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OZET

YERLi KOYUN IRKLARINDA MYOSTATIN GENI POLIMORFiZMi

Koyun 6nemli bir et ve yiin kaynagi oldugundan gelismekte olan {ilkelerde koyun
verimliligi ¢cok dnemlidir. Biiyiime ve farklilasma faktorii 8 (GDFS) olarak da bilinen
myostatinin (MSTN), iskelet kast gelisimi sirasinda miyogenezin negatif
diizenleyicisi olarak gorev yaptigi bildirilmistir. Myostatin genindeki (MSTN)
varyasyon, belirli koyun irklarinda kasliliktaki farkliliklarla iligkilendirilmistir. Bu
calisma, yerli koyun irklarinda MSTN genindeki g+6723 varyasyonunun ve
varyantlarin biiyiime Ozellikleri ile iliskisini arastirmayi amaglamaktadir. Afyon
Kocatepe Universitesi, Saglik Bilimleri Enstitiisii, Medikal Biyoloji ve Genetik
laboratuvarinda ¢alisilan 556904 numarali tez calismasi i¢in toplanilan yerli koyun
irklarindan toplam 111 hayvandan alinan kan oOrneklerinden DNA izolasyonu
yapilmis ve MSTN'deki g+6723 varyasyonunun varligi BseGI restriksiyon enzimi
kullanilarak, PCR-RFLP yontemi ile incelenmistir. Yapilan c¢aligmalar sonucunda
yerel koyun irklarinin higbirinde myostatin geni g+6723 polimorfizmine
rastlanilmamistir.  MSTN lokusu ¢alisilan koyun 1rklarinda Hardy-Weinberg
dengesinde degildir ve myostatin geninin ¢ift kashilik iizerinde anlamli bir etkisi

yoktur.

Anahtar kelimeler: Koyun, Myostatin, Polimorfizm, Yerli irk



SUMMARY

MYOSTATIN GENE POLYMORPHISM iN LOCAL SHEEP BREEDS

Sheep productivity is crucial in developing countries as sheep are an important
source of meat and wool. It has been reported that myostatin (MSTN), also known as
growth and differentiation factor 8 (GDF8), functions as a negative regulator of
myogenesis during the growth of skeletal muscle. Different levels of muscle
development in various sheep breeds have been linked to variations in the myostatin
gene (MSTN). This study aims to investigate the relationship between the g+6723
variation in the MSTN gene and the association of variants with growth traits in local
heep breeds collected for the thesis study number 556904, which was studied in
Afyon Kocatepe University, Institute of Health Sciences, Medical Biology and
Genetics laboratory. DNA isolation was made a blood samples taken from a total
number of 111 animals from local sheep breeds, and the presence of g+6723
variation in MSTN was investigated by PCR-RFLP method using BseGl restriction
enzyme. As a result of the studies, myostatin gene g+6723 polymorphism was not
found in any of the local sheep breeds. MSTN locus in studied sheep breeds was not
in Hardy-Weinberg equilibrium, and there was no significant effect of myostatin

gene on yearling weights.

Keywords: Sheep, Myostatin, Polymorphism, Local breed
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1. GIRIS

Insan diyetinde hayvansal ve bitkisel proteinlerin viicuda dengeli ve yeterli
almmasi oldukg¢a &nemlidir. Diinya Saglik Orgiitii’niin (WHO) yayinladig1 verilere
gore saglikli bir insanin giinliik protein ihtiyaci viicut agirligr (kilogram) basina 1
gramdir ve bu miktarin %42’sinin hayvansal kaynakli olmas1 gerekmektedir. Diinya
nifusunun hizla artmasiyla gida ihtiyaci artmakta, arz-talep dengesi olumsuz
etkilenmektedir. Tarimsal alanlarin smirhilig, hayvansal kokenli gida alimimin
olumsuz etkilenmesi her bir hayvandan daha fazla verim elde etmeyi gerekli

kilmistir.

Hayvansal proteinler bakimindan en verimli ve benimsenen besin kaynagi
kirmizi ettir. Bu sebeple etin iiretim miktarinin, kalitesinin ve veriminin arttirilmast
olduk¢a Onemlidir. Et iiretimi acisindan en verimli hayvanlar, dogum sonras1 kas
biiyiime doneminde hizli ve minimum yag birikimi ile kilo alan ve olgun viicut
biiyiikliigiine ulasan hayvanlardir. Bu nedenle, hem kas biiyliimesini ve gelisimini
anlayabilmek hem de iiretimi iyilestirmek icin siiregleri kontrol etmek Onemlidir.
Hem dogum o6ncesi hem de dogum sonrasi kas gelisimi sirasinda kas lifi sayis1 ve
boyutu kismen hayvanin genetik yapisi tarafindan belirlendiginden, kas biyolojisinin
genetiginin daha iyi anlagilmasi et veriminin arttirilmasinda olduk¢a 6nemli bir yere

sahiptir.

Son yillarda bazi hayvan tiirlerinde et kalitesiyle iligkili potansiyel genleri ve
kromozom bdlgelerini bulmak icin ¢esitli arastirmalar yapilmis ve et verimini

etkileyen major genler tanimlanmistir.

Myostatin (MSTN) ¢iftlik hayvanlarinda et kalitesiyle iliskilendirilen, kas
gelisimini negatif yonde diizenleyen, “cift kaslilik” fenotipinden sorumlu gendir.
Iskelet kas1 ana diizenleyicilerinden, biiyiime ve farklilasma faktorii 8 (GDF8) olarak
da bilinen MSTN, donistiiriicii biiyiime faktorii-p (TGF-B) siiper ailesine aittir.
Dogum oncesi kas gelisimi siirecinde kas oOnciisii proliferasyonu, miyoblast

proliferasyonu ve farklilagmasi gibi kilit noktalarda kas gelisimini diizenlemektedir.



Koyun (Ovis aries) genomunun 2. kromozom uzun kolun sonunda (2g32.2
lokusu) yer alan ve myostatin geninde olusan tek niikleotid mutasyonu ¢ift kaslilik
fenotipinin gériilmesine neden olmakta ve birim hayvandan daha ¢ok ve saglikli tiriin

iiretilmesine katki saglamaktadir.

Bu calismanin amac1 Afyon Kocatepe Universitesi, Saglik Bilimleri Enstitiisii,
Medikal Biyoloji ve Genetik laboratuvarinda c¢alisilan 556904 numarali tez ¢aligmasi
icin toplanilan yerli koyun irklarindaki myostatin geninin polimorfizm yoniinden
genetik karakterizasyonu, polimorfik allellerin 1rka 06zgii olup olmadiklarinin
belirlenmesi ve myostatin genindeki polimorfizmin et verimiyle iligkisinin

arastirilmasidir.

Tiirkiye’de myostatin geni polimorfizmine 6zgii ¢alisma sayisi oldukga azdir. Bu
sebeple bu tez caligsmasi yerli koyun irklarindaki genetik varyasyonu ortaya koyacak

ve myostatinin et verimiyle iliskisini agiklamada literatiire katkida bulunacaktir.
1.1. Tiirkiye’de Hayvancilik

Hayvancilik sektorii diinyada oldugu gibi Tiirkiye’de de genel iilke ekonomisi ve
tarim sektoriinde oldukc¢a 6nemli bir yere sahiptir. Hizla ¢ogalan dengeli ve yeterli
beslenmesinde, sanayi hammaddesi olarak kullanilmasinda ve kirsal kalkinmanin

iyilestirilmesinde stratejik bir 6nemi vardir (Vural vd., 2007, At vd., 2015).

Dogal kaynaklar ve ekolojik kosullar bakimindan Tirkiye, biiylikbas ve
kiigiikbas hayvan yetistiriciligi i¢in uygun sartlara sahiptir (Turan vd., 2017). Tiirkiye
Istatistik Kurumu (TUIK)’in istatistiklerine gore 2021 yilinda iiretilen etin; 74,8%’i
sigirdan, 19,8%’1 koyundan, 4,8%’1 keci ve 0,6%’s1 mandadan saglanmaktadir (Sekil
1) (int. Kay. 1).



mSIGIR mKOYUN =mKECI mMANDA

Sekil 1.1: Tiirkiye 2021 yil1 kirmizi et iiretim (ton) oranlar1 (int. Kyn. 1)

Sigirlarin yiiksek siit verimine sahip olmasi, kaba ve kesif yemleri yiiksek
miktarda et ve siite dondstiirmeleri, farkli iklim kosullarmma uyum saglamasi gibi
baslica avantajlar sebebiyle Tiirkiye biiyiikbas hayvan varliginin ve et iiretiminin

tamamina yakinini sigir popiilasyonu olusturmaktadir.

Kiiciikbas hayvancilikta ise mera alanlari, dogal bitki ortiisii, cografi 6zellikleri,
kiiltiirel ve sosyo-ekonomik yapisi itibariyle lilkemiz koyun ve kegi yetistiriciligine
olduk¢a uygundur. Hali hazirdaki meralardaki bitki Ortiisii biiyiikbas hayvanlarin
beslenmesine uygun olmadigindan mera alanlariin  kullaniminda kiigiikbas
hayvanlarin yetistirilmesine Oncelik saglanmaktadir. Koyun, keg¢i gibi kiiciikbas
hayvanlar, bitkisel iiretime uygun olmayan, mera, aniz gibi {liriinleri et, siit, yapagi,
deri, giibre gibi iiriinlere doniistiirebildiklerinden hayvancilik sektoriinde dnemli yere

sahiptir (Ergun vd., 2021).

Hayvansal {riinler ayn1 zamanda insan beslenmesinde olduk¢a Onemli yere
sahiptir. Insan diyetinde hayvansal ve bitkisel proteinlerin viicuda dengeli ve yeterli
almmasi oldukg¢a &nemlidir. Diinya Saglik Orgiitii’niin (WHO) yayinladig1 verilere
gore saglikli bir insanin giinliikk protein ihtiyaci viicut agirhig (kilogram) bagina 1
gramdir ve bu miktarin %42’sinin hayvansal kaynakli olmas1 gerekmektedir
(TIGEM, 2020) (Giirer, 2021).



Hayvansal proteinler bakimindan en verimli ve benimsenen besin kaynagi
kirmiz ettir (Akgapinar ve Ozbeyaz, 1999)(Yayvan ve Ozkul 2018). Tiirkiye’deki
toplam et {iretiminin %17,05°1, toplam kirmiz1 et iiretiminin ise %42,48’1 koyun ve

kuzudan elde edilmektedir (Anonim, 2005).

Tirkiye koyun populasyonu bakimindan diinya iilkeleri arasindadir. Ancak
hayvan basina elde edilen verim diizeyi diisiik oldugundan kisi basi iiretim diizeyi
yoniinden geri plandadir. Bu duruma bakildiginda Tiirkiye’de yiiksek dol verimine
sahip, et bakimindan verimli koyunlarin yetistirilmesi et tiretimi ve Kkalitesinin

artirilmasi acisindan dnemlidir (Unal ve Yakan, 2008).
1.2. Et Verimi

Et; iskelet kas1, bag dokusu ve yagdan olusur (Lawrie ve Ledward, 2008). iskelet
kaslarinin temel bileseni kas lifleridir ve bunlar bag dokusu ile cevrilidir. Kas kiitlesi
biiyiik ol¢lide kas liflerinin sayist ve boyutu ile belirlenir. Kas, tipik olarak ciftlik
hayvanlarmin yagsiz viicut agirhiginin %40' indan fazlasimi olusturdugundan, kas
bliylimesini ve gelisimini belirleyen temel fizyolojik mekanizmalari anlamak

onemlidir.

Et iiretimi agisindan en verimli hayvanlar, dogum sonrasi kas biiylime doneminde
hizli ve minimum yag birikimi ile kilo alan ve olgun viicut biiyiikliigiine ulasan
hayvanlardir. Bu nedenle, hem kas biiyiimesini ve gelisimini anlayabilmek hem de
tiretimi iyilestirmek i¢in siiregleri kontrol etmek dnemlidir. Hem dogum o6ncesi hem
de dogum sonrasi kas gelisimi sirasinda kas lifi sayis1 ve boyutu kismen hayvanin
genetik yapisi tarafindan belirlendiginden, kas biyolojisinin genetiginin daha 1yi

anlasilmasi et veriminin arttirilmasinda oldukga 6nemli bir yere sahiptir.



1.2.1. Dogum oncesi kas biiyiimesi ve gelisimi

Kasin embriyonik gelisimi sirasinda somit kokenli mezodermden tiiretilen
miyojenik Oncli hiicrelerden miyoblastlar gelisir. Kasa 6zel bazik sarmal-ilmek-
sarmal (bHLH) transkripsiyon aktivatorleri MyoD ve/veya Myf5'in  yukari
reglilasyonu (up-regulation) mezodermal Oncii hiicrelerin miyojenik farklilagmasi
icin gereklidir. Farklilagma sinyallerine yanit olarak, bHLH ailesine ait olan
miyogenin (MYOG) ve kas diizenleyici faktér 4 (MRF4), miyoblast farklilasmasina
yardimer olur (Cossu ve Biressi 2005). Tek cekirdekli miyositler birleserek ¢ok
¢ekirdekli miyotiipleri, miyotiipler de olgunlasarak kas liflerini olusturur (Sekil 1.2).
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=== \fyotomal cell
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<@@»  Fetal myoblast
= Satellite cell
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Ectoderm
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Sekil 1.2: Embriyonik iskelet kas1 olusumunda yer alan fizyolojik mekanizmalarin sematik
gosterimi  (Cossu ve Biressi 2005). Somit kokenli miyojenik hiicreler yesilin farkli
tonlartyla, kok progenitor hiicreler kirmiziyla niikleer transkripsiyon faktorleri farkli
renklerle gosterilmistir.

Kas lifi sayisini belirleyen son asama, ¢ogalan miyoblastlarin birincil ve ikincil
miyotiipler ve miyofibriller halinde terminal farklilagmasi1 ve fiizyonu sirasinda
meydana gelir (Schiaffino ve Reggiani 1996). Heterojen miyoblast popiilasyonlari,
ayr ayri, ardisik kas lifleri nesillerine yol agar. Bu nedenle, dogum oncesi kas lifi

sayisindaki (hiperplazi) bir artig, kaslarin boyutunun en 6nemli belirleyicisidir.



1.2.2. Dogum sonrasi kas biiyiimesi ve gelisimi

Dogum sonrasi iskelet kasindaki artislar kas lifi boyutundaki artistan (hipertrofi)
kaynaklanmaktadir. Kas liflerinin sayis1 dogum sonrasi kas biiylimesinin miktarini
bliyiik ol¢iide belirlemesine ragmen, dogum sonrasi kas biiylimesinde kas liflerinin

toplam sayist ayn1 kalir (Wegner vd., 2000).

Et iretimi baglaminda en verimli hayvanlar, dogum sonrasi kas biiyiime
doneminde hizli bir sekilde ve minimum yag birikimi ile kilo alan ve olgun viicut
blyiikliigline ulasan hayvanlardir. Bu nedenle hem kas biiyiimesini ve gelisimini
anlayabilmek hem de iiretimi iyilestirmek i¢in fetal kas lifi sayisinin arttirilmasi
oldukca onemlidir. Hem dogum Oncesi hem de dogum sonrasi kas gelisimi sirasinda
kas lifi sayis1 ve boyutu kismen hayvanin genetik yapisi tarafindan belirlendiginden,
kas biyolojisinin genetiginin daha iyi anlasilmasi et iiretiminde veriminin artmasina

sebep olacaktir.

Son yillarda, sigir, koyun, tavuk dahil olmak iizere farkl ¢iftlik hayvanlarinda et
kalitesiyle iliskili potansiyel genleri veya kromozom bdlgelerini bulmak i¢in bu
alanda bircok arastirma yapilmistir (Dehnavi 2012). Bazi hayvan tiirlerinde et
verimini etkileyen major genler tespit edilmistir (Yayvan vd., 2018). Koyunlarda et
verimi iizerinde etkili callipyge geni (Cockett vd., 1993), Belgika Texel koyunlarinda
cift kaslilik (double muscling) geni (Marcg vd., 2002), Avustralya Poll Dorset
koyununda carvell geni (Banks, 1997), kalpastatin geni, weaver geni, leptin (Lep),
growth hormon reseptor geni (Ghr) ve pituitary-spesifik transkripsiyon faktér geni
domuzlarda etin kalitesi ve veriminde onemli etkisi olan halotan duyarlilik ve
rendement napole genleri (Archibald ve Imlah, 1985; Le Roy vd., 1990) bunlara

Ornektir.



1.3. Cift Kashhk ve Cift Kash Hayvanlarin Karkas Ozellikleri

Hayvanlar kaslarinin yapisina ve kas kiitlesinin derecesine bagli olarak cift kasl
(muskuler hipertrofi veya double muscling, kaslarin hiperplazisi seklinde) olarak
tanimlanmaktadir. Kas degerlendirmesi, kas aralarindaki oluklarin durumu, legen
kemiginin egimi ve legen kemigine bagl diger pargalarin durumu gibi karakteristik

ozelliklere bakilarak yapilmaktadir (Arthur, 1995).

Cift kasli hayvanlar normal 6zellikteki hayvanlara gore birgok karkas 6zelligi
barindirir. Bunlar genellikle kas hipertrofisi, kaslarin olgunlugu, yag birikmesinde
azalmis potansiyel ve kiiciik sindirim kanallarinin olmasindan kaynaklanmaktadir.
Bugiine kadar yayinlanan ¢aligmalarin ¢ogunda ¢ift kaslilik karkaslarinda kas ve deri

oraninin yiiksek, yag ve kemik oranmin ise diisiik oldugu belirtilmistir (Oz, 2009).

Sekil 1.3: Texel ¢ift kasli koyunlarin fenotipi (Miar vd., 2014)



1.4. Cift Kashhgin Genetigi

Culley’in (1807) ilk olarak sigirlarda gosterdigi ¢ift kaslhiligi Kaiser 1888’de
ayrintili  olarak tamimlamistir. 1929 yilinda Wriedt, cift kashihifin genetik
belirleyicisinin tek bir gen oldugunu ileri siirmistiir. Yillar boyunca bu konuda
calismalar yapilmis ve birgok model Onerilmistir (Wriedt, 1929; Kronacher, 1934;
Sopena Quesada ve Blanco Cachafeiro, 1971) . Ancak tiim bu ¢alismalar neticesinde
cift kasliligin otozomal, major tek bir genin kalitim1 sonucu ortaya ¢iktig1 konusunda
uzlagilmigtir. Cift kaslilik genetigi lizerine ortak goriis ‘single major gen modeli’
kabullenilmesine ragmen bu genin etki mekanizmasi iizerinde farkli goriisler vardir.
Bir grup bilim insani, myostatin geninin dominant karakterli, diger grup ise resesif
karakterli oldugunu savunmaktadir (Hanset ve Michaux, 1985a, 1985b; Arthur,
1995). Fakat bu mekanizma icin farkli goriisler de (kismi dominantlik, eksik
resesiflik vb.) bulunmaktadir.

Hayvanlarda et verimi ve kalitesini arttirmak igin ¢ift kaslilik fenotipiyle iliskili
myostatin geninin ve bu genin etki mekanizmalarinin aydinlatilmasi oldukca

onemlidir.
1.5. Myostatin Geni (Cift Kashhk)

Myostatin (MSTN) ¢iftlik hayvanlarinda et kalitesiyle iligkilendirilen, bir
genetik belirteg olarak kullanilmak {izere hedeflenen, myostatin proteininin

tiretiminden sorumlu, kas gelisimini negatif yonde diizenleyen, “cift kaslilik”

fenotipinden sorumlu gendir (McPherron & Lee, 1997) (Kambadur vd., 1997).

Iskelet kas1 ana diizenleyicilerinden, bilyiime ve farklilasma faktorii 8 (GDFS)
olarak da bilinen MSTN, doniistiiriicii bityiime faktorii- (TGF-p) siiper ailesine aittir
(Aiello vd., 2018, McPherron ve Lee, 1997). Bu siiper aile, yetiskin hayvanlarda
embriyonik gelisimin diizenlenmesinde ve doku homeostazinin korunmasinda 6nemli
roller oynayan ¢ok sayida biiylime ve farklilagma faktoriinii kapsar (Hickford vd.,

2010). Hiicre boliinmesini pozitif veya negatif yonde diizenlemektedir. Myostatin



geninin iskelet kaslarinda gelismeye katki sagladigi il kez farelerde gosterilmistir

(Yayvan ve Ozkul 2018).

Farelerde kromozom 1 (C1.1) (McPherron ve Lee, 1997), insanlarda kromozom
2 (2932.2) (Schuelke vd., 2004), sigirlarda kromozom 2 (2q14-g15) (Grobet vd.,
2003), koyunlarda kromozom 2 (Clop vd., 2006), domuzlarda kromozom 15
(Sonstegard vd., 1998) ve atlarda kromozom 18 (Lowe ve Eddy, 1997) iizerinde yer

aldig1 bulunmustur.

Du vd., 2005’te yaymladiklar1 ¢alismada 1.211 kb myostatin promot6r dizisinin
NCBI ve DNAMAN yazilimi ile hizalama analizinde; koyun ve ke¢i (AY827576),
sigir (AJ438578), domuz (AYS527153), insan (AX058992) ve farede (AY204900)
myostatin geni yukari akis (upstream) bolgeleri arasindaki benzerlik sirasiyla %98,1,
95.8, 86.9, 80.2 ve %67.7 olarak bulunmustur (Sekil 1.4) . Bu sonuglar evrimsel
sliregte myostatin geninin yiiksek derecede korundugunu gostermektedir (Du vd.,

2005).



Hunan
Mouse

Sekil 1.4: Myostatin promotor sekansinin koyun (AY918121), keci (AY827576), sigir
(AJ438578), domuz (AY527153), insan (AX058992) ve fare (AY20490) arasinda
karsilagtirmasi (Du vd., 2005)

Koyunlarda yapilan molekiiler analizler, MSTN geninin {i¢ ekzon, iki
introndan olustugunu gostermistir. Ekzon 1 508 (373 kodlanan), ekzon 2 374 ve
ekzon 3 1893 niikleotid (381 kodlanan) ve intron 1 1833, intron 2 ise 2030
niikleotitten olusmaktadir (Clop vd., 2006, Osman vd., 2021).
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1.5.1. Myostatin’nin yapisi ve proteolitik islenmesi

MSTN, iskelet kasinda birincil olarak 375 aminoasitlik bir pro-peptid olarak
sentezlenen homodimerdir (Grochowska 2020, Miar vd., 2014). Pro-peptidin bir
salgilama sinyal peptidi (SP), bir pro-peptid pro-proteolitik isleme bolgesi ve tiirler

arasinda yiiksek oranda korunan bir karboksi-terminal aktif peptidi vardir.

MSTN, TGF-B ailesinin diger iiyeleri gibi, baslangigta Oncli protein olarak
sentezlenir. Biyolojik olarak aktif olgun ligandlar iiretmek i¢in proteazlar tarafindan
boliiniir. Sinyal peptitlerinin sinyal peptidazlar tarafindan ¢ikarilmasinin ardindan
furin benzeri proteazlar (furin-like proteases) tarafindan RSRR rezidiileri taninarak
pargalanir. Parcalanma sonunda N-terminal propeptitleri ve 12kDa’luk C-terminal
olgun peptitler olusur (Sekil 1.5) (Rodgers ve Garikipati 2008). Hem olgun hem de
islenmemis myostatin, disiilfid baglantili dimerler olusturur. Tek aktif formu islenmis

myostatin dimerdir (Miar vd., 2014).

prepro-MSTN
RS signal G CTRXXA.C.CC e cC cC—COoH

itranslocation & cleavage

pro-MSTN
HN— C LRRXR-CCCCCCCCC—-COH

1
processing by furin protease
Latency Associated Protein (LAP) A/ \A mature MSTN
HoN— C C _RXXR_—CO,H H,N—C CC CC CC CC—CO.H
#

HoN— C C _RXXR —CO,H H,N—C CC CC CC CE—COzH

Sekil 1.5: Myostatinin proteolitik islenmesi (Rodgers ve Garikipati 2008).
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1.5.2. Myostatin'in hiicre dis1 diizenlenmesi ve sinyal mekanizmalari

Olgun MSTN ligandlar1 6nce aktivin tip 2 reseptorlerine (ACVR2A veya
ACVR2B) baglanir ve tip 1 reseptdrleri, aktivin reseptdr benzeri kinaz 4 (ALK4)
veya ALKS ile heteromerik reseptor kompleksi olusturarak SMAD2/SMAD3
fosforilasyonuna sebep olur. Fosforilasyon sonucu aktive olan Smad2/3, Smad4 ile
birleserek kompleks olusturur ve niikleusa hareket eder. Hiicre ¢ekirdeginde Smad
baglanma bolgesine baglanarak miyojenik farklilasma 1 (MyoD), miyojenik faktor 5
(Myf5) ve miyogenin gibi bazi kas diizenleyici faktorlerin (MRF'ler) ekspresyonunu
etkiler ve miyoblast proliferasyonu ve farklilasmasini engeller (Sekil 1.6) (Du vd.,
2007).

GDF11/Myostatin
Latent Complex

GDF11/Myostatin
BMP1/TLD-like Metalloproteinases

Mature Dimer

v _
MD ij <wp ] Endogenous
—> ey
Com Wl Sex an inhibitors
[ Propeptide
A GASP1
GASP2
I,— Follistatin
FSTL3
LTBP3
GDF11-specific Hegorin

Non-canonical Canonical

Complex MD Complex
Extracellular e MD > " MD ),
®lP) e —
Intracellular Type 1 Type 2 *lp) Type 1
Receptor Receptor (plp) 00 Receptor

(ALK1 ) (ACVR2A/2B)
Pro-GDF11/Myostatin

Furin-like Proteases

: (ALK4/5/7)

Canonical Pathway

i Non-canonical
Pathways

S

4
.__PD_C MD |

-i_

[@] (@]

%)
@ SMADSS SMAD2/3 @

->

90
SMAD1/5/9 SMAD1/3/)

/

Q)
SMAD4 .Y. SMAD1/5/9

(e28) () (eme)

Plp
SMAD4 w SMAD2/3

|

% [e==——=) %
SMAD smAD213 > TranscriptiN
/Nucleus NT NPT \

Target genes
Sekil 1.6: MSTN'nin hiicre dis1 diizenlenmesi ve sinyal mekanizmalar1 (Suh ve Lee
2020)
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1.5.3. Myostatin’in miyoblast proliferasyon ve farklhilasmasindaki rolii

Myostatin, dogum Oncesi kas gelisimi silirecinde kas Onciisii proliferasyonu,
miyoblast proliferasyonu ve farklilasmasi gibi kilit noktalarda kas gelisimini

diizenler (Aiello vd., 2018).

Embriyonik miyogenez sirasinda, Myf5 ve MyoD ile aktive edilmis oncii
hiicreler, proliferasyonlarindan énce miyoblastlara farklilagir. MSTN sinyaline yanit
olarak, sikline bagimli bir kinaz inhibitorii p21°in ifadesi artar ve siklin-E-Cdk2 ve
retinoblastoma (Rb) protein aktivitesini inhibe eder. Bu durum miyoblastlarin G1
fazinda tutuklanmasina ve buna bagli olarak miyoblast proliferasyonunun
inhibisyonuna neden olur (Sekil 1.7) (Thomas vd., 200). Buna karsilik, miyogenez
sirasinda MSTN ifadesi olmadiginda, p21 ifadesi i¢in gerekli sinyal kaybolur ve Rb
proteini hiper-fosforile formda kalir. Boylece MSTN’nin yoklugu proliferasyonun
devam ederek miyoblastlarin cogalmasina ve kas lifi boyutunun artmasina neden olur

(McCroskery vd., 2003).

Miyoblast farklilagsmas1 ve miyotiip olusumu, kas transkripsiyon faktdrlerinin
ekspresyonuna ve G1 fazindaki tutuklanmanin ortadan kalkmasina baghdir (Sekil
1.7) (Gu vd., 1993). Bu durum miyojenik diizenleyici faktorler Pax-3, Myf5 ve
MyoD'nin azaltilmis ekspresyonu ile iligkilendirilmistir (Amthor vd., 2006). Joulia
vd., 2003 yilinda yaptiklari ¢alismada, MYOG'un myostatinin onemli bir hedefi
oldugunu gosterilmistir. MSTN’nin asir1 ekspresyonu MyoD ve MYOG' nin mRNA
ifadesini azaltarak miyojenik farklilagmayi tersine cevrilebilir sekilde inhibe edebilir.
Buna karsilik, MSTN'min inhibisyonu, MyoD' nin yiiksek ekspresyonuna ve

dolayisiyla kas liflerinin olusumunun artmasina neden olur (Joulia vd., 2003).
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Committed
Precursors Myoblasts myoblasts Myotubes

MLJOD Proliferation QD Differentiation
- oy FeeT

/ p2l — CDK? I

Mgostatin > Smad?/ 3 —| MJOD

Smad2/3 —H—  MyoD
No Myostatin +‘>p91 +| CDKQ l

Rbl’l

Proliferation D% D:Herenhatxon

Sekil 1.7: Miyoblast proliferasyonu ve farklilasmasinda myostatin etkisi (Aiello vd.,
2018).

1.5.4. Koyunlarda myostatin genindeki polimorfizmler

Mpyostatinin tanimlanmasi ve kas biiyiimesinin negatif belirteci olarak biyolojik
islevinin kesfedilmesinden sonra MSTN’deki varyasyonlarin fare, sigir, insan,
kopek, tavuk, domuz ve koyun dahil olmak {izere cesitli tlirlerde "¢ift kasli" fenotip
ile iligkili oldugu bulunmustur (McPherron ve Lee, 1997, Bellinge vd., 2005,
Kambadur vd., 1997, Schuelke vd., 2004, Mosher vd., 2007, McFarland vd., 2007,
Zhang vd., 2011, Stinckens 2005, Clop vd., 2006, Hickford vd., 2010).

MSTN geni, koyunlarda (Ovis aries) 2. kromozom uzun kolun sonunda (2932.2
lokusu) yer almaktadir (Bellinge vd., 2005). Son yillarda Texel, Norveg Spalsau,
ticari Yeni Zelanda (NZ) koyun wrklart ve Letonya Darkhead gibi ¢esitli koyun
irklarinda MSTN geninde toplam 77 SNP (single nucleotide polymorphism-tek
niikleotid polimorfizmi) rapor edilmistir (Cizelge 1.1) (Kijas vd., 2007, Han vd.,
2013). Bu polimorfizmlerin ¢ogu genin kodlanmayan bdlgelerinde (intron)

bulunmaktadir.
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Belcika Texel koyunlari, istisnai yapilari, genisleyen kas lifleri , artan yagsiz,
daha yiiksek verimli karkaslar iiretme potansiyelleri nedeniyle terminal melezi olarak
yaygin sekilde kullanilmaktadir. Texel koyunlarinda kantitatif lokus analizinde, kas
kiitlesinde etkisi olan kromozom 2 iizerinde MSTN'nin 3’-UTR'nin (¢evrilmemis
bolge) bir varyant1 (g.6723G>A) karakterize edilmistir. Bu, iskelet kasinda yiiksek
oranda eksprese edilen mikroRNA'lar olan miR1 ve miR206 i¢in bir hedef bolge
olusturmaktadir (Kijas vd., 2007). ¢.*1232A, ¢.391G>T ve diger 18 SNP dahil
olmak iizere baska genetik varyantlar da bulunmustur: g.2449C>G, g.2379C>T,
0.1405A>T, ¢.1402G>A, ¢.1214C >T, g.1129C>T, g.41A>C, g.39T>C, g.474C>T,
0.613T>C, ¢.616G>A, ¢.619T>C, ¢9.622T>C , 9.632G>T, g.696C>T, g.3135C>T,
0.4036A>C ve 0.4044C>T (Kijas vd., 2007) (Aiello vd., 2018).
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Cizelge 1.1: Koyunlarda myostatin genindeki polimorfizmler

Polimorfizm
Irk Pozisyon Mutasyon Referans
0.6723 G>A
0.391 G>T
g.2449 C>G
g.2379 C>T
g.1405 AST
0.1402 G>A
g.1214 C>T
g.1129 C>T
g.41 A>C
Texel g?f% Hig Kijas vd., (2007)
0.613 T>C
0.616 G>A
0.619 T>C
0.622 T>C
0.632 G>T
0.696 C>T
g.3135 C>T
g.4036 A>C
g.4044 C>T
Norwegian White Sheep 0?536600 gili\ Wang vd., (2016)
c.101 G>A Kijas vd., (2007)
€.—959 C>T
c.—784 A>G
c.373+18 A>G
€.373+563 A>G
¢.373+607 G>A
c.374-654 T>C
New Zealand Romney g%gigj ,I;g Wang vd., (2016)
c.*83 A>G
c.*455 C>A
€.*709 insA
c.*123A T>G
c.—2449 G>C
c.—2379 T>C
Charollais Cc.*123A Kijas vd., (2007)
White Suffolk Cc.*123A Kijas vd., (2007)
Poll Dorset c.*123A Kijas vd., (2007)
Lincoln Cc.*123A Kijas vd., (2007)
c.373 + 396 T>C
€.374-362 AST
c.374-16 delT
Stavropol Merino CC774 A?Stllgis g:ﬁ Trukhachev vd., (2018)
c.782_783 insT
€.940 G>T
¢.*310 G>T
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2. MATERYAL ve METOT

5, 10 ve 25 ml hacimli Steril Serolojik
Pipetler

17

2.1. Materyal
Bu tez c¢alismasinda kullanilan cihaz ve malzemeler Cizelge 2.1°de, kimyasal
maddeler ise Cizelge 2.2’te verilmistir.
Cizelge 2.1: Kullanilan cihaz ve malzemeler
| Kullanilan Cihaz ve Malzemeler | Marka/ Model
Derin Dondurucu Buzdolab: (-20°C ve -
80°C)
+4°C Buzdolab1
Distile su cihazi Niive
Ultra Saf Su Cihaz Milipore, MiliQ Synthesis
Mikrodalga Firin Arcelik
pH Metre WTW inoLab
Calkalayici-Sicak Su Banyosu GFL
Calkalayict (Vortex) IKA ve Dragon
Manyetik Karistirict IKA
Sogutmali Mikro Santrifiij Thermo
Dijital Hassas Terazi (0.001 Duyarli, 320 gr)  Sartorius
Nanodrop/ Spektrofotometre Thermo
Qubit (Floresan Spektrofotometre) Invitrogen
Buz Makinesi Ugur
Cesitli Hacimlerde Otomatik Pipetler
DNA Dizileme Cihazi
Gradient Thermal Cycler (PCR) ABI Veriti
Agaroz jel Elektroforez Takimlar1 Thermo
Gii¢ Kaynag1 Thermo
Jel Goriintiileme ve Analiz Sistemi Vilber
UV Transilluminator
Etiiv
200, 600, 1500 pl hacimli Epppendorf tiipler ~ Axygen
Cesitli Hacimlerde Pipet Uglar1 (0,1-1000 pl)  Axygen



Mor kapakli (EDTA’l1) kan alma tiipii (10

cc)
8’li strip tiip Axygen
Cizelge 2.2: Kullanilan kimyasal maddeler
| Kullanilan Kimyasal Maddeler | Firma/ Kodu
Qubit DNA BR assay kit Thermo-Q10211
Poteinaz-K P8044-1G

Etanol absolute

Primer (HPLC grade) 100 nmol
Agaroz

GelRed® Nucleic Acid Gel Stain
BseGl (BtsCl) Restriksiyon enzimi

Sigma-1009832511

BIOTIUM-41003
Thermo-ER0871

Afyon Kocatepe Universitesi, Saglik Bilimleri Enstitiisii, Medikal Biyoloji ve

Genetik laboratuvarinda c¢alisilan 556904 numarali tez g¢aligmasi igin toplanilan

Morkaraman (n=29), Sakiz (n=30), Kivircik (n=28) ve Pirlak (n=24) irkina ait

hayvanlardan alinan kan 6rnekleri materyal olarak kullanilmistir.

Cizelge 2.3: Arastirmada kullanilan koyun 1rk ve sayilari

Irk Say1
Morkaraman 29
Sakiz 30
Kivircik 28
Pirlak 24
Toplam 111

2.2. Metot

Bu tez ¢alismasinda kullanilan koyun kan drnekleri Afyon Kocatepe Universitesi
Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu (AKUHADYEK) tarafindan etik agidan uygun
bulunup (49533702/36) (EK 1), antikoagiilanl tiipe alinmistir.
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2.2.1. DNA izolasyonu

Cizelge 2.3’te belirtilen koyun irklarindan almman kan o6rneklerinden asagida
belirtilen sekilde, spin kolon yontemiyle DNA izolasyonu yapilmistir. 1,5 ml’lik
DNase ve RNase icermeyen mikrosantrifiij tliplerine sirasiyla 10 ul Proteinaz-K
(20mg/ml), her bir hayvandan aliman kan orneginden 200 ul ve Ekstraksiyon
bufferdan 200 ul eklenerek 10-15 saniye boyunca vortekslenmis, 15 dakika 56°C
etiivde inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonunda tiipler kisa santrifiij edilmistir.
Sonrasinda {izerlerine 210 pl Binding buffer ilave edilerek 15 saniye
vortekslenmistir. Tiip igerisindeki sivi spin-kolona aktarilmig ve 8.000 rpm’de 1
dakika santrifiij edilmistir. Santrifiij sonunda toplama tiipline gegen s1vi dokiilmiistiir.
650 pl yikama soliisyonu I kolona eklenmis ve 8.000 rpm’de 1 dakika santrifiij
edilmistir. Santrifiij sonunda toplama tiipiine gecen sivi dokiilmiistiir. Ardindan 500
pl yikama soliisyonu-II kolonlara eklenmis ve 8.000 rpm’de 1 dakika santrifiij
edilmistir. Santrifiij sonunda toplama tiipiine gecen sivi dokiilmiistiir. 250 pl yikama
soliisyonu-Il kolona eklenmis ve 14.000 rpm’de 3 dakika santrifiij edilmistir.
Toplama tiipline gecen sivi dokiilmiistiir. Kolon, yeni 1,5 ml steril DNase/Rnase
icermeyen mikrosantrifiij tliplerine aktarilmis ve iizerine 200 pl TE buffer (10mM
Tris, 1 mM EDTA pH 8.0) soliisyonu eklenerek oda sicakliginda 5 dakika
bekletilmistir. Oda sicakliginda inkiibasyondan sonra tiipler 8.000 rpm’de 1 dakika
santrifiij edilmistir. Elde edilen DNA’lar -20°C’de saklanmistir.

2.2.2. Polimeraz Zincir Reaksiyonu

PCR analizinde kullanilacak primerlerin optimum baglanma sicakliklarmin
belirlenmesi i¢in Once gradient PCR gerceklestirilmistir. Myostatin  g+6723
primerine ait Tm derecesi Cizelge 2.4’te belirtilmektedir. PCR reaksiyonu i¢in 2,5 ul
5x OneTaq Buffer, 0,25 pl NTP, 2,5 mM 0,25 pl forward primer ve 2,5 mM 0,25 ul
reverse primer, 0.06 pul OneTaq Taq polimeraz, 1,0 ul = 20 ng DNA ve 7,89 ul ultra
distile su ilave edilerek total hacmin 12,5 pl oldugu bir PCR karisimi elde edilmistir.
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Cizelge 2.4: Myostatin geni igin primer baglanma sicaklig

Primer Tm Sekans
(C)
g+6723 5’-GGTTCGTGATGGCTGTATAATGTGA-3
forward 58
g+6723 5’-GATTTCAGATAATAGAGTTAAATCATTTTGGTTTGCTT-3
reverse

PCR kosullari kitte belirtilen sekilde Cizelge 2.5’teki gibi uygulanmustir.

Cizelge 2.5: PCR inkiibasyon kosullari

| Sicaklik (°C) | Zaman | Dongii |
94 30 saniye 1
94 20 saniye
58 30 saniye 30
68 60 saniye
68 5 dakika 1
8 ©

2.2.3. Restriksiyon fragment uzunluk polimorfizmi (RFLP)

Amplifikasyonun gerceklestigini dogrulamak amaciyla jelde goriintiilenen PCR
tiriinleri, polimorfizmin belirlenmesi amaciyla RFLP islemine tabi tutulmustur.
Restriksiyon enzim kitinde belirtilen protokole uygun olarak; 5 ul PCR iirlinii, 9 pl
niikleaz icermeyen su, 1 ul 1X Tango Buffer ve 0,5 pul BseGI restriksiyon enzimi
karigtirilarak reaksiyon hazirlanmistir. PCR iiriinleri Thermal Cycler cihazinda
(Applied Biosystems), 55°C’de 2 saat inkiibe edilerek enzimin aktivasyonu
saglanmistir. Ardindan, 80°C’de 20 dk inkiibe edilerek enzimin inaktivasyonu
saglanmistir. Bu islemden sonra, %3’liik agaroz jelde 30 dakika yiriitiilerek
fragment olusumu bakimindan incelenmistir. Islem sirasinda, reaksiyon sonunda

olusabilecek fragmentlerin boyutlarinin belirlenmesi i¢in DNA ladder kullanilmistir.
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3. BULGULAR

3.1. Polimeraz Zincir Reaksiyonu Sonuclar:

Bu tez ¢alismasinda Afyon Kocatepe Universitesi, Saglik Enstitiisii, Medikal
Biyoloji ve Genetik laboratuvarinda caligsilan 556904 numarali tez ¢aligmasi igin
toplanilan Morkaraman (n=29), Sakiz (n=30), Kivircik (n=28) ve Pirlak (n=24)
irkina ait hayvanlardan alinan kan orneklerinin miyostatin geni ekzon-3 bolgesi
tizerinde belirlenen g+6723 forward ve g+6723 reverse primerleriyle ¢ogaltilmasi

sonucu elde edilen 141b¢’lik PCR iiriinleri agaroz jelde goriintiilenmistir.

Sekil 3.1: Sakiz irkina ait PCR {iriinlerinin agaroz jel goriintiileri
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3.2. Fragment Uzunluk Polimorfizmi (RFLP) Sonuclari

PCR ile ¢ogaltilan DNA bélgelerinin BseGI restriksiyon enzimi ile kesildikten sonra
elde edilen agaroz goriintiilerinden biri ise Sekil 4.2°de gosterilmistir. (Sekil 4.2).

- -
Sl e e D R AR B e e G e .

Sekil 3.2: BseGl enzimi ile kesim sonucu elde edilen genotipler (M; Marker, 1-12; 6rnekler)

Bu c¢alismada Morkaraman, Sakiz, Kivircik ve Pirlak irkindan hayvanlarda
Myostatin g+6723 polimorfizmine rastlanilmamistir (Sekil 4.2). Populasyonun
monomorf oldugu, yani myostatin lokusu bakimindan polimorfizm gdstermedigi

anlasilmistir.
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4. TARTISMA

Koyun yetistiriciligi, diinyanin hemen hemen her yerinde yapilmakta olup, kazancin
bliyiik ¢ogunlugunu et verimi olusturmaktadir. Yetistiriciligi yapilan koyunlarin dol
ve et veriminin iyilestirilmesine katki saglanmasina ¢alisilmaktadir. Hayvan
yetistiriciliginde elzem hayvan sayist degil, hayvan basina diisen verimliligin ve
kalitenin artirllmasidir. Son yillarda bu ozellikleri gelistirmek i¢in aragtirmalar
yapilmakta ve bu arastirmalarda hayvanlarin  genetik yapis1 iizerinde

yogunlasilmaktadir.

Koyunlarda et kalitesi ve verimini etkileyen birgok genetik faktér vardir. Bu genetik
faktorlerden biri de myostatin genidir ve birgok memeli tiiriinde tanimlanmigtir. Cift
kasl1 olarak nitelendirilen bu hayvanlarin karkaslarinda kas ve deri oran1 yiiksek, yag
ve kemik orani diisiiktiir. Bu sebeple karkas veriminde artis goriilmektedir. MSTN
geninin yiikksek polimorfizmi, koyunlarda daha o©nce tanimlanmis olan 28

polimorfizm ile kanitlanmistir (Stefaniuk vd., 2014).

Yerli kiiciikbas irklarinda dogal genetik varyasyonun dagilimi ve et verimi iizerine
etkisini daha iyi anlamak i¢in yapilan bu tez caligmasi, 4 farkli koyun irkinda
MSTN’nin genetik ¢esitliligini aragtirmaya odaklanmistir. Bu teknik, genomik
DNA'daki varyasyonun tespiti i¢in giivenilir, hassas ve diisiik maliyetlidir (Hayashi,

1991).

Bu arastirmada Tiirkiye’deki yerli koyun irklarinda 6zellikle; Morkaraman, Sakiz,
Kivircik ve Pirlak irkinda myostatin geninde meydana gelen g+6723 polimorfizmi
saptanamamistir. Bu 3’-UTR mutasyonu (g+ 6723 G A) yeni bir mikro RNA yeri
olusturmakta fonksiyonel olmayan bir protein iretilmektedir. Mutasyon sonucu
kaslarda myostatin geninin baskilayict 6zelligi kayboldugu icin ¢ift kaslilik meydana
gelmektedir (Clop vd., 2006).
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Polimorfik myostatin genine sahip hayvanlarda; canli agirlik, karkas agirligi, kas ve
kemik oranmi1 daha yiiksekken, karkastaki yaglilik orani 6nemli 6l¢iide daha diisiik
bulunmustur (Masri vd., 2011).

Boman vd., yaptigi caligmada (2010) hem ¢.2360G>A hem de ¢.960delG
mutasyonlarinin Norve¢ Beyaz kuzularinda daha az yaglh ve daha yiiksek kas
kiitlesine sahip bir karkas verdigini gostermektedir. ¢.2360G>A mutasyonunun
etkileri bagka ¢alismalarda da incelenmistir. Laville vd., Belgika Texel koyunlarinda
konformasyon skorunu ve karkas agirligini artiran ve yag skorunu azaltan bir QTL
etkisi bildirmistir (Laville vd., 2004). Kijas vd., ise Avustralya kosullarinda,
g.+6723G>A mutasyonunun Kkaslanma ve yaglanma iizerinde Onemli etkileri
oldugunu, ancak canli agirlik ve biiylime iizerinde sadece kiigiik bir etkiye sahip

oldugunu bulmustur (Kijas vd., 2007).

Niceliksel 6zellik niikleotidinin (QTN) saptanmasi, genetik kazanci artirmak i¢in bir
isaretleyici destekli secim (MAS) kullanma olasiligin1 meydana getirir. Glintimiizde
koyun tiim genom dizisinin mevcudiyeti sayesinde, et liretim Ozelliklerini artirmak
icin koyun yetistirme programlarinda genomik seleksiyon uygulanabilir. Cift kash
ozellik i¢in genetik kazang orani, miyostatinin kas fenotipi tizerindeki kismen ¢ekinik
etkisinden dolay1, sadece allelik frekansina degil, ayn1 zamanda popiilasyondaki A
aleli i¢cin homozigot hayvanlarinin oranmna da baglidir. Sonug olarak, bu SNP'nin

se¢imi koyun yetistiricileri igin biiylik 6l¢iide faydali olabilir (Miar 2014).

Dehnavi vd., Iranin Zel koyun rkinin miyostatin lokusu igin intron 2'de bir
polimorfizme sahip oldugunu gdstermistir. Ancak bu popiilasyondaki bu lokusun,
ozellikle kilo alimm ve et ozelliklerini iyilestirmek i¢in marker olarak yararl

olmayabilecegini gostermistir (Dehnavi 2012).

Bagka bir caligmada Clop vd., tarafindan tanimlanan sekiz SNP’yi kapsayan 414
bg’lik bir intron -1 fragmanindaki allelik varyasyonun Yeni Zelanda (NZ) Romney
koyunundaki tiretim 6zellikleriyle olan iliskileri arastirilmistir. Bulunan SNP’lerin
cogunlukla c.373 + 240 ila ¢.373 + 249 bolgesinde kiimelendigi ve intronun bu
boliimiiniin daha az fonksiyonel kisitlamaya ugradigini diisiindiirmektedir. Burada
rapor edilen sonuglar, NZ Romney'de gelismis karkas 6zellikleri i¢in marker destekli

secimin gelecekteki bir olasilik oldugunu 6nermektedir (Hickford vd., 2010).
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Osman vd., yayinladig1 bir ¢alismada Misir'daki baslica koyun irklarinda alt1 SNP
tanimlandi. Tanimlanan SNP’ler Ossimi, Rahmani ve Najdi irklarinda monomorfik
(sirastyla AA ve TT), Barki irkinda ise polimorfiktir. Sonuglar, MSTN i¢indeki
polimorfizmlerin Misir koyun 1irklarinda biliyiime 6zelliklerini 6nemli oOlclide

etkiledigini gostermektedir (Osman vd., 2021).

5. SONUC ve ONERILER

Sonug olarak varyasyonlarin genomik se¢im stratejilerine dahil edilmesi, hedeflenen
secimin daha hizli genetik iyilestirme elde etmesine izin verirken, bunlarin
dogrulugunu ve saglamligini artiracaktir. Orta vadede, gelismis kas olusumuna
katkida bulunan gelisimsel ve biyokimyasal yollarin kesfi, koyun eti endiistrisinde
genetik secilimde Onemli ve tamamlayici bir rol oynayabilecek yeni ve kabul
edilebilir biyokimyasal ve immiinolojik miidahalelerin kullanimi i¢in yeni firsatlar

yaratacaktir.
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