliklerden dolay1 strese farkli tepki verdigini, ikinci hipotez ise farkli
yastaki baliklarin aynmi stres faktorini farkli sekilde algilayarak tepki olusturdugunu one
stirmiislerdir. Barcellos ve ark (2012), ayn1 yasta fakat farkli biiytikliikteki baliklarda benzer
bir stres yanitin ortaya ¢iktigini, ancak farkli yasta ve ayni biiyiikliikteki baliklar arasinda
farkli stres yanitlar1 gézlemlemislerdir. Her iki ¢alismadaki arastiricilar yasin HPI ekseninin
isleyisi ile baglantili oldugunu ve olgunlasma asamasi ile plazma kortizol diizeylerinin
degiskenlik gosterecegini rapor etmislerdir. Buna karsin Stephen ve ark (2007), kis aylarinda
yavru ve ergin somon baliklarinda (Oncorhynchus tshawystscha) plazma kortizol diizeylerinin
farklilik gdstermedigini saptamuslardir. {lkbaharda plazma kortizol diizeylerinin yavru somon
baliklarinda diisiik oldugu, erginlerde ise sicaklik ve fotoperiyot siirelerinin etkisiyle artis
gosterdigini bildirmislerdir. Ayrica ilkbaharda kortizol reseptorlerinin sayisinin arttigini,
ancak reseptor bollugu veya afinitesinde yavru ve ergin somon baliklar1 arasinda ¢ok az fark
bulundugunu belirtmislerdir. Pierce ve ark (2005), kis ve ilkbahar aylarinda yavru ve ergin
alabaliklar (Oncorhynchus mykiss) arasinda plazma kortizol hormon diizeylerinin farklilik
gostermedigini rapor etmislerdir. Her ne kadar yukaridaki arastirmalarda kedi balig1 ve somon
baliklarinda stres ve yasin plazma kortizol diizeyini etkiledigi bildirilse de sundugumuz
calismada Pierce ve ark’nin (2005) sonuclarina benzer, yasa ve viicut biiyiiklii§iine bagh
olarak yavru ve ergin gokkusagi alabaliklarinin sicakliktaki degisime duyarsiz oldugu ve stres
faktorii olan serum kortizol diizeylerinde gruplar arasinda istatistiksel olarak bir fark olmadigi

goralda.
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Glikoz konsantrasyonundaki artisin, stresli durumlarla basa ¢ikabilmek icin enerjinin
serbest birakildigi, kortizol hormonlarinin regiilasyonu altinda gerceklesen bir refleksin
gostergesi oldugu bildirilmistir. Farkli sicakliklarda yetistirilen yavru mahser baliklarinda
(Tor putitora) 32 °C’lik sicaklikta serum glikoz diizeylerinin, 20 °C’de yetistirilen baliklara
gore yaklasik 2 kat daha fazla oldugu ve yliksek sicakliklarda goriilen bu artisin kortizol ve
katekolaminlerin sentezine bagl oldugu rapor edilmistir (Akhtar ve ark, 2013). Yavru deniz
levreklerinde 25 °C’de serum kortizol hormonu ve serum glikoz duzeylerinin en yiksek
diizeyde oldugu ve sicaklik diisiisii ile birlikte 15 °C’lik sicaklikta iki parametrede de anlamli
derecede azalma oldugu belirtilmistir (Samarasa ve ark, 2018). Arastiricilar yiiksek
sicakliklarin yiiksek enerji talebi olusturdugunu ve bu nedenle kortizol sekresyonunun strese
kars1 metabolik ihtiyaglar1 karsilayabilmek i¢in artabilecegini rapor etmislerdir. Buna karsin
Gerber ve ark (2010), serum glikoz ve kortizol dizeylerinin vicut kitlesi ile korelasyon
gostermedigini, 11 °C sicaklikta serum glikoz diizeylerinin disiik, 22 °C’de ise yiksek
oldugunu bildirmislerdir. Arastiricilar glikoz seviyelerinin su sicakligi ile pozitif korelasyon
gosterdigini, ancak glikoz diizeylerindeki artisin strese karsi yanittan kaynaklanmadigi ve
yilin farkli zamanlarindaki metabolik siire¢lerin baliklarin enerji kullanimini degistirmesinin
bu duruma neden olabilecegini ifade etmislerdir. Calismamizda hem temmuz hem de ocak
donemlerinde yasa bagli olarak ergin alabaliklarda yavru alabaliklara gore sayisal olarak
yiiksek olan serum glikoz diizeylerinin kortizol hormonu ile paralellik gostermedigi tespit
edildi. Ancak tim 6rneklerin plazma glikoz ve kortizol diizeyleri arasinda p=0,05 diizeyinde
zay1f bir pozitif korelasyon bulundu.

Baliklarda biiyiime ve gelisim, organizma yapisini olusturan genetik kodun
noroendokrin yaniti ile diizenlenmektedir. Somatotropik eksen, kas hipertrofisi ve hiperplazisi
tizerindeki etkilerinden dolay1 baliklarda biiylimenin baslica uyaricisidir (Cerda-Reverter ve
Canosa, 2009). Uyarici sinyal, hipofiz adenilat siklaz aktivator polipeptitinin (PACAP) ve
GHRH’nin {retildigi hipotalamusta baglatilir. Bu aktivatér 6n hipofiz bezinde biiylime
hormonu (GH) iiretimini salgilatarak karaciger ve kas gibi dokularda IGF'leri iceren sinyal
yolaklarmni olusturur (Chang ve Wong, 2009). Aym1 zamanda GH, GHBP’ler tarafindan
dolasim sirasinda diizenlenir. GHBP'ler, GHR'nin bdliinmesiyle olusur ve GH'ye baglanma
yetenegini korurlar (Herington ve Brooks, 2004).

Biiyiime hormonu kemikli baliklarda tek zincirli bir polipeptit proteini olarak
siniflandirilan sitokin ailesinden bir hormondur. Bir¢ok balik tiirlinde metabolizma ve somatik
blytmenin 6nemli bir duzenleyicisi olarak islev goriir (Canosa ve Chang, 2007). Baliklarda

GH’nin hem somatik hem de linear biliylimeyi (Sloat ve Reeves, 2014), yasa bagh
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olgunlagmayi, gametogenez ve steroidogenezi (Reindl ve Sheridan, 2012) diizenledigi
gorilmektedir. Biiylime hormonu enjeksiyon uygulamasinin, balik biiyiimesinin
uyarilmasinda giiclii etki gosterdigi, GH yetersizliginde daha diisiik biiyiime oranlarinin
goriildiigii ve bliylimede endojen GH'ye ihtiya¢ oldugu belirtilmistir (Le Bail, 1993).

Mevsimlere bagl sicaklik degisimlerinin balik biyolojisinde belirleyici bir etken oldugu
ve GH’nin farkli su sicakliklarinda biiylime oraninda degisikliklere neden oldugu
gorulmektedir. Deane ve Woo (2009), artan sicakliklarin kemikli baliklarda serum GH
artisina neden oldugunu; Figueroa ve ark (2009) sazanlarda (Cyprinus carpio) su sicakliginin
yikksek oldugu ilkbahar ve yaz aylarinda serum GH diizeylerinin yiiksek oldugunu
bildirmislerdir. Yavru gokkusagi alabaliklarinda (Oncorhynchus mykiss) GH etkisi Uzerine
sicakligin roliinli belirlemek amaciyla benzer yem miktar1 ve biiylime hizlarina sahip olan
alabaliklar, farkli yetistirme sicakliklarina maruz birakilmis ve diislik sicakligin plazma
GH'sini diisiirdiigii ve biliylime tlizerindeki herhangi bir etkiden bagimsiz olarak dolasimdaki
GH diizeylerini etkiledigi goriilmustiir (Gabillard ve ark, 2003b). Benzer sekilde Saera ve ark
(2007), yavru ¢ipura baliklarinda (Sparus aurata) temmuz doneminde serum GH diizeylerinin
ekim donemine gore anlamli derecede yiiksek oldugunu rapor etmislerdir. Ergin somon
baliklar1 (Salmo salar) 8 12 ve 18 °C’lik farkli sicakliklara maruz birakilmig ve 18 °C’de
tutulan baliklarin daha yiiksek biiyiime hormonu diizeylerine sahip oldugu ve plazma GH ile
biiyiime oranlar1 arasinda pozitif bir korelasyon goriildiigli rapor edilmistir (Kullgren ve ark,
2013). Panicz ve ark (2015), 10 15 ve 20 °C’lik sicakliklarda ergin kadife baliklarinin (Tinca
tinca) plazma GH diizeylerini arastirmis ve en yiiksek plazma GH diizeylerinin 20 °C'de
gozlendigini bildirmislerdir Arastiricilarin ¢alismalarina benzer sekilde yaptigimiz calismada
mevsimsel sicaklifa bagli yavru ve ergin yastaki alabaliklarin serum biiylime hormon
diizeylerinin temmuz doneminde ocak donemine gore oldukga yiiksek oldugu tespit edildi
(p<0.001).

Atlantik yavru somon baliklarinin gelisim siirecinde dolasimdaki GH seviyelerinde
artiglar oldugu, yavru balik gelisimi sirasinda hipofiz sekresyonundaki artisin dolasimdaki GH
sentezini ve sekresyonunu artirabilecegi goriilmektedir (Agustsson ve ark, 2001). Yapilan
diger bir calismada Saera ve ark (2007), yas farkina bagl olarak yavru ¢ipura baliklarinda
(Sparus aurata) serum GH diizeylerinin ergin baliklara gore anlamli derecede yiiksek
oldugunu rapor etmislerdir. Ancak Shrimpton ve ark (2000), yavru somon baliklarinin
ilkbaharda ergin alabaliklara gore ¢ok diisiik plazma GH seviyelerine sahip oldugunu ve bir
sonraki bahar doneminde, gelisim ve biiyiime ile ergin hale gelen somon baliklarinda plazma

GH'de biiyiik bir artis oldugunu belirtmislerdir. Yukaridaki calismalarin aksine yapilan
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calismada yavru ve ergin gokkusagi alabaliklarinin biiylime hormonu diizeyleri arasinda bir
fark gozlenmedi. Bununla birlikte temmuz dénemi serum glikoz diizeylerindeki yiikselisin,
ayni donemde artan GH diizeylerinden kaynaklanmis olabilecegi diisiiniilmektedir. Caligsma
sonuglarina benzer sekilde Jorgensen ve Krag (2014), GH’nin insiilin direnci, hiperglisemi,
artmis hepatik glukoneojenez ve glikojenolizise neden oldugunu gostermislerdir. Ayni
zamanda glikoz diizeylerini ayarlayan insiilin hormonunun, GH'ye karsi hepatosit
duyarliligini arttirdigi rapor edilmistir (Reinecke, 2005).

Salmonidlerde, akut stres etkeni ya plazmada etki gostermez ya da plazma GH
seviyelerini diigiirlirken, kronik stres etkeni dolasimdaki GH seviyelerini artirmistir
(Wilkinson ve ark, 2006). Gokkusagi alabaliklarinda kronik Kkortizoliin hipofiz GH
transkripsiyonunu uyarabildigini ancak plazma GH diizeylerinin hem maruz kalma siiresine
hem de dozaja bagh oldugu goriilmistir (Madison ve ark, 2015). Kortizol enjeksiyon
uygulamasi yapilan in vivo ¢alismalarda, tilapia baliklarinda hipofiz GH igeriginde ve mRNA
ekspresyonunda herhangi bir degisiklik olmamakla birlikte (Kajimura ve ark, 2003); kanal
yayin baliklarinda hipofiz GH seviyesinde artig (Peterson ve Small, 2004), sicanlarda GH
tiretiminde azalma goriildiigii (Lam ve ark, 1996) ve kortizol-GH etkilesiminin yapilan
calismalarda farkli sonuglar sergiledigi goriilmiistiir. Calismamizda sicaklik ve yasa bagh
yavru ve ergin gokkusagi alabaliklarinda kortizol hormon diizeylerinin biiylime hormon
dizeyleri ile paralellik gostermedigi belirlendi.

Biiylime hormonunun endokrin aktivitesinin iki yolu vardir; ya GHR’ye baglanarak
direkt etki gosterir ya da IGF sekresyonunu indikleyerek indirekt etki yolu ile biyolojik
aktiviteleri gergeklestirir (Canosa ve ark, 2007). Buyime hormonu, hedef hiicrelerin plazma
zar1 lUzerinde bulunan biiylime hormonu reseptorlerine (GHR) baglanarak etkilerini
baslatirken, dokuya 6zgli GHR ekspresyonu GH'nin farkli hiicrelerde metabolik etkilerini
ortaya ¢ikarmaktadir. Reseptorlerine baglanan GH, karaciger dokusunda IGF-1'i sentezlemek
ve dolasimda serbest birakmak ic¢in uyarilmaktadir. Karaciger dokusundaki reseptdrlerin
bollugu ve karacigerin direkt etki ile organizmanin buylmesine aracilik etmekteki rolii goz
Oniine alindiginda plazma GHR ve doku mRNA diizeyleri 6nem tagimaktadir (Wood ve ark,
2005). Yapilan bir c¢aligmada tilapia baliklarinin karaciger dokusunda yiiksek GHR
ekspresyonu goriildiigii ve karaciger dokusunun GH ig¢in 6nemli bir hedef doku oldugu
belirtilmistir (Tse ve ark, 2003). GH'nin gelisim siirecinde GHR araciligiyla kas dokusunda da
rolii oldugu ve farklilagsma, hipertrofi ve kas metabolizmasini kontrol etmede 6nemli bir rol

oynadig1 goriilmektedir (Hevray, 2013; 2015). GHR’lerin yiiksek oranda bulundugu karaciger
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ve kas disinda dalak, pankreas, kalp, solungag, gonad, adipoz ve bdbrek gibi dokularda da
eksprese oldugu gosterilmistir (Reindl ve Sheridan, 2012).

Mevsimsel sicakligin GHR mRNA diizeylerini etkiledigi goriilmektedir. Diisiik sicaklik
seviyelerinde karaciger dokusunda GHR ekspresyon diizeylerinin diisiik oldugu ve sicaklik
artig1 ile ekspresyon diizeylerinin yiikseldigi belirtilmistir (Fukada ve ark, 2004). 8 °C'de
yetistirilen gokkusagi alabaliklarinda, GHR ekspresyon seviyelerinin 6 °C'de yetistirilenlere
gore daha yiiksek oldugu goriilmiistiir (Li ve ark, 2006). Benzer sekilde 16 °C su sicakliginda
tutulanlara kiyasla, 8 °C'de tutulan gokkusagi alabaliklarmin karaciger ve kas dokusunda
yiiksek GHR mRNA ekspresyon seviyesi gosterilmistir (Gabillard ve ark, 2006).

Buylme hormonunun buylme UGzerindeki etkilerinin buyik bolimd IGF-1’in hedef
hiicrelerdeki etkisinden kaynaklanmaktadir (Chauvigné ve ark, 2003d; Hevrgy ve ark, 2015).
Ekstrahepatik bolgelerdeki IGF-1 sentezinin GH kontroliinde oldugu ve parakrin/otokrin etki
ile sentezinin gerceklestigi disiiniilmektedir. Boylece IGF-1 hem endokrin yol ile direkt
karacigerde sentezlenmekte, hem de otokrin/parakrin yolu ile lokal olarak etki gdstermektedir
(Debnath, 2010; Kuradomi ve ark, 2011; Pierce ve ark, 2011; Valdes ve ark, 2012a; Bodart,
2017). IGF-1, negatif geri bildirim ile hipofizde GHRH hormonun etkisini bloke ederek,
GH’nin salinimini inhibe etmektedir. IGF-1’ler etkilerini bir¢ok dokunun hiicre zarlarinda
bulunan IGF-1R’ne baglanarak gostermektedir (Hagemeister ve Sheridan, 2008). Diger bir
blyume faktor geni olan IGF-2’de GH’nin biiyiime iizerine olan etkilerine aracilik etmektedir.
Karaciger ve kas IGF-2 genleri GH tarafindan uyarilir ve metabolik durumun diizenlenmesine
neden olur. IGF-2, dokularda buylme UGzerine olan etkilerini IGF-2R baglanarak
gostermektedir (Reinecke ve ark, 2005). Yiksek omurgalilarda ve baliklarda GH/IGF aksinin
etkisinin benzer oldugu, IGF-1 ve IGF-2 hormonlari, IGFBP ve onlarin spesifik proteazlari,
IGF-1 reseptor (IGF-1R) ve IGF-2 reseptor (IGF-2R) gibi bilesenler yoluyla fizyololojik
etkilerini diizenlendigi goriilmektedir (Reinecke ve ark, 2005).

Buyume hormonu ve IGF aktivitelerini kontrol eden GH/IGF aksi, ektotermik canlilarda
biiylime performansinin ve ¢evresel faktorlerin etkisinin belirlenebilmesi icin blyume indeksi
olarak kullanilmaktadir (Picha ve ark, 2008). Somatomedin hipoteziyle uyumlu olarak
GH’nin, dolagimdaki IGF-1'in ana kaynagi olan balik karaciger dokusunda IGF-1 gen
ekspresyonunu uyardigi bilinmektedir. Yapilan calismalarda karaciger ve kas dokularinda
IGF-1 geninin eksprese oldugu ve somatik biiylimenin ana uyaricilarindan biri oldugu
bildirilmistir (Vong ve ark, 2003; Fox ve ark, 2009; Hevrgy ve ark, 2013; Jiménez-Amilburu
ve ark, 2013; Huang ve ark, 2015). Hipofiz bezi gelistiginde ve karaciger fonksiyonel
oldugunda, GH/IGF aks1 dolasimdaki GH ve IGF-1'in birincil kaynagi olmasina ragmen; bu
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hormonlar1 kodlayan genler, balik karaciger ve kas dokusu disinda beyin, kalp,
gastrointestinal sistem, pankreas, bobrek, dalak, gonadlar, solungaglar, kikirdak ve kemik gibi
diger dokularinda da lokal olarak sentezlenmektedir. IGF-1’e benzer sekilde IGF-2’nin de,
otokrin/parakrin etki ile sazan (Vong ve ark, 2003), levrek (Caelers ve ark, 2004), cipura
(Saera-Vila ve ark, 2009b) ve somon baliklar1 (Hevrey ve ark, 2013) dahil olmak tizere birgok
balik tiirliniin karaciger ve ekstrahepatik dokularinda eksprese oldugu goriilmektedir. Hizli
biiyiiyen yavru yayin baliklarinda (Ictalurus punctatus), karaciger ve kas dokusunda
IGF-2'nin yiiksek oranda eksprese oldugu ve beslenme siiresince hizli biiyiime oranlarinin
daha ¢ok IGF-2’nin kaslardaki ekspresyonuna bagli olabilecegi rapor edilmistir (Peterson ve
ark, 2004). Caelers ve ark (2003), tatli su ¢ipuralarinin beyin dokusundaki sayisiz néronda
IGF-2 geninin varli@in1 ortaya koyarken; Perrot ve ark (2000) balik yumurtaliginin
parankimal hcrelerinde IGF-2 ekspresyonunu rapor etmislerdir. Bununla birlikte IGF-2
embriyogenez sirasinda yiiksek oranda eksprese edilir ve embriyonik dokulardaki blytimeyi
uyarirken, IGF-1 ekspresyonu embriyogenez sirasinda diisiiktiir ve postnatal GH'ye baglh
biiylimenin baslamasiyla artar (Reinecke ve ark, 2005; Wood ve ark, 2005). Bu yiizden IGF-1
ekspresyonunun, memelilerde maksimum biiylime saglamak i¢in ana faktér oldugu, ancak
IGF-2'nin erken gelismeyi diizenleyen birincil biiyiime faktorii oldugu disiiniilmektedir.
Ancak son yillarda IGF-2’nin sadece embriyojenez sirasinda degil, postnatal donemde de
biiylime ve gelismede 6nemli rol oynadigi yapilan calismalarda gosterilmistir (Eppler ve ark,
2010; Hevrgy ve ark, 2013). GH enjeksiyon uygulamasi ile karaciger dokusunda hem IGF-1
hem de IGF-2 mRNA ekspresyonlarinin arttis gosterdigini rapor ederken (Pierce ve ark,
2011), diger bir ¢alismada karacigerde endokrin IGF-2’nin, GH'nin tilapia baliklarindaki
biiyiimeyi tesvik edici etkilerine aracilik etmede endokrin IGF-1'den daha 6nemli rol oynadig:
belirtilmistir (Eppler ve ark, 2010).

Memeliler disinda IGF sistemi {izerine yapilan arastirmalarin biiyilk c¢ogunlugu
baliklarda yapilmistir ve degisen g¢evresel kosullara yanit olarak plazma diizeyleri, doku
ekspresyon diizeyleri ve biliylime oranlarinin belirlenmesine odaklanilmistir. Mevsimsel
sicaklik degisimleri; plazma GH seviyeleri ile doku IGF-1 ve IGF-2 gen ekspresyon
dizeylerini etkileyerek, GH/IGF aksinin biiyiime ve gelisimi iizerindeki etkilerine aracilik
etmektedir. Yapilan bir ¢alismada farkli sicaklik ortaminda 10 haftalik siire boyunca ad
libitum ile beslenmis yavru gokkusagi alabaliklarinda (Oncorhynchus mykiss), sicaklik
artisina paralel olarak serum GH seviyelerinin arttigi ve karacigerden salinan IGF-1
seviyelerinin artarak biiylime {izerinde onemli etkisi oldugu bildirilmistir (Gabillard ve ark,

2003a). Arastiricilar ¢evresel sicakligin plazma IGF-1 seviyesini direkt olarak etkilemedigini,
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ancak GH stimiilasyonundan sonra karacigerden salinimi artan IGF-1’ler araciligiyla
biiylimeyi tesvik ettigini rapor etmislerdir. Ayn1 zamanda yiiksek sicaklikta beslenen yavru
baliklarin karaciger dokusunda IGF-1 mRNA diizeylerinin arttigi, IGF-2 mRNA duzeylerinin
ise azaldigir rapor edilirken, karaciger IGF-1 mRNA artisinin sicakligin GH sekresyonu
tizerindeki dogrudan etkisi ile gergeklestigi ileri siirtilmiistiir. Sicakligin otokrin/parakrin etki
yoluyla kas dokusunda IGF-1 ve IGF-2 mRNA diizeylerini etkilemedigi belirtilmistir.
Bununla birlikte IGF-2’ye kiyasla IGF-1 mRNA ekspresyon diizeylerinin sicaklik ile pozitif
korelasyon gosterdigi ve biliylime diizenleyicisi olarak rol oynadigi rapor edilmistir (Gabillard
ve ark, 2003a). Diger bir ¢alismada Sirkecioglu (2011), 10 ve 16 °C’lik sicaklikta fakli lipit
kaynagi ile beslenmis yavru gokkusagi alabaliklarinin (Oncorhynchus mykiss) kas ve
karaciger dokularinda IGF-1 ve IGF-2 mRNA dizeylerini arastirmistir. Her iki dokuda da
16 °C su sicakliginda 10 °C’ye gore daha yiiksek oranda IGF-1 ve IGF-2 ekspresyon
duzeyleri tespit etmistir. Ayrica IGF-1 ekspresyonunu en yiiksek karaciger dokusunda, IGF-2
MRNA seviyelerinin ise kas dokusunda belirlemistir. Farkli dozda lipit besinleri ile beslenen
yavru baliklarin sicaklik ile birlikte biiylime hormon faktdr genlerinin ekpresyonunu
degistirebilecegini bildirmistir. Saera ve ark (2007), mevsimsel sicakliga bagl olarak temmuz
ve ocak aylarinda yavru ¢ipura baliklarinin (Sparus aurata) karaciger ve kas dokusunda GHR,
IGF-1 ve IGF-2 mRNA diizeylerini aragtirmiglardir. Arastirma sonunda yavru c¢ipura
baliklarinin karaciger dokusunda GHR mRNA diizeylerinin temmuz aymnda maksimuma
ulastig1, buna karsilik kas dokusunda ocak ayinda en yiiksek diizeylerde oldugu bildirilmistir.
Kas dokusunda IGF-1 mRNA diizeylerinin temmuz ve ocak aylar1 arasinda farkli olmadigi
belirtilirken, karaciger dokusunda IGF-1 mRNA diizeylerinin en yiiksek temmuz ayinda
gorildigii; IGF-2’nin ise hem kas hem de karaciger dokusunda ocak ayinda en yiiksek
diizeylere ulastig1 rapor edilmistir.

Yukaridaki literatiirlere benzer sekilde yapilan calismada mevsimsel sicaklik farkina
bagli olarak temmuz ve ocak donemleri arasinda yavru gokkusag: alabaliklarinin karaciger ve
kas dokularinda GHR, IGF-1 ve IGF-2 mRNA duzeyleri incelendi. Calisma sonucunda artan
sicakliklara ve yliksek serum GH diizeylerine paralel olarak yavru gokkusagi alabaliklarin
karaciger dokusunda GHR mRNA diizeylerinin temmuz déneminde ocak dénemine gore 6 kat
yiiksek oldugu, kas dokusunda ise ocak doneminde temmuz donemine gore 8 kat yliksek
oldugu tespit edildi. Buna karsin yavru gokkusagi alabaliklarin hem karaciger hem de kas
dokularinda IGF-1 mRNA dizeylerinin temmuz ve ocak donemleri arasinda farkli olmadigi,
IGF-2 mRNA dizeylerinin ise her iki dokuda da ocak doneminde temmuz dénemine gore

yaklasik 3 kat yiiksek oldugu belirlendi. Arastirmamizda temmuz doneminde yavru gokkusagi
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alabaliklarin karaciger dokusunda artan GHR mRNA diizeylerine ragmen degismeyen
karaciger IGF-1 mRNA duzeylerinin, JAK-STAT sinyalinde bir bozulmadan kaynaklandigini
diistindurmektedir. Ciinkii GH’nin IGF-1 Uzerindeki etkilerine JAK-STAT sinyali yoluyla
aracilik ettigi bilinmektedir (Valdes ve ark, 2012a). Calismamizda karaciger IGF-1
ekspresyonunun baskilanmasi yapilan farkli caligmalarda da gosterilmistir. Yiiksek GH
plazma seviyelerine ragmen IGF-1 ekspresyon eksikliginin, IGF-1 sentezinin birincil
kusurlarindan kaynaklanabileceg§i ya da IGF-1R ve IGF baglayic1 proteinlerin sinyal
yolaklarinda olusan IGF-1 direncinden dolay1 ortaya ¢iktigi belirtilmistir (Rosenfeld, 2003).
Bununla birlikte GH ve IGF'lerin, hepatik IGF transkriptlerinde ve dolasimdaki protein
seviyelerinde degisiklikler arasinda bir gecikme siiresi oldugu gosterilmistir (Wilkinson ve
ark, 2006; Saera ve ark, 2009b). Ayn1 zamanda biiyiime faktor genlerini inhibe edici etkisi
olan somatostatinin plazma IGF-1 ve IGF-1 mRNA diizeylerini azalttigi (Very ve ark, 2008)
ve GHR’ye baglanarak karacigerde IGF-1 iiretimini inhibe ettigi rapor edilmistir (Fukada ve
ark, 2004). Yapilan bir ¢alismada GH direnci veya duyarsizliginin, yiiksek GH ve diisiik
IGF-1 mRNA diizeyleri ile karacigerin GH etkisine azalmis yaniti olan artan
katabolizma/anabolizma dengesizligi sonucunda ¢esitli metabolik bozukluklarda ortaya ¢iktigi
belirtilmistir (Beckman ve ark, 2004). GHBP’nin, hem GH'nin yar1 dmriinii uzatarak eylemini
arttirdigt hem de membrana baglhi GHR'lerle baglanmasini 6nleyerek GH sinyalini inhibe
ettigi rapor edilmistir (Katsumata, 2010). Ayn1 zamanda glukokortikoidlerin, GHR sentezini
azaltmasi yoluyla dogrudan GH kaynakli IGF-1 gen ekspresyonunu inhibe ettigi gosterilmistir
(Leung ve ark, 2008). Sundugumuz calismada sicaklik artisina bagli yavru gokkusagi
alabaliklarinda karaciger ve kas IGF-1 mRNA diizeyleri degismezken, karaciger ve kas IGF-2
MRNA diizeylerinin ocak doneminde temmuz donemine 3 kat artig gosterdigi tespit edildi.
Shamblott ve ark (1995), IGF-1 ve IGF-2’nin serum IGF-baglayict proteinleri igin rekabet
ettigini ve bir biliylime faktoriindeki artisin digerinin reseptorden ayrilmasma ve etkisini
gosterememe durumuna neden oldugunu bildirdikleri ¢alisma sonuglar1 karaciger ve kas
IGF-1 ve IGF-2 mRNA bulgularimiz1 destekler niteliktedir. Benzer sekilde Gabillard ve ark
(2003a), yavru gokkusagr alabaliklarinda artan sicakligin otokrin/parakrin etki yoluyla kas
dokusunda IGF-1 diizeylerini degistirmedigini ve biiyiime uyariminda 6nemli bir diizenleyici
olmadigini ileri siirmiislerdir. Arastirmamizda yavru gokkusagi alabaliklarin diisiik sicakliga
karst olusturdugu uyumun bir sonucu olarak artmis ocak donemi kas GHR mRNA
dizeylerinin; karaciger IGF-1’inin otokrin/parakrin yolundan bagimsiz olarak, ocak
doneminde kas IGF-2 mRNA diizeylerini artirdigi ve yavru gokkusagi alabaliklarin kas

gelisimini diizenleyebilecegi diisiiniildii. Benzer sekilde Kuradomi ve ark (2011), zebra baligi
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(Danio rerio) kas dokusunda GH mRNA ekspresyonundan kaynaklanan kas hipertrofisinin,
karaciger IGF-1 ekspresyonundan bagimsiz olarak gergeklestigini rapor ederken, Benedito-
Palos ve ark (2007), ¢ogu balik tiiriiniin karaciger disindaki dokularinda IGF-2 mRNA
duzeylerinin yiiksek oldugunu ve artan miktarlarda diyetle beslendiklerinde, yavru
baliklarinin kas dokularinda hizli bir biiylime ve gelisime neden oldugunu bildirmislerdir.
Ayni arastiricilarin diger bir calismasinda yavru baliklarin karaciger dokularinda IGF-1R
geninin yaz ve kis donemleri arasinda farkli olmadigi, kas dokusunda ise IGF-2R geninin
anlamli derecede kis doneminde yaza gore yiiksek oldugu gosterilmistir (Benedito-Palos ve
ark, 2015). IGF-1’in, memelilerde biliylimeyi saglamak i¢in ana faktdr olmasina ragmen,
IGF-2'nin erken gelismeyi diizenleyen birincil bitylime faktorii oldugu iddia edilmistir (Dai ve
ark, 2015). Ayrica yavru ¢ipura baliklarinda (Sparus aurata) azalmis karaciger IGF-1
iretiminin biliyime lizerindeki azalmis etkisinin, kas IGF-2 ekspresyonunun artan ifadesiyle
doku seviyesinde (iskelet kasi) telafi edilebilecegi gosterilmistir (Benedito-Palos ve ark, 2007;
Saera-Vila ve ark, 2007). Yaptigimiz ¢alisma sonucunda mevsimsel sicaklik artiginin yavru
gokkusagi alabaliklarinda IGF-1 ve IGF-2 gen ekspresyonunu arttirmadigi ve artan
sicakliklarin biliyiime ve gelisimi desteklemedigi tespit edilirken; Benedito-Palos ve ark
(2007), Saera-Vila ve ark (2007) ve Kuradomi ve ark (2011) calismalarinda bildirdigi gibi
ocak doneminde temmuz dénemine gore yavru gokkusagi alabaliklarinin kas dokusunda IGF-
2’nin biiylime ve gelisimi diizenleyebilecegi diistiniilmektedir.

Panicz ve ark (2015), 10 15 ve 20 °C’lik sicakliklarda ergin kadife baliklarmin (Tinca
tinca) karaciger dokusunda IGF-1 gen ekspresyonu, hipofiz, kas ve karaciger dokusunda GH
gen ekspresyon diizeylerini arastirmiglardir. Calismalarinda 20 °C’de baliklarin plazma IGF-1
seviyeleri ile karaciger IGF-1 mRNA diizeylerinin arttigin1 ve IGF-1’1in, sicakligin biiylime ve
gelisimi lizerindeki etkilerine aracilik ettigini rapor etmislerdir. Benzer sekilde ergin atlantik
somon (Atlantik salmon) baliklarinda yapilan bir ¢aligmada 13 15 17 ve 19 °C’lik deniz suyu
sicakliginda baliklarin biiylime oranlar1 incelenmis ve ¢alisma sonunda GHR mRNA
diizeylerinin karaciger dokusunda en yiiksek 15 °C’de, kas dokusunda ise 19 "C’de oldugu
gosterilmistir. Kas dokusunda IGF-1 mRNA diizeylerinin, artan sicakliklarla birlikte azaldigi,
karaciger IGF-1 mRNA duzeylerinde ise herhangi bir degisiklik olmadigi belirtilmistir.
Biiylik kas kiitlesine sahip ergin atlantik somon baliklarinin uzun stireli sicaklifa maruz
kalmasinin IGF-2 mRNA diizeylerini diisiirdiigli ve 13 °C'nin iizerindeki deniz suyu
sicakliklarmin ergin somon baliklariin biiyiimesini olumsuz yonde etkiledigi rapor edilmistir
(Hevrgy ve ark, 2013). Bildik ve ark (2018), ergin ¢ipura baliklarinda (Sparus aurata)

mevsimsel sicakligin IGF-1 gen ekspresyonu {izerindeki etkisini arastirmis ve yaptiklari
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calisma sonucunda karaciger ve kas doku oOrneklerinin alindigi temmuz doneminde su
sicakliginin 27 °C, ocak déneminde ise 18 °C oldugunu ve temmuz doneminde sicaklik
artisina ragmen hem kas hem de karaciger dokularinda IGF-1 mRNA ekspresyon diizeylerinin
anlaml derecede degismedigini tespit etmislerdir.

Sundugumuz caligmada ayni yastaki ergin gokkusagi alabaliklarinin karaciger ve kas
dokularinda GHR, IGF-1 ve IGF-2 genlerinin temmuz ve ocak donemleri arasinda mevsimsel
sicaklik farklariyla olan iliskisi arastirildi. Ergin gokkusagi alabaliklarinin karaciger GHR ve
IGF-2 mRNA dizeylerinin ocak déneminde temmuz dénemine gore 2 kat daha yulksek
oldugu, karaciger IGF-1 mRNA duzeylerinin ise temmuz déneminde ocak donemine gore 3
kat yiiksek oldugu belirlendi. Ergin gokkusag: alabaliklarinin kas dokusunda GHR mRNA
duzeylerinin temmuz déneminde ocak dénemine gore 6 kat yiksek, kas IGF-1 mRNA ve
IGF-2 mRNA diizeylerinin temmuz doneminde ocak donemine gore yaklasik 3 kat yiiksek
oldugu tespit edildi. Temmuz dénemi ergin gokkusagi alabalik grubunda ocak donemine gore
goriilen yiksek GH diizeylerine ragmen karaciger GHR mRNA diizeylerinin temmuz
dénemine gore ocak doneminde yiiksek gorilmesi, Frank’in (2002) ¢alismasinda rapor ettigi
gibi hucre ici inhibitorlerin indiklenmesi sonucu reseptér aktivasyonunun inhibe
edilmesinden ya da reseptor aktivasyonunun yiksek GH diizeyleri tarafindan
engellenmesinden kaynaklandigini diistindirmektedir. Calismamizda temmuz ddneminde
sicaklik artis1 ile birlikte ergin gokkusagi alabaliklarinin karaciger dokusunda artan IGF-1
MRNA dizeylerinin hem direkt etki gostererek hem de otokrin/paraktin etki yoluyla kas
IGF-1 mRNA dizeylerini artirdig1 gériilmektedir. Ayn1 zamanda artan sicaklikta yiikselmis
kas GHR mRNA diizeylerine paralel olarak IGF-1 ve IGF-2 mRNA seviyelerinin artiginin
dokuya 0zgu bir kas tepkisini ortaya cikardigi goriilmiistiir. Bulgularimiza benzer sekilde;
Mingarro ve ark (2002), ¢ipura baliklarinda (Sparus aurata) karaciger IGF-1 mRNA
ekspresyon diizeylerinin sicaklik ve viicut biiylime orani ile pozitif korelasyon gosterdigini
bildirmislerdir. Biga ve ark (2004a), kas dokusunda GH’nin IGF-1 mRNA ekspresyonu
tizerinde gliclii bir indiikleyici etkisinin oldugunu ve GH enjeksiyon uygulamasi sonrasinda
gokkusagi alabaliklarinin (Oncorhynchus mykiss) kas dokularinda IGF-1 mRNA duzeylerini
arttirdigin1 rapor etmislerdir. Ayrica IGF-1’in etkilerine aracilik eden IGF-1R’nin, ergin
baliklarin karaciger ve kas dokusunda eksprese oldugu gosterilmistir (Wenger ve ark, 2014;
Alzaid, 2016). Arastirmamizda temmuz doneminde ocak donemine goére artan kas IGF-2
MRNA duzeylerinin ergin alabaliklarin kas dokusunda biiyiime ve gelisimi diizenleyebilecegi
tahmin edilmektedir. Benzer sekilde Fuentes ve ark (2013) IGF-2’nin, kas biiyiimesi, protein

sentezi ve myoblast proliferasyonu iizerinde olumlu etkilere sahip oldugunu rapor etmistir.
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Yapilan galismalarda Caelers ve ark (2004) ve Eppler ve ark (2010), tilipia baliklarinin
(Oreochromis niloticus) ergin déneminde IGF-2’nin kas dokusunda eksprese edildigini
gostermislerdir. Yaptigimiz ¢alismada mevsimsel sicaklik artisi ile birlikte ergin gokkusagi
alabaliklarinin karaciger ve kas dokusunda biiyiime faktor genlerinin daha yiiksek diizeyde
eksprese oldugu goriildii. Ayni zamanda artan sicakligin biiyiime {lizerindeki etkisi ile iligkili
olarak, ergin gokkusagi alabaliklarinda GH/IGF aksinin artan sicakliktan olumlu yonde
etkilendigi ve mevsimsel sicaklik artisi ile birlikte temmuz déneminde ocak dénemine gore
sistemik olarak tretilen karaciger IGF-1 geninin karbonhidrat ve yag metabolizmasini
diizenleyebilecegi, lokal olarak {iretilen kas IGF-1 ve IGF-2 genlerinin ise kas dokusunda
biiyiimeyi tesvik edebilecegi diistiniildi.

Baliklarda biiyiime ekseninin aktivasyonu gz oniine alindiginda sicaklikla degisen
beslenme durumlar ile birlikte fotoperiyot, sudaki oksijen seviyeleri, toksisite ve tuzluluk
gibi faktorlerinde dikkate alinmasi gerektigi goriilmektedir. Sindirim sistemi yoluyla
gidalardan elde edilen enerji; metabolik olaylarda, blyumede ve Gremenin devam edebilmesi
icin kullanilmaktadir (Hevrey ve ark, 2012). Baliklar sicaklik stresi ile basa c¢ikabilmek i¢in
daha fazla yem tlketerek metabolizma ve biylme icin daha fazla enerjiye ihtiyag
duymaktadir (Tort, 2011). Yapilan bir calismada yiiksek ortam sicakliginin yavru kedi
baliklarinda (Clarias Batrachus) GHR ekspresyonunu uyardigi ve yiiksek plazma GH'nin
reseptOre daha fazla baglanmasina neden oldugu, bdylece plazma IGF-1 diizeylerini arttirdig:
goriilmiistiir. Ayn1 zamanda ocak ayinda viicutta veya gonadal biiylimede herhangi bir
degisiklik gostermedeki etkisizligin, diisiik sicaklik nedeniyle azalan gida alimina bagh
oldugu 6ne siiriilmistiir (Singh ve Lal, 2008). Ayni sekilde artan sicaklik, daha yiiksek bir
gida alimina paralel olarak daha hizli bir balik biiyiime oranina neden olmaktadir (Hevroy ve
ark, 2012). Diger bir faktor fotoperiyotun mevsim dongiisiinde degistigi ve ilkbahar/yaz
aylarinda en uzun oldugu g6z oniine alindiginda, GH sentezi iizerinde olumlu etkileri oldugu
gorulmektedir (Imsland ve ark, 2008). Ayni1 zamanda GH’nin, baliklarin tatli sulardan tuzlu
sulara gegislerde adaptasyonlarina yardimci oldugu yapilan bir caligmada gosterilmistir
(Arnason ve ark, 2013). Bu yiizden sicakhigin GH aktivitesini tizerindeki spesifik roliinii
aydinlatmak i¢in sicaklik ile birlikte farkli faktorlerin de hesaba katilmasi gerektigi
arastiricilar tarafindan 6ne stiriilmektedir (Imsland ve ark, 2008; Singh ve Lal, 2008; Hevrgy
ve ark, 2012; Arnason ve ark, 2013).
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Tiim omurgalilar arasinda olgunlasma, belirli bir yasa ve boyuta ulastiginda goriliir
(Silverstein ve ark, 1999). Lineer biiylime, somatik biiyiimeden farkl1 bir fizyolojik siirectir ve
somatik biiyiimede kas bliylimesi, karaciger biiyiimesi, visseral biiyiime, gonad biiylimesi ve
lipogenez siirecleri sonucunda degisimler ortaya ¢ikar. Olgunlasma siirecinde kas kiitlesindeki
artis birgok balik tlirlinde hem hiperplazi hem de hipertrofi ile olusmaktadir (Biga ve ark,
2004a). GH ve IGF genlerinin yiiksek ekspresyonu, kas mitogenezini arttirarak baliklarda
metabolik hizi ve oksijen tiikketimini yiikseltmektedir. Yiiksek oksijen tiiketiminin
beslenmenin bir sonucu olarak arttifi ve iskelet kasindaki hiperplazi ve hiicresel
degisikliklerin bu duruma neden oldugu bildirilmistir (Li ve ark, 2014). Ayni zamanda
lipid/enerji rezervlerinin somatik ve lineer biiyiimede belirleyici bir indeks oldugu ve
olgunlagma tizerinde 6nemli rol oynadig1 gériilmiistiir (Hopkins ve ark, 1997). Belirli aylarda
sinirli miktarda yem alimi biliylimeyi yavaslatirken, enerji depolar1 bosalmakta ve bunun
sonucunda olgunlagma oraninin azalmasimna neden olmaktadir (Silverstein ve ark, 1999).
Baliklarda olgunlasma i¢in en yaygin kabul edilen hipotez, cinsel gelisimin devam etmesi i¢in
kritik donemlerde biiytlikliikk, biliylime hizi ve enerji depolanmasi i¢in bir miktar esigin
asilmasi gerektigidir. Bu nedenle, biiyiime ve enerji metabolizmasmin kontrolinde yer alan
hormonlarin, olgunlagsma siireglerinde kilit rol oynamasi muhtemeldir (Bromage ve ark,
2001). Kaslarda oldugu gibi lipit mobilizasyonunda da GH’nin rol oynadigi goriilmektedir.
Besin eksikliginde biiylime faaliyetleri lipit kullanimi yoluyla karsilanmakta ve olumsuz
beslenme kosullarinda karaciger dokularinda GH’ye olan duyarliik GHR transkript
diizeylerinin diismesi ile azalmaktadir. Bununla birlikte, yag dokusunda GH'ye olan
duyarlilik, lipit depolariin kullanilmasi yoluyla artmaktadir (Bergan ve ark, 2018).

Insiilin benzeri biiyiime hormonlar1 baliklarin biitiin yasam evrelerinde gériilmektedir.
Yapilan bir caligmada ayni1 yasta ve ti¢ farkli boyutta (kiigiik, orta ve biiyiik) yetistirilen yavru
japon yilan baliklarinda (Anguilla japonica), biiyiik boyuttaki baliklarin karaciger IGF-1
mRNA seviyelerinin kii¢iik boyutlu baliklara gore yiiksek oldugu goriiliirken (Moriyama ve
ark, 2006), diger bir ¢alismada yavru baliklarin tiim dokularinda IGF-1 mRNA ekspresyonu
rapor edilmistir (Biga ve ark, 2004b). Yom Din ve ark (2008), sirasiyla bir ve bes yasinda
olan yavru ve ergin mersin baliklarinda (Acipenser gueldenstaedtii) yaptiklar1 calismada
hipofiz GH mRNA diizeyleri ile hipofiz, karaciger, bobrek, bagirsak ve kas dokularinda IGF-
1 mRNA dizeylerini incelemisler ve ergin ve yavru baliklarin hipofiz GH mRNA
diizeylerinde bir farklilik olmadigini, ergin mersin baliklarinda en yiiksek IGF-1 mRNA
ekspresyonunun bobrek ve hipofiz dokusunda, en diisiik diizeylerin ise kas dokusunda

goriildiigiinii bildirmislerdir. Arastiricilar yavru mersin baliklarinda ise en yliksek IGF-1
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mRNA ekspresyonunu karaciger ve bobrek dokusunda tespit etmislerdir. Li ve ark (2006),
IGF-1 ve IGF-2'yi kodlayan mRNA kopya sayilarinin doéllenmeden sonraki ilk 24 saat
boyunca degismedigini, inkiibasyon sicakliginda yetistirilen embriyolarda ise her iki gen i¢in
transkript sayisinda 6nemli bir artis oldugunu gostemislerdir Ayrica calismada erken gelisim
periyodu esnasinda IGF-2 ekspresyonunun, IGF-I ekspresyonuna gore daha fazla oldugu ve
embriyonik gelisim doneminde IGF-2’nin baskin oldugu bildirilmistir.

Aragtirmamizda ocak donemi gokkusagi alabaliklarinda yas farkinin biiylime faktor
genleri Gizerine olan etkisini incelendi. ocak déneminde, yavru ve ergin gokkusagi alabaliklar
arasinda karaciger GHR mRNA diizeylerinin benzer oldugu goriiliirken, karaciger IGF-1
mRNA diizeylerinin yavru gokkusag: alabaliklarinda ergin gokkusagi alabaliklarina gore 17
kat, karaciger IGF-2 mRNA diizeylerinin ise benzer sekilde 8 kat yiliksek oldugu belirlendi.
Ocak doneminde yavru gokkusagi alabaliklarmin kas dokusunda GHR, IGF-1 ve IGF-2
MRNA duzeylerinin ergin alabaliklara kiyasla sirasiyla 11 2 ve 11 kat yiiksek oldugu gozlendi
Calismamizda ocak doneminde serum GH diizeylerinin yasa bagh gokkusagi alabaliklarinda
farkli olmadig1 ve karaciger GHR ekspresyon diizeyleri ile pozitif koralasyon gosterdigi
gorildi. Karaciger dokusunda artan IGF-1 ekspresyonunun negatif feed back mekanizma ile
plazma GH diizeylerini ve karaciger GHR ekspresyonunu diisiirdiigli rapor edilmistir (Canosa
ve ark, 2007; Reindl ve Sheridan, 2012). Yapilan ¢alismalara benzer sekilde ocak donemi
yavru gokkusagi alabaliklarinda diisiik olan serum GH diizeylerinin ve artmayan karaciger
GHR ekspresyon diizeylerinin, yavrularda artan karaciger IGF-1 ekspresyonu tarafindan
negatif feed back mekanizmasi ile baskilandig1 diisiiniilmektedir. Bununla birlikte Mingarro
ve ark (2002), sonbaharda ergin ¢ipura baliklarinda (Sparus aurata) GH salinimini inhibe
eden plazma somatolaktin diizeylerinde artis rapor etmislerdir. Ayn1 zamanda yaz doneminde
artan sicakliklar ve uzun fotoperiyot siirelerinin GH'nin yiikselmesine neden oldugunu ve lipit
ve protein depolarmi arttirdigini, baliklar ergin boyuta ulastifinda, soguk mevsimin
baslangicinda somatolaktinin yiikselmesi ile aghik ve hatta lireme islemleri i¢in yaz
doneminde depolanan enerji rezervlerinin tiiketildigi ileri siirtilmiistiir. Buna karsilik,
arastiricilar yavru ¢ipura baliklarinda sonbahar déoneminde diisiik somatolaktin diizeyleri ile
hipertrigliseridemi ve insiilin direnci durumlarini ortaya c¢ikaran yiiksek hepatosomatik
indeksin soguk donemlerde yavru baliklarin biiylime oranlarmi arttirdigin1 gostermislerdir.
Benzer sekilde Luckenback ve ark (2007), 23 °C’de yetistirilen yavru pisi baliklarinda
(Paralichthys lethostigma) 28 ©°C’dekilere gore daha biyiik karaciger agirhigmin,
hepatosomatik indeksin (HSI) ve somatik biiylime oranlarinin (SGR) goriildiigiinii ve bunun

da artan karaciger IGF-1 ve kas IGF-1 mRNA diizeylerine bagli oldugunu belirtmislerdir.
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Caligmamizda ocak doneminde karaciger IGF-1 mRNA diizeylerinin yavru gokkusagi
alabaliklarinda ergin alabaliklara gore yiiksek olmasi; yukaridaki literatiirlerde belirtildigi
gibi, yavru baliklarda sonbahar déneminde goriilen diisiik somatolaktin diizeyleri ile biiyiik
karaciger agirligina ve yiiksek HSI diizeylerine bagli olabilecegini diistindiirmektedir. Kas
dokusunda ise GHR, IGF-1 ve IGF-2 mRNA dizeylerinin ocak doneminde yavrularda
erginlere gore yiikksek oldugu, bununla birlikte karaciger ve kas dokusunda IGF-1 ve IGF-2
etkilerinin yavru gokkusagi alabaliklarinda benzerlik gosterdigi goriilmektedir. Erken gelisim
evrelerinde IGF-1 ve IGF-2 ekspresyonu yavru baliklarda kas gelisiminde ana faktorlerdir
(Reinceke ve ark, 2005). Gokkusagi alabaliklarinda, IGF-1 geni kas hiicrelerine glikoz ve
amino asit alimini uyararak dogrudan kas biiyiimesini saglamaktadir. Ayn1 zamanda IGF’ler;
artan amino asit alimi, protein sentezi, hiicre proliferasyonu ve mitogenez aktivasyonu ile
protein degradasyon oraninin azaltilmasi da dahil olmak iizere, kas dokusunda birgok
anabolik siire¢ igin gili¢lii bir uyarici olarak calismaktadir (Montserrat ve ark, 2012).
Arastirma sonuglarimiza gore diisiik sicaklikta yavru gokkusagi alabaliklarmin biiyiime ve
gelisimi ergin gokkusagi alabaliklarindan daha iyi yonettigi goriilmektedir. Ergin gokkusagi
alabaliklarinin ocak déneminde lipit, protein ve karbonhidrat depolarini tiiketebilecegi, yavru
gokkusagi alabaliklarinin ise IGF-1 ve IGF-2 genlerinin aktivitesi ile biiyiime ve gelisimi
diizenleyebilecegi diisiiniilmektedir. Aynt zamanda calisma sonuc¢larimiz diisiik sicaklikta
endokrin IGF-2'nin, yavru gokkusagi alabaliklarinda IGF-1 etkisi gosterdigine kanit
saglamaktadir.

Yavru donemden ergin doneme gecislerde IGF genlerinin eksprese oldugu ve
salmonidlerin cinsel olgunlasmasi sirasinda GH/IGF aksinin rol oynadigi goriilmektedir
(Kamangar ve ark, 2007; Saera ve ark, 2009b; Wenger ve ark, 2014). GH ve IGF-1
reseptOrleri ovaryumlarda yiliksek oranda eksprese edilerek olgunlagsma sirasinda karacigerde
uretilen IGF-1"lerin mRNA ekspresyonunu up ve down regiile edebilmektedir (Guti’errez ve
ark, 2006; Fuentes ve ark, 2008). Radaelli ve ark (2003) ¢ipura baliklarinda, embriyonik
gelisimin erken evrelerinden yetiskin evreye kadar yiiksek diizeylerde IGF-2 geninin eksprese
edildigini belirtmislerdir. Caligmamiza benzer sekilde Saera ve ark (2007), temmuz
doneminde yavru ve ergin ¢ipura baliklarinin (Sparus aurata) karaciger ve kas dokularinda
GHR, IGF-1 ve IGF-2 ckspresyonlarini incelemisler ve arastirma sonunda yasa bagl
karaciger GHR, IGF-1 ve IGF-2 mRNA diizeylerinin yavru baliklarda erginlere gore daha
yiksek oldugunu tespit etmislerdir. Ayrica kas dokusunda GHR ve IGF-2 mRNA
diizeylerinin yas gruplari1 arasinda degismedigini, kas IGF-1 mRNA dizeylerinin ise ergin

baliklarda yavrulara gére daha yiiksek oldugunu rapor etmislerdir.
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Yaptigimiz calismada farkli yaslarda olan gokkusagi alabaliklarinin temmuz doénemi
karaciger ve kas dokularinda GHR, IGF-1 ve IGF-2 gen duzeylerini inceledik. Temmuz
doneminde yavru gokkusagi alabaliklarmin karaciger dokusunda GHR, IGF-1 ve IGF-2
mRNA diizeylerinin ergin gokkusagi alabaliklarina gore sirasiyla 5 3 ve 8 kat yliksek oldugu
gozlendi. Kas dokusunda GHR ve IGF-2 mRNA diizeylerinin yas gruplari arasinda
degismedigi, kas IGF-1 mRNA diizeylerinin ise ergin gdkkusag: alabaliklarinda yavrulara
gore 2 kat yiliksek oldugu tespit edildi. Calismamizda istatistiksel olarak anlamli olmasa da
temmuz doneminde ergin gokkusagi alabaliklarina gore yavru gokkusagi alabaliklarinda
yiiksek olan serum GH diizeylerinin, yavru gokkusagi alabaliklarinin karaciger GHR, IGF-1
ve IGF-2 mRNA diizeylerini es zamanli degisikliklerle arttirdigi goriilmektedir.
Calismamizda Saera ve ark’nin (2007) rapor ettigi gibi, GHR’nin hepatik transkripsiyonel
aktivasyonunun karaciger IGF-1 ve IGF-2 mRNA diizeylerinde artislara neden olarak direkt
etki yoluyla yavru gokkusagi alabaliklarinin gelisimini diizenleyebilecegi diisiiniilmektedir.
Benzer sekilde Davis ve Peterson (2006) yavru tatli su levreklerinde (sunshine bass), Vera ve
Brown (2009) yavru nil tilapia baliklarinda (Oreochromis niloticus) ve Huang ve ark (2015)
yavru sazan baliklarinin (Cyprinus carpio) karaciger dokularinda yiiksek sicaklik ile IGF-1
MRNA duzeylerinin paralellik gosterdigini ve yavru baliklarin metabolik aktivitelerini, IGF-1
ile diizenledigini rapor etmislerdir. Ayn1 zamanda IGF-1’in biiyiime siirecinde, biitiin dokular
tizerinde etkili oldugu bilinmekle beraber, son yillarda GH’den bagimsiz sekilde kas hiicre
aktivasyonunu artirdigi ve boylece kas hipertrofisine neden oldugu goriisii kabul gérmektedir
(Harbili, 2008). Calismamizda ergin gokkusagi alabaliklarinin kas GHR mRNA diizeylerinin
yaslanmaya bagli olarak degismedigi, kas IGF-1 ve IGF-2 ekspresyonunun yasa bagl
azalmaya aracilik etmedigi gozlendi. Ayrica artmis kas IGF-1 mRNA dizeylerinin ergin
alabaliklarin kas dokusunda hiperplazi ve hipertrofiye neden olabilecegi diistiniilmektedir
Yapilan ¢alismalarda; Li ve ark (2014) ve Fuentes ve ark (2013), artmis IGF-1
ekspresyonunun transgenik baliklarda belirgin sekilde artmis kas hipertrofisine ve
hiperplazisine neden oldugunu bildirmislerdir. Benzer sekilde ergin tilapia baliklarinin
(Oreochromis niloticus) kas dokusunda IGF-1 ve GHR ekspresyon dizeylerinin yavru
baliklardakine gore daha yiiksek diizeyde eksprese edildigi, bununda viicut agirlig1 ve yiiksek
biliyiime oranlarina bagli olabilecegi rapor edilmistir (Huang ve ark, 2012). Kas hucresi
artisginin, siganlarda GHR'lerin gelismis ekspresyonuyla iligkili oldugunu ancak bu kas
artisginin direkt IGF-1 ve IGF-1R sinyalini gerektirdigi belirtilmistir (Kim ve ark, 2005).
Sundugumuz c¢aligmada biiylime faktér genlerinin temmuz déneminde yavru gokkusagi

alabaliklarinda ergin gokkusagi alabaliklarina gore daha yiiksek diizeyde eksprese edildigini
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gozlemledik. Bununla birlikte kas IGF-2 ekspresyon diizeylerinin yiiksek sicaklikta yas
farkina bagli olarak degismedigi, yavru gokkusagi alabaliklarinda karaciger IGF-2
ekspresyonunun ve karaciger IGF-1’in otokrin/parakrin yoluyla biiyiime ve gelisimi
diizenledigi tahmin edilmektedir. Ayni zamanda ergin gokkusagi alabaliklarinin yiiksek
sicaklikta kas IGF-1 ekspresyonu artist ile biliylime faaliyetlerini devam ettirebilecegi

distiniilmektedir.
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6. SONUC VE ONERILER

Biiylime hormonu ve IGF’ler, ektotermik canlilarda biiyiime performansinin ve ¢evresel
faktorlerin etkisinin belirlenmesinde buytime indeksi olarak kabul edilmektedir ve bu konuda
son yillarda farkli degiskenler incelenerek ¢ok sayida arastirma yapilmistir. Baliklar su
sicakligi ve mevsimsel sicaklik gibi ¢evresel stres faktorlerinden etkilenir ve olgunlagma
siireci boyunca sicaklik degisimlerine kars1t hormonal bir yanit olusturur. Bu yilizden sicaklik
degisim etkilerinin hem kisa hem de uzun zaman olgeklerinde incelenmesinin uygun bir
model oldugu diisiiniildu. Calismada farkli mevsim sicakliginda ve yas araligindaki gokkusagi
alabaliklarinin karaciger ve kas dokularinda, biiylimenin biyolojik belirtecleri olan GHR, IGF-
1 ve IGF-2 genleri ve stres parametrelerinden serum Kkortizol ve glikoz dizeyleri
degerlendirildi.

Yapilan c¢aligmada en yiksek serum glikoz dizeyine sahip temmuz ddnemi ergin
alabalik grubu glikoz diizeyleri ile ocak donemi yavru alabalik grubu glikoz dizeyleri
arasinda istatistiksel bir fark tespit edilmistir (p<<0.001). Bu artisin yiiksek sicaklikta enerji
ihtiyacinin artmasi sonucunda karaciger ve kas dokularindaki glikojen depolarinin glikozlar
serbest hale getirmesinden kaynaklandigi kanisina varilmigtir. Bununla birlikte yasa bagl
ergin gokkusagi alabalik gruplarinda serum glikoz dizeylerinin temmuz ve ocak
donemlerinde yavru alabalik gruplarina kiyasla yiliksek oldugu gozlenmistir. Bu ¢alismanin
glikoz bulgularnin temmuz doénemi alabaliklarda sicakligin etkisiyle yiikseldigini ve
baliklarin sicakliklardaki degisime bagh farkli enerji kullanim davranisi gdsterdigini
distindiirmektedir.

Stres parametrelerinden kortizol hormon diizeyleri degerlendirildiginde, diisik ve
yiiksek sicakliga maruz kalan gokkusagir alabaliklarmin gruplar arasinda farklilik
gostermedigi belirlendi. Benzer sekilde yasa ve viicut biiyiikligiine bagli olarak yavru ve
ergin gokkusagi alabaliklarinin sicakliktaki degisime duyarsiz oldugu ve stres faktorii olan
serum kortizol diizeylerinde gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik olmadig1
goralda.

Baliklarda biliylime ve gelisimi kontrol eden GH’nin, mevsimsel sicakliga bagl yavru
ve ergin yastaki alabaliklarda temmuz déneminde ocak donemine gore oldukga yiiksek oldugu
tespit edildi (p<0.001). Ayni zamanda temmuz donemi serum glikoz dizeylerindeki
yiikselisin, ayn1 donemde artan GH diizeylerinden kaynaklanmis olabilecegi diisiiniilmektedir.
Yasa bagli yavru ve ergin gokkusagi alabaliklarmin GH diizeyleri degerlendirildiginde
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istatistiksel olarak bir fark gortlmedi. Ayrica gruplar arasinda kortizol hormon diizeylerinin

GH diizeyleri ile paralellik gostermedigi belirlendi.

Real-Time PCR uygulamas: sonrasinda buyume faktdr genlerine ait ekspresyon

diizeyleri degerlendirildiginde,

v

Mevsimsel sicaklik artisinin  ayni  yastaki yavru alabaliklarin karaciger ve kas
dokularinda IGF-1 ve IGF-2 gen ekspresyonunu etkilemedigi ve ocak doneminde
temmuz donemine goOre yavru alabaliklarin karaciger ve kas dokusunda IGF-2’nin

biiyiime ve gelisimi diizenledigi gorilda.

Mevsimsel sicaklik artisina karsit yavru alabaliklarda GH, IGF-1 ve IGF-2 genleri
arasinda meydana gelen farkliliklarin nedeni olarak; gen faktorlerinin birbirleriyle iliski
icerisinde olmasinin yani sira farkl islev ve zamanlarda gorev almasinin etkili oldugu

goriisii agir basmaktadir.

Ayni yagstaki ergin alabalik grubunda temmuz déneminde ocak donemine gore goriilen
yiksek GH’nin indirekt etki yolu ile karaciger dokusunda IGF-1 gen ekspresyonunu
artirdigi ve karaciger dokusunda artan IGF-1 geninin otokrin/paraktin etki yoluyla kas

IGF-1 gen ekspresyonunu diizenledigi anlasildi.

Ayrica artan sicaklikta yiikselmis kas GHR gen ekspresyonunun artan GH diizeylerine
cevap verdigi ve IGF-1 ve IGF-2 gen dlzeylerinde dokuya 6zgu bir kas tepkisini ortaya
cikardig1 goriiliirken, mevsimsel sicaklik artist ile birlikte ergin alabaliklarda IGF-1 ve

IGF-2 genlerinin biiylimeyi tesvik edebilecegi sonucuna ulasildi.

Yas farkina bagli olarak, ocak doneminde yavru alabaliklarin karaciger ve kas dokusunda
GHR, IGF-1 ve IGF-2 gen ekspresyonlarinin ergin alabaliklara gore daha yiiksek oldugu
tespit edildi.

Diisiik sicaklikta yavru alabaliklarin, biiyiime ve gelisimi ergin alabaliklardan daha 1yi
yonettigi goriildi. Buna bagli olarak ergin alabaliklarinin ocak déneminde lipit, protein

ve karbonhidrat depolarini tiikketebilecegi diistiniilmektedir.

Ayni zamanda c¢alisma bulgulan diisiik sicaklikta endokrin IGF-2'nin, yavru alabaliklarda

IGF-1 etkisi gosterdigi sonucuna varildi.

Yas farkina baglh bliytime faktor genlerinin temmuz doneminde yavru alabaliklarda ergin

gokkusagi alabaliklarina gore daha yiiksek diizeyde eksprese edildigi belirlendi.
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Sonug olarak farkli mevsim sicakligi ve yastaki alabaliklarda stres parametreleri ile
karaciger ve kas dokusunda GHR, IGF-1 ve IGF-2 gen ekspresyonlarmin incelendigi bu

calismanin daha sonra yapilacak ¢aligsmalar i¢in referans olabilecegi 6ngdriilmektedir.
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