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OZET

LEVREK BALIGI (Dicentrarchus labrax L. 1758) VITELLOJEN GENLERININ
KARAKTERIZAYONU

Ozlem YILMAZ

Doktora Tezi, Su Uriinleri Miihendisligi Anabilim Dal
Damisman: Dog. Dr. Sadi KOKSOY
Mart 2013, 136 sayfa

Bu calismada, levrek (Dicentrarchus labrax) baliginda ii¢ ayri vitellojeni
kodlayan cDNA dizileri elde edilmistir. Yumurta saris1 protein alt birimlerinin hepsini
tastyan iki cesit vitellojen, giiniimiizde gecerli olan adlandirma kullanilarak VtgAa ve
VtgAb olarak tanimlanmistir. Fosvitinden yoksun, daha kisa bir cDNA ile kodlanan ve
kesilmis bir C-ucu bolgesine sahip olan ‘eksik’ (incomplete) bir diger vitellojen formu
ise VtgC olarak tanimlanmigtir. Levrek vitellojen cDNA dizilerinden elde edilen
tahmini peptid dizilerinin, diger teleost tiirlere ait dizilerle ve birincil protein
yapilariyla yapilan kiyaslamalar sonucu, bu diziler kesin olarak levrek vitellojenleri;
SbsVtgAa, SbsVtgAb ve SbsVtgC olarak tanimlanmislardir. Her bir vitellojenin disi ve
17B-estradiol ile uyarilmis olan erkek kan plazmasindaki ve ovaryumdaki varligi, kefal
(Mugil cephalus) lipovitellinlerine karsi gelistirilmis olan vitellojen formuna 6zgiin
antikorlar kullanilarak Western blot analizi ile ortaya konmustur. Bu yodntem
yardimiyla, ayrica ii¢ farkli vitellojenden tliremis yumurta sarisi protein alt birimlerinin
biiylimeyi tamamlamis (postvitellojenik) ve ovulasyona ugramis yumurtadaki varligi da
belirlenmistir. Postvitellojenik ve ovulasyon agsamalarindaki ovaryum ekstraktlarinin
Western blot analiz sonuglarinin karsilastirmalari, her ii¢ cesit vitellojenden tliremis
lipovitellinlerin oosit olgunlagsmasi1 sirasinda kismi bir proteolize ugradigini
gostermistir. Her ii¢ vitellojen ve bunlarin tiirevi yumurta saris1 protein iiriinlerinin,
oosit biiylimesini tamamlamis postvitellojenik disilere ait karaciger, plazma ve
ovaryumundaki miktarlar1 ve birbirlerine gore oranlari, isaretsiz niceliksel kiitle

spektrometrisi ile belirlenmistir. Normalize edilmis spektra sayilarina dayanarak VtgAa



ve VtgAb’nin levrekte bulunan baskin vitellojen formlar1 olduklari ve VtgAb’nin
analiz edilen 6rnek tipine gore VtgAa’dan 2 ila 5 kat arasinda daha yiiksek miktarlarda
bulundugu tespit edilmistir. Karaciger ve plazmada genel olarak diisiik seviyelerde
bulunan VtgC ortalama spektra sayisinin, ovaryumda diger dokulara goére daha yliksek
oldugu goriilmistiir. Ayrica ovaryumda VtgC miktarmin, VtgAa ve VtgAb’den
sirastyla yalnizca 0.5 ila 3.0 kat daha diisiik oldugu belirlenmistir. Bu ¢alismada, diger
acantomorph teleostlarda bilinen ¢oklu vitellojen sisteminin levrekte de var oldugu
belirlenmistir. Ayrica burada, s6z konusu sistemin Onemli bir pargasi olan
vitellojenlerin her {i¢ formunun da gelismekte olan oosit ve yumurtalarda, yumurta
saris1 protein depolaria 6nemli katkilar1 oldugu ortaya konmustur. Levrekte bu konuda
yapilan ilk ¢aligmanin iirlinii olan bu bulgular, su {irlinleri sektoriinde yetistiricilige
uygun tiirlerin yumurta kalitesi ve basta vitellogenez olmak iizere, oogenez siirecinde
gerceklesen olaylar dizini iizerine yapilacak molekiiler ve fonksiyonel g¢aligmalara

temel olusturacaktir.
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ABSTRACT

CHARACTERIZATION OF VITELLOGENIN GENES in EUROPEAN SEA
BASS (Dicentrarchus labrax)

Ozlem YILMAZ

PhD in Fisheries Sciences
Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Sadi KOKSOY
March 2013, 136 pages

Complete cDNA sequences encoding three different vitellogenin genes were
obtained for European sea bass (Dicentrarchus labrax). Two cDNAs encoding
vitellogenins with a full suite of yolk protein domains were identified as sea bass
VtgAa and VtgAb using the current nomenclature for multiple teleost vitellogenins. A
shorter cDNA encoded an “incomplete” vitellogenin lacking a phosvitin domain and
having an abbreviated C-terminus that was identified as sea bass VtgC. Alignments of
the deduced vitellogenin peptide sequences with those from other teleosts, and similar
comparisons of primary vitellogenin structures, allowed definitive identification of sea
bass VtgAa, VtgAb and VtgC. The existence of each form of vitellogenins in the blood
plasma, and of their product lipovitellin-derived yolk proteins in oocytes or eggs, was
verified via Western blotting performed using vitellogenin type-specific antisera raised
against grey mullet (Mugil cephalus) lipovitellins, which also detected all three forms
of vitellogenins in plasma from males injected with estradiol-17f. Comparisons of
ovary extracts from postvitellogenic and ovulated females via Western blotting
revealed that the lipovitellins derived from all three forms of vitellogenins undergo
partial proteolysis during oocyte maturation. The peptide abundance and the
proportional ratio of the three vitellogenins or their yolk protein products present in
liver, plasma and ovary was evaluated in postvitellogenic females just completing
oocyte growth via label free quantitative mass spectrometry. Based on normalized
spectral counts, VtgAa and VtgAb are the dominant types of vitellogenin in sea bass,

with VtgAb spectra being from 2- to 5-fold more abundant than VtgAa spectra



depending on the sample type. The VtgC spectra were generally very limited, except in
ovary, where they were only 0.5- to 3.0-fold lower in abundance than for VtgAa and
VtgAb, respectively. This first report on the multiple vitellogenin system of D. labrax
shows that all three forms of vitellogenin described for acanthomorph teleosts are
produced by this species and that each type of vitellogenin contributes significantly to
the store of yolk proteins deposited in growing oocytes and eggs. These findings set the
stage for functional studies of the molecular details of vitellogenesis underlying

oogenesis and egg quality in this important aquaculture species.

KEYWORDS: Sea bass Dicentrarchus labrax, Ovary, Oocyte, Teleost, Oogenesis,
Vitellogenin, Yolk
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ONSOZ

Giliniimiizde diinya genelinde artan niifusa bagli olarak saglikli ve ucuz
maliyetli protein kaynagi arayisi siirmektedir. Su {iriinleri, besleyici ve doyurucu
ozellikleri ve yiiksek doymamis yag orani seviyeleri ile insan beslenmesinde
vazgecilmez bir protein kaynagimi olusturmaktadir. Bu nedenle, su iriinleri
yetistiriciligi sektoriinde son yillarda inanilmaz bir tiretim artig1 ve teknolojik gelisimler
gozlenmektedir. Ancak, mevcut liretim miktarlar1 henliz pazarlardaki yogun talebi
karsilamaya yeterli degildir. Akdeniz’de yogun olarak {iretilen su iiriinlerinden bazi
balik tiirlerinin, yasam dongiileri tamamen ¢oziilmiis olsa da bu tiirlerin {iriin miktarin
ve kalitesini 6nemli oranda etkileyen tireme ve dol gelisimi asamalarindaki piiriizler

heniiz giderilebilmis degildir.

Bu calisma planlanirken, yiiksek yumurta kalitesinin bagli oldugu oosit,
yumurta, embriyo ve larva gelisimi boyunca hayati gorevler tagiyan vitellojenlerin yap1
ve fonksiyonlarmin detayli olarak incelenmesi hedeflenmistir. Burada ayrica, bu
proteinlerin yumurta gelisiminin iki farkli evresinde kan plazmasinda ve ovaryumdaki
varlig1, miktarlar1 ve birbirlerine oranlarmin tespiti amaglanmistir. Biitiin bu hedeflerin
gerceklestirilmesinde, son derece gelismis genomik, proteomik, molekiiler ve
immiinobiyokimyasal yontemler kullanilmistir. Bu amagla, Akdeniz Universitesi
(Antalya), Torre la Sal Su Uriinleri Enstitiisii (Instituto de Acuicultura de Torre la Sal,
IATS (CSIC), Castellon de la Plana, Espana) ve North Carolina State Universitesi
(North Carolina State University, NCSU, Raleigh, U.S.A.)’nde bulunan farkh
laboratuvarlarin imkanlarindan ve is birligi icerisinde oldugumuz arastirma gruplarinin
bilimsel ve ekonomik desteginden faydalanilmistir. Vitellojenlerin, iireme dongiisii
icerisindeki rol ve davranislar iizerine ileride yapilabilecek, biitiinleyici nitelikte olan,
potansiyel ¢caligmalara zemin olusturan bulgularimiz, su tirlinleri yetistiriciligine uygun
teleost tiirlerin lireme fonksiyonlarimin daha iyi anlasilmasina ve gonad gelisimi
sirasinda gerekli yerlerde bilingli miidahaleler yapilmasina olanak taniyacaktir. Sonug
olarak bu calismalar biitiinii, su {irlinleri yetistiriciligi sektoriinde iiriin miktarin1 ve
kalitesini olumlu etkileyecek, diinyaya saglikli besin kaynagi teminine ¢6ziim

getirecek, dolayisiyla ekonomiye katkida bulunacak gelismelere temel olusturacaktir.



Bana bu konuda calisma olanagi taniyan ve ¢aligmanin her asamasinda sonsuz
giiven, yardim ve desteklerini esirgemeyen danismanim Sayin Dog¢. Dr. Sadi
KOKSOY’a (Akdeniz Universitesi, Tip Fakiiltesi, Antalya), yorum ve onerileri ile
caligmanin yonlenmesi ve sekil almasinda 6nemli katkilart olan tez izleme komitesi ve
tez savunmast jiirisi iiyeleri Sayin Prof. Dr. Ugur YAVUZER’e (Akdeniz Universitesi,
Tip Fakiiltesi, Antalya) ve Sayin Yrd. Dog. Dr. Mehmet OZBAS’a (Akdeniz
Universitesi, Su Uriinleri Fakiiltesi, Antalya), tez savunmas jiirisi diger iiyeleri Saymn
Prof. Dr. Ramazan IKiZ’e (Akdeniz Universitesi, Su Uriinleri Fakiiltesi, Antalya) ve
Saym Yrd. Dog¢. Dr. Giilsen ULUKOY’e (Mugla Sitki Kogman Universitesi, Su
Uriinleri Fakiiltesi, Mugla), calismaya ‘Levrek Balig1 (Dicentrarchus Labrax L. 1758)
Vitellojen Genlerinin Karakterizasyonu’ projesi kapsamindaki maddi katkilarindan
dolayr Akdeniz Univeristesi, Bilimsel Arastirma Projeleri Koordinasyon Birimi’ne,
caligmanin ilk deneme kisminda balik temini, bakimi ve denemenin yiiriitiilmesinde
yardimlarini esirgemeyen Akdeniz Su Uriinleri Arastirma Uretme ve Egitim Enstitiisii
(AKSAM) miidiirii Sayin Dog. Dr. Yilmaz EMRE ve enstitii ¢alisanlarina, ¢aligmanin
ilk kismimin gergeklestirilmesinde laboratuvar imkanlarint kullanmama olanak taniyan
Akdeniz Universitesi Saglik Bilimleri Arastrma ve Uygulama Merkezi (SBAUM)
yonetimine, ¢alismanin projelendirilmesi, ve molekiiler biyoloji {izerine teknik
egitimimdeki katkilarindan dolay1r Sayin Dr. Francisco PRAT’a (Instituto de Ciencias
Marinas de Andalucia, CSIC, Cadiz, Espana), ornek ve veri teminindeki
yardimlarindan dolayr Saym Dr. Antonio Jose IBANEZ’e (Universidad de Valencia,
Session de Microscopia Electronica y Confocal, Valencia, Espana), ¢alismanin biiyiik
bir kisminin NCSU’nde gerceklestirilebilmesi i¢in burs katkilarindan dolay: Tiirkiye
Fulbright Komisyonu’na, son olarak da c¢aligmanin planlanmasi ve yiiriitiilmesinde,
NCSU laboratuvarlart ve her tiirlii imkanlarmi kullanmamda, ¢alismanin bir yillik
arastirma giderlerinin tamaminin karsilanmasinda, molekiiler biyoloji, proteomik ve
genomik konularda teknik ve entelektiiel egitimimde, verilerin degerlendirilmesi ve tez
yaziminda, ayrica A.B.D.’nde bulundugum siire icerisinde bilimsel ve kisisel her
konuda sonsuz destegini gordiigiim Sayin Prof. Dr. Craig V. SULLIVAN (William
Neal Reynolds Distinguished Professor, North Carolina State University, Biology

Department, Raleigh, U.S.A.)’a sonsuz tesekkiirlerimi sunarim.
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1. GIRIS

Omurgalilarda yumurta saris1 proteinleri (YP) Onciil maddesi olan vitellojen
(Vtg), 17B-Estradiol (17B-E,) uyarist altinda hepatositlerde sentezlenen ve oositlere
tasinmak tlizere kan dolagim sistemine salgilanan, yiiksek molekiiler agirliga sahip
dimerik yapida bir glikofosfolipoproteindir (Wallace 1985, Mommsen ve Walsh 1988,
Specker ve Sullivan 1994, Patifio ve Sullivan 2002, Babin vd 2007, Lubzens vd 2010).
Oosit igerisine reseptor kontrollii endositoz yoluyla alinan Vtg’ler, proteolitik
enzimlerce canli tiirline ve Vtg tipine gore aralarinda lipovitellin (Lv), fosvitin (Pv), B'-
component (f'c), C-ucu peptid (Ct) ve ¢esitli Lv-Pv komplekslerinin bulundugu YP
iirlinlerine ayrigtirilirlar (Matsubara vd 2003, Romano vd 2004, Hiramatsu vd 2002d,
2005, 2006, Finn vd 2007ab, Reading ve Sullivan 2011). Bir agir (LvH) ve bir de hafif
(LvL) zincirden olusan Lv, Vtg’den tiiremis YP’ler arasinda en biiyiik alt birim olarak
yiiksek oranda lipid barindirmaktadir. Lipovitellinler hayati nem arz eden diger bir¢cok
gorevinin yanisira bu lipidleri (teleostlarda genellikle fosfolipid olarak) oosite iletmek
gibi bir isleve de sahiptir (Romano vd 2004). Yiiksek miktarlarda ve c¢ogunlugu
fosforile olan serin rezidiileri tasiyan kisa Pv alt birimi ise bu fosforilasyon sayesinde
Vtg molekiiliiniiniin lipid yliklenmesi sirasinda stabilizasyonunu saglamakla
sorumludur. Fosvitin ayrica, yogun hidrofobik yapisina ragmen Vtg’nin kan
dolasimindaki ¢oziintirliigiinii artirir (Finn vd 2007b) ve de kalsiyum gibi metabolik
fonksiyonlara sahip iyonlar1 baglayarak oosit igerisine tasir. Bunlarin disinda, B’c ve Ct
alt birimleri yiiksek oranda korunmus olan tekrarlanmis sistein rezidii motifine sahip
olup, insanda Von Willerbrand Faktér D (Von Willerbrand Factor; VWFD) olarak
bilinen biiyiik bir proteinin ayrigma tirlinleri olarak ortaya ¢ikarlar. Bu homolojiye ve
VWED alt biriminin Vtg lizerindeki konumuna dayanarak, bu birimin Vtg’nin kandaki
cozlinebilirligine ve dimerik yapinin stabilizasyonuna yardimci oldugu, Vtg'nin
hiicresel diizeyde taninmasi ve reseptore baglanmasinda rol aldig, ayrica Vtg ve YP alt

birimlerini zamansiz proteolizlerden korudugu 6ne siiriilmiistiir (Finn vd 2007b).

Sadece tek bir Vtg teleost formunun temel YP’lerine ayristirildigini savunan
‘Tekli Vtg model’ son yillardaki gen klonlama ve diger immiinobiyokimyasal
analizlerin kullanildigi pek ¢ok calismayla giincelligini yitirmistir. S6z konusu

caligmalar, baliklarda birden fazla Vtg formunun oosit, embriyo ve larva gelisimi



sirasinda biiyiik dneme sahip yeni bir ‘Coklu Vtg model’in varli1 6ne stiriilmiistiir
(Reith vd 2001, Hiramatsu vd 2002de, 2005, Matsubara vd 2003, Sawaguchi vd 2005a,
2006, Amano vd 2007ab, Finn ve Kristofferson 2007, Kolarevic vd 2008, Kristoffersen
vd 2009, Reading vd 2009). Giiniimiizde kullanilan Vtg siniflandirma ve adlandirmasi
omurgali evrimsel gelisimi boyunca gergeklesen tiim genom duplikasyonu (Whole
Genome Duplication; WGD) ve soya 0zgili gen duplikasyonu (Lineage Specifik Gene
Duplication) temeline dayanarak c¢oklu Vtg formlarin1 kapsayacak sekilde Finn ve
Kristoffersen (2007) tarafindan gelistirilmistir. Bu sisteme gdére omurgali Vtg’lerinin
atasi, tasemenlerde (lamprey; Petromyzontiformes) bulunan VtgABCD, mersin
baliklarinda (chondrosotean), amfibilerde ve kuslarda bulunan VtgAB ve VtgCD’yi
meydana getirmektedir. Bunun sonucunda VtgAB, teleostlarda ortak olan VtgA’y1 ve
giinlimiizde soyu tiilkenmis olan VtgB’yi, VtgCD ise farkli filogenetik soydan gelen
teleostlarda ortak olan VtgC ve giiniimiizde soyu tliikenmis olan VtgD’yi
olusturmaktadir. Son olarak VtgA, acantomorph teleostlarda yaygin olarak bulunan ve
farkl1 fonksiyonlar1 oldugu varsayillan iki paralog form VtgAa ve VtgAb’yi
olusturmaktadir (Matsubara vd 2003, Hiramatsu vd 2006, Finn ve Kristoffersen 2007,
Reading ve Sullivan 2011). Teleost Vtg’leri, yapilarini olusturan bes temel YP alt
birimini (agir zincirli lipovitellin (LvH), fosvitin (Pv), hafif zincirli lipovitellin (LvL),
B'component (B'c) ve Ct-component (Ct)) tasiylp tasimamalarina gore genel olarak
‘tam’ (complete) veya “eksik” (incomplete) formlar olarak siniflandirilirlar. Cogu
deniz balig1 dahil olmak iizere acanthomorph teleostlarda iki ‘tam’ Vtg formu olan
VtgAa ve VtgAb, biitiin YP alt birimlerini bulundururken hemen her tiirde bulunan ve
‘eksik’ bir Vtg formu olan VtgC, Pv alt biriminden yoksundur. Fosvitinsiz Vtg olarak
da bilinen VtgC ayrica kesilmis bir C-ucuna sahip olup temelde sadece LvH-LvL
kompleksi halinde bulunur (Patifio ve Sullivan 2002, Hiramatsu vd 2002cd, 2005,
2006, Finn 2007b, Reading ve Sullivan 2011).

Vitellojen yan iirlinleri olan YP’leri daha sonraki agamalarda oosit olgunlagmast
ve/veya embriyo ve larva beslenmesinde hayati gorevleri yerine getirmek iizere
ooplazma igerisinde depolanirlar. Yiizebilme yetenegine sahip (pelajik) yumurtalar
birakan deniz baliklarinda oldugu gibi salmonidlerde de Vtg’ler oosit igerisine

alindiktan sonra ooplazmada sekillenen multivezikiiler yapilara katilirlar. Burada



bulunan lizozomal endopeptidazlardan katepsinler, bu molekiillerin hiicre icerisinde
YP’lerine ayristirilmalarindan sorumludurlar (Hiramatsu vd 2002c, Carnevali vd
1999ab, 2006). Biiyiik Vtg molekiilleri, oosit icerisinde biliylime donemi boyunca
YP’lerine ayrnistirildiklar bu birincil bir proteolizin yani sira, oosit olgunlagmasi
doneminde, s6z konusu YP alt birimlerinin serbest amino asitler (Free Amino Acids;
FAA)e aynstinldigr ikinci bir proteolize ugrarlar. Bu ikincil proteoliz iiriinii
FAA’lerin, pleajik yumurtalar birakan pek cok tlirde, yumurtanin uygun yiizebilirligi
kazanabilmesi i¢in oosit hidrasyonuna yardimci 6nemli bir ozmotik etken oldugu
bildirilmistir (Cerda vd 2007). Bu FAA’ler ayrica, gelismekte olan embriyoya besin
kaynag1 olarak da gorev yaparlar (Thorsen ve Fyhn 1996, Matsubara vd 1999, 2003,
Finn vd 2002ab, Ohkubo vd 2006, Finn ve Krisofferson, 2007, Finn ve Fyhn 2010).
Pelajik yumurtalar birakan deniz teleostlarinda VtgAa ve VtgAb’den tiireyen LvHAD
disindaki biitiin YP alt birimlerinin, oosit olgunlagmasi sirasinda FAA’lere ayristigi
bilinmektedir. Buna karsin LvHAb yapisinin, oosit olgunlagmasi boyunca biiyiik
oranda bozulmamis halde kaldig1 ve ge¢ larval donemde besin kaynagi olarak gorev
yaptig1 bildirilmistir (Matsubara vd 1999, 2003, Finn vd 2002b, Finn 2007ab,
Kolarevic vd 2008). Ayrica farkli simniflardan bircok teleost iizerine yapilmis diger
caligmalarda, VtgC’nin oosit biiyiimesi ve olgunlasmasi asamalarinda proteolitik olarak
YP alt birimlerine ayrismadig1 veya bu ayrigmanin ¢ok diisiik seviyelerde oldugu, VtgC
lipoproteinlerinin ise ozmotik olarak aktif FAA havuzuna katilmadan biitiin halde
kalarak, ge¢ larval donemde besin kaynagi olarak kullanildig belirlenmistir (Shimizu
vd 2002, Okhubo vd 2003, Sawaguchi vd 2005ab, 2006, Reading vd 2009, Reading ve
Sullivan 2011).

Deniz levregi (Dicentrarchus labrax [Morone labrax], Linnaeus 1758),
Akdeniz ve Atlantik kiyilarinda dagilim gosteren Perciformes takimi, Moronidae
familyas1 ve Dicentrarchus cinsine ait, balik¢ilik ve su triinleri endiistrisinde yiiksek
ekonomik Oneme sahip, Avrupa pazarlarinda aranan bir deniz baligidir. Birlesmis
Milletler Gida ve Tarim Organizasyonu (Food and Agriculture Organization of the
United Nations; FAO) raporlarina gore 2010 yilinda diinya genelinde yetistiricilik
yoluyla elde edilen toplam levrek iiretimi yillik 120.000 ton’un f{izerinde olup, bu

iiretimde Tiirkiye nin pay1 50.796, Yunanistan’m pay1 31.100, Ispanya’nin pay1 11.490



ve Italya’nin pay1 ise 6.450 tondur. Levrek cinsi olgunluk yas: erkekler icin 2, disiler
icin 3 olup ayni yastaki disiler erkeklere gore daha iridir (Carrillo vd 1993, Rodriguez
vd 2001, Piferrer vd 2004). Disiler grup-senkroni ovaryum gelisimine sahiptir. Gonadal
gelisim doneminde ovaryum iki veya daha fazla farkli gelisim evrelerine sahip oosit
gruplar tagir (Carrillo vd 1989, Mayer vd 1990, Alvarifio vd 1992, Asturiano vd 2002).
Geng disiler Akdeniz bolgesinde Ocak-Mart aylar1 arasinda kg viicut agirligi basina
1.2-1.4 mm capinda 492-955 x10° pelajik yumurta birakma yetenegine sahiptir
(Carrillo vd 1995). Ancak kiiltiir sartlar1 altinda iiretilen yumurtalarin kalitesi yiiksek
miktarda iyi kalitede larva tiiretimini sinirlandirmakta ve diger deniz baliklarinda
oldugu gibi levrekte de daha yiiksek miktarlarda iiretime engel teskil etmektedir
(Bromage vd 1995, Carillo vd 1995). Bu sorunlar yillar boyunca yumurta kalitesi
tizerine bir¢cok c¢alisma yapilmasi gerekliligini ortaya koymustur (Brooks vd 1997,

Cerda vd 2008, Bobe ve Labbé 2010).

Diistik kaliteli yumurta veren anaglarda ¢oklu vitellojen sisteminin igleyisinde
aksamalar oldugu varsayilmaktadir. Akvakiiltiir uygulamalarinda yumurta kalitesini,
ireme kontroliinii ve iiretim sonuglarint en yiiksek diizeylerde tutabilmek icin
vitellogenez dahil olmak iizere oogenez siirecine ait temel molekiiler olaylarin dogru
sekilde anlasilmast ve yorumlanmasi gerekmektedir. Levrek vitellojenleri ve
vitellogenezi, ana¢ bakimi ve yumurta kalitesine yonelik Onceden yapilmis bazi
caligmalar (Mafanos vd 1994ab, 1997, Navas vd 1998, Carnevali vd 2001) bulunsa da
bu ¢aligmalarin higbiri levrekte ¢oklu vitellojen sistemine odaklanmamistir. Bu nedenle
calisgmamiz; 1) levrekte bulunan Vtg’leri kodlayan tam cDNA dizilerinin eldesi, 2) bu
cDNA’lar tarafindan kodlanan birincil Vtg peptidlerin = siniflandirma  ve
karakterizasyonu, 3) her bir Vtg’nin oogenezin farkli asamalarinda 6rneklenmis disi
kaninda ve bunlardan tiiremis YP alt birimlerinin ayn1 disilerde oositlerdeki varliginin
tespiti, 4) her bir Vtg’nin sentezi, oositlere tasinmasi ve buradaki birikim oranlari
tizerine fikir edinebilmek amaciyla karaciger, plazma ve ovaryum igerisindeki

miktarlari ile birbirlerine olan oranlariin belirlenmesini hedeflemistir.



2. KURAMSAL BILGILER VE KAYNAK TARAMALARI

2.1. Teleost Baliklarda Oogenez

En genis anlamiyla oogenez, kok germ hiicreleri (Primordial Germ Cells;
PGC)’nin dollenme yetenegine sahip bir ovum olusturana kadarki gelisim siirecidir. Bu
stire¢, embriyogenez sirasinda blastomerde PGC formasyonu ve bu hiicrelerin genital
bolgeye gocii ve ile baglar. Cinsiyet farklilagmasinin hemen sonrasinda ovaryumda
bulunan oogonia bir dizi mitotik boliinme gecirip sayica ¢ogaldiktan sonra, birincil
oosit (Primary Growth Oocyte; PGO)’e donilismek iizere mayoz boliinmeye girer (Sekil
2.1A). Bu siire¢ icerisinde PGO etrafinda onu c¢evreleyen bir follikiil olusumu
baliklarda oldugu kadar diger omurgalilarda da yaygindir. Vitellojenik biiylime olarak
da bilinen oosit biiylimesi birinci mayoz bolinmenin profaz I asamasinda bir
duraksamaya maruz kalmasiyla baglar. Bu donemde yumurta boyutlarinda yumurta
saris1 Onciil maddeleri vitellojenlerin katilimi nedeniyle ciddi artislar meydana gelir
(Sekil 2.1B). Bunun sonrasinda daha onceden duraksamaya maruz kalmis mayozun
devami ile oosit olgunlasmasi (Sekil 2.1C) ve ovulasyon olarak bilinen ovumun

follikiilden atilmasi (Sekil 2.1D) islemi gergeklesir.

2.1.1. Oeosit biiyiimesi

Oosit gelisimi sirasinda mayoz baglangicin1 takiben follikiil formasyonu
(follikiilogenez) gerceklesir ve bariz oosit bilylimesi baslar. Bu nedenle oosit
biliylimesini sadece bagimsiz oositin biiyiimesi olarak degil follikiil ile beraber
sekillenmis biitiin bir yapinin senkronize gelisimi olarak diisiiniip degerlendirmek
gerekir. Follikiilin temel yapis1 kromozomal gelisimin pakiten veya diploten
evrelerinden birinde prefollikiil hiicreleri (muhtemel granuloza onciil hiicreleri) ve
bunlara ilisik bazal membranin oositi tamamen sarmasi ile oturmus olur. Granuloza
hiicreleri oosit etrafinda tek katli bir tabaka, teka hiicreleri ise bazal membranin diginda
heterojen bir katman olustururlar (Sekil 2.1B, Sekil 2.2). Bu yap1 follikiiler biiylime
boyunca degisim gostermez (Tokarz 1978, Wallace ve Selman 1990). Follikiiler

biliylime genellikle previtellojenik ve vitellojenik olmak iizere iki asamada gerceklesir.



2.1.1.1. Previtellojenik biiyiime

Oogenez boyunca gerceklesen iki mayoz duraksamasinin ilki kromozal
gelisimin Profaz I evresinde previtellojenik biiyiimeye hazirlik sirasinda meydana gelir.
Bu siirecte follikiil ¢apr tiire gére on katindan fazla artis gosterebilir. Oosit niikleusu dig
ylizeyinde bulunan niikleollerde ribozomal RNA (rRNA) ve diger RNA’larin
iiretiminde ciddi bir artig gozlenir (Sekil 2.1A) (Lubzens vd 2010). Olgun bir oositin
bilinyesinde bulunan RNA’nin ¢ogunun bu asamada iiretildigi sanilmaktadir (Wallace
ve Selman 1990). Ozellikle Vtg reseptdrleri ve Vtg ayristirma enzimlerine ait bazi
0zglin mRNA’lar previtellojenik biiylime sirasinda en yiiksek seviyelere ulagmakta ve

sonraki agamalarda diisiisler gdstermektedir.

Oosit bilylimesinin ‘kortikal aveoli’ veya ‘lipidik biiylime’ olarak da bilinen bu
asamasinda ooplazmada lipid damlalar1 halinde depolanan lipid birikimi ve de kortikal
alveoli (kortikal graniil) formasyonu gerceklesir. Previtellojenik biiylime siirecinin
ortalarinda ve sonlarina dogru biiylik miktarlarda polisiyaloglikoproteinler sentezlenir
(Wallace ve Selman 1990) ve bu glikoproteinler oosit ¢eperinde yeni olusmus
alveollerin yapisina katilirlar. Ilk meydana geldikleri yer oosit ceperi oldugundan
kortikal alveoller olarak adlandirilan bu yapilar, biiyiikliikleri ve sayilar1 arttik¢a oosit
icerisinde daha derinlere dogru hareket eder, vitellojenik biiylimenin son asamalarina
dogru merkeze yakin boélgede yogunlasirlar (Sekil 2.1B). Ancak YP birikimi artinca
kortikal alveoller yeniden yiizeye dogru yonelim gosterirler (Patifio ve Sullivan 2002).
Doéllenme aninda kortikal etkilesimler sirasinda kortikal alveollerin icerik maddeleri
yumurta sertlesmesine yardimci olmak {izere perivitellin bosluga birakilirlar. Bu olay
ilerleyen asamalarda oosit i¢ ve dis ortami arasinda igeriye su girisine yani hidrasyona

olanak taniyacak sekilde asit baz dengesini kurmaya yardimci olmaktadir.

Oositlerde lipid birikimi de genellikle previtellojenik biiylime asamasinda
gerceklesir (Selman ve Wallace 1989). Bu lipidlerin kdkeni hakkinda net bir bilgi
mevcut olmasa da kanda dolasan ve vaskiiler endotelde ovaryum lipoprotein
reseptoOrlerine baglanan, burada lipoprotein lipaz aracilifiyla serbest yag asitleri (Free

Fatty Acids; FFA)'ne ayristirilan (Patifio ve Sullivan 2002) ¢ok diisiikk yogunluklu



lipoproteinler (Very Low Density Lipoproteins; VLDL)’den tiiredikleri sanilmaktadir
(Prat vd 1998). Buna gére VLDL iiriinii bu serbest yag asitleri, ilerleyen asamalarda
oositlere alinarak ooplazmada yag damlaciklarinda depolanmak iizere yeniden yumurta

saris1 lipidlerine esterlestirilmektedir (Sekil 2.1B)

Bu donemde 6nemli diger yapisal degisimler follikiil duvarinda gerceklesir.
Yiizeyde mikropil agikligi yapilanir ve gittikge derinleserek granuloza hiicrelerine
dogru uzanir. Yapisal degisimler {izerine gegmiste yapilmig ¢alismalar previtellojenik
biiylime asamasinin sonlarma dogru oosit ile granuloza hiicreleri arasindaki mikropilin
koryon zar1 tabanindan baglayarak sekillendigini ortaya koymustur (Patifio ve Sullivan
2002). Follikiiliin biiyiimesiyle beraber mikropil etrafini saran koryon zar1 da kalinlasir.
Boylece mikropil granuloza hiicreleriyle temasi gozenekler yardimiyla siirdiirecek
sekilde uzar. Koryonu olusturan proteinlerin (koryonojenler, zona pellucida proteinleri)
en azindan bir kisminin sentezi ovaryum kokenli dstrojenlerin kontrolii altindadir. S6z
konusu 6strojenlerin tiretimi ise hipofizden salgilanan follikiil uyarict hormon (Follicle
Stimulating Hormone; FSH) ve liiteinlestirici hormon (Luteinizing Hormone; LH) gibi
gonadotropinlerin uyaric1 etkisi altinda gerceklesir. Previtellojenik biiyiimeye dair

diger baz1 mekanizmalar arastirilmay1 bekleyen konular arasindadir.
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Sekil 2.1. Teleostlarda oosit biiyiimesi, olgunlagmasi ve ovulasyonun temel agamalari.



2.1.1.2. Vitellojenik biiyiime ve vitellogenez

Vitellojenik biliylime asamasinda oositte, Vtg almmasi ve ooplazmada Vtg
tirevi YP birikimi ile beraber bu asamada da devam eden lipid birkiminden dolay1

hacimce ciddi bir artis gézlenir.

Vitellojenik biiytimenin follikiil duvarinda farklilasan, hiicreler arasi1 kanallarin
olusumuyla ayn1 zamana denk geldigi goze c¢arpmaktadir (Tyler ve Sumpter 1996).
Vitellojenik biiylimenin baslangicinda granuloza hiicreleri ve mikropili olusturan
hiicreler arasindaki heterojenik baglantilar (heterolog GJ) ve de vitellojenik biiylime
boyunca granuloza-granuloza hiicrelerinin kendi aralarindaki homolog baglanti yapilar
(homolog GJ) en 6nemli madde iletim yollarini olustururlar (Patifio ve Sullivan 2002).
Hiicreler arasindaki bu bosluk baglantilari, bahsi gecen follikiil hiicre ciftleri arasinda
dogrudan bir sitoplazma akiskanlifina olanak tanir. Dolayisiyla bu siire¢ igerisinde
biliylime ve de pek c¢ok hiicresel yapinin farklilasmasinin koordinasyonunda énemli rol
oynarlar. Heterolog GJ’larin belirmeye baglamalarinin vitellojenik biiylimenin
baslangicina denk gelmesi bu iki olayin birbiriyle yakindan iligkili oldugunu ortaya

koysa da bu iligskinin detaylar1 heniiz bilinmemektedir.

Vitellojenik biiylime agamasinda ¢evresel ve igsel uyarilarin etkisiyle beyin-
hipofiz-gonad (Brain-Pituitary-Gonad; BPG) ekseninde hipotalamustan Gonadotropin
iretimi ve salgilanmasini tetikleyici hormon (Gonadotropin Releasing Hormone;
GnRH) salgisinin etkisiyle hipofizden FSH salgis1 tetiklenmis olur. Bu hormonun
kandaki seviyesinin artigini takiben gonadlardaki follikiil hiicrelerinden (granuloza ve
teka hiicreleri) vitellojenlerin hepatositlerden sentezini ve salgilanmasini tetikleyen

17B-E, tiretimi ve salgist meydana gelir (Sekil 2.2).

Kuslar ve amfibilerde Vtg biiyiik molekiillii bir lipoprotein olan Lv, kiiciik
molekiilli bir fosfoprotein olan Pv (Hiramatsu vd 2002a) ve de yine Vtg tiirevi olan
yumurta saris1 plazma glikoproteinleri (Yolk Plasma Glycoproteins; YGP) (Yamamura
vd 1995) gibi baslica YP’lerine ayrigir. Teleostlarda YGP yerine lipid ve fosfor

icermeyen B-component adi verilen kiiclik molekiillii, Vtg tiirevi olan bir diger YP



bulunmaktadir (Hiramatsu vd 2002a). Tek bir ¢esit teleost Vtg’den ii¢ ayr1 YP (Lv, Pv,
ve B’c)’nin tliredigi tekli Vtg modeli (Hiramatsu vd 2002e, 2005) artik giincelligini

yitirmis durumdadir.

Gokkusagi alabalig1 (Oncorhynchus mykiss; Trichet vd 2000) ve zebra balig
(Danio rerio; Wang vd 2000)’nda ¢oklu Vtg sistemi ortaya konmustur. Bu bulgular
daha 6nce one siiriilen ‘tekli Vtg model’in reddine ve bu ana kadar ortaya konmus her
bir Vtg ve bunlarin tiirevleri olan YP’lerinin islevleri iizerine ¢aligmalara onciiliikk
etmistir (Hiramatsu vd 2002de). Bunu takip eden gelismeler teleost oogenizinde gecici
ikili Vtg model (Dual Vtg System)’in rol aldigin1 gostermistir. Bu ikili Vtg sistem
ayrica Fundulus heteroclitus (LaFleur vd 1995b, 2005), sivrisinek balig1 (Gambusia
affinis (Sawaguchi vd 2005ab), mercan (Pagrus major, Sawaguchi vd 2006), kefal
(Mugil cephalus, Amano vd 2007ab, 2008ab), Atlantik pisi balig1 (Hippoglossus
hippoglossus, Finn 2007a) ve tarakli ¢ir¢ir (Ctenolabrus rupestris, Kolarevic vd 2008)
gibi acanthopterygianlar ve bir paracanthopterygian olan mezgit (Melanogrammus
aeglefinus, Reith vd 2001) gibi tiirlerde de ortaya konmustur. Ancak ikili Vtg sistem
Protacanthhoptergii ve Ostariophysi gibi gelismis takimlarda bulunmamaktadir

(Reading vd 2009).

Son yillarda klonlama ve immiinobiyokimyasal analizler gibi olduk¢a gelismis
teknikler kulanilarak, baliklarda bir ¢coklu Vtg sisteminin varlig1 ve bu sistemin teleost
gelisimine hayati katkilar sagladig1 ortaya konmustur (Hiramatsu vd 2005, 2006, Patifio
ve Sullivan 2002, Matsubara vd 2003). Gelismis teleost taksonlarinda
(Paracanthopterygii ve Acanthoptergii) transkripsiyon asamasinda genellikle {i¢ cesit
Vtg eksprese olmaktadir (Hiramatsu vd 2002e, 2005). Giiniimiizde beyaz levrek
(Morone americana) (Hiramatsu vd 2002e, Reading vd 2009), G. affinis (Sawaguchi
vd 2005ab), mercan (Sawaguchi vd 2006), kefal (Amano vd 2007ab), ile Xenotoca
eiseni ve c¢izgili levrek (Morone saxatilis, V.N. WILLIAMS, B.J. READING, N.
HIRAMATSU ve C.V. SULLIVAN, yayinlanmamis) olmak {izere alt1 adet teleosta ait
Vtg proteinleri ve bu proteinlere ait biitiin ¢cDNA dizileri karakterize edilmis
durumdadir. Bunun yaninda diger bir¢ok tiirde bir veya birka¢ vig geni ve bunlarin

translasyonu olan protein iirlinleri (Vtg) ortaya konmustur (LaFleur vd 1995b, 2005,
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Matsubara vd 1999, 2003, Reith vd 2001, Ohkubo vd 2004, Davis vd 2007, Finn
2007a, Kolarevic vd 2008, Reading vd 2009).

Bu Vtg’lerden ikisi olan ve tasidiklart biiylik molekiilli temel YP alt
birimlerine gére ‘tam’ Vtg olarak adlandirilan VtgAa ve VtgAb’nin temel yapisinda;
NH,, LvH, Pv, LvL, B’c, Ct, COOH (Patifio ve Sullivan 2002) bulunmaktadir. Bunlar
temel yapilarindaki benzerliklere ragmen, tasidiklar1 farkli Lv alt tiniteleri (LvH ve
LvL)’nin oosit olgunlagmast boyunca farkli proteoliz yollarindan ge¢meleri ve bu
proteoliz sonucunda, verdikleri iriinleriyle birbirinden ayrilirlar (Matsubara vd 1999,
Reith vd 2001, Sawaguchi vd 2006). Ayrica bu Vtg formlar1 birbirinden farkli olarak
oosit ylizeyinde en az iki farkli reseptore baglanirlar (Reading vd 2008, Reading ve

Sullivan 2011).

Son yillarda bu olaylarin dayandigi temelleri daha dogru anlayabilmek igin
omurgali Vtg genlerine ait transkriptler, genomik varyantlar1 ve filogenetik ¢ikarimlar
tizerine caligmalar yapilmis ve VtgAb’nin VtgAa ile aym1 kdkene sahip oldugu
sonucuna vartlmistir (Finn ve Kristoffersen 2007). VtgAa post-R3 soya 0zgii
duplikasyona ugrayarak yumurtanin bentik veya pelajik karakteri almasinda oldukga
etkili VtgAa ve VtgAb paralog gen salkimlarini olusturur. VtgAa paraloglarinin
birbirinden farkli fonksiyonlar kazanmalar1 eksprese olan proteinin (VtgAa veya
VtgAb) ve ondan tiireyen YP’lerinin oosit gelisimi boyunca farkli yollarla farkli alt
birimlere ayrnstirilmalart ve farkli asamalarda farkli gorevler {istlenmeleriyle
aciklanmaktadir. Burada ‘gen (protein)’ seklinde gdsterilmis olan yeni Vtg
adlandirmas: Finn ve Kristoffersen, (2007) tarafindan sirasiyla onceki caligmalarda

belirtilmis olan viga (VtgA) ve vigh (VitgB) yerine vigda (VtgAa) ve vigdb (VtgAb)

olarak yeniden yapilmistir (Finn 2007a). Burada vtgda ve vtgAb genleri, VtgAa ve
VtgAb ise bu genlerin transkripsiyon iiriinii olan proteinleri ifade etmektedir. Ugiincii
cesit Vtg (VtgC) ise Lv disinda kalan YP alt birimlerinden yoksun olup, ‘eksik veya
fosvitinsiz’ Vtg olarak adlandirilir (Hiramatsu vd 2005, 2006) ve herhangi bir reseptore
baglanmaz (Reading vd 2008, Reading ve Sullivan 2011). Bu Vtg formunun bazi
tirlerde oosit igerisinde YP gruplarina aynstirilmadigr bilinse de fizyolojik

fonksiyonlarina dair net bilgi mevcut degildir (Hiramatsu vd 2005, Reading vd 2009).
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2.1.1.2.1. Reseptor kontrollii endositoz

Hipofizden salgilanan FSH etkisiyle ovaryen follikiil hiicrelerinden
karacigerdeki vitellojen sentezini tetikleyecek 17B-E, salgis1 baslar. Bu Ostrojen
hepatositlere kan yoluyla seks steroid baglayici globiiline bagli olarak taginir ve hiicre
icerisine alindiktan sonra serbest kalir. Serbest Ostrojen hepatosit igerisinde Ostrojen
reseptorlerine baglanir ve Ostrojen-reseptor kompleksi de Vtg protein sentezini ve
salgisin1 uyarmak lizere hedef vig geni lizerinde Ostrojen yanit elementleri (Estrogen
Response Elements; ERE)’ne baglanir. Hepatositlerde sentezlenen Vtg ovaryuma kan
yoluyla tasiir ve oosit etrafindaki follikiil duvar1 ve koryonu gecerek oosit igerisine
alinmak iizere yilizeyde kendine 6zgiin Vtg reseptorleri (VtgR) ne baglanir (Selman ve
Wallace, 1989). Vtg-VtgR kompleksleri oosit icerisine klatrin ile kaplanmis periferal
sitoplazma igerisine derinleserek sekillenen 6zellesmis vezikiiller icerisinde kontrollii
endositoz ile alinirlar. Klatrin kaplt vezikiiller hiicre igerisine alindiktan sonra klatrin
ve VtgR serbest kalarak yeniden kullanilmak {izere hiicre ¢eperine geri donerlerken,
vezikiiller periferal ooplazma igerisindeki lizozomlarla birleserek, coklu vezikiiler
yapilart meydana getirirler (Patifio ve Sullivan 2002). Vtg’nin YP alt birimlerine
(lipovitellin, fosvitin, P'-component ve C-ucu peptid) proteolitik ayrigsmasi bu
multivezikiiler yapilar icerisinde katepsin D tarafindan gergeklestirilir (Sekil 2.3)
(Wallace 1985, Tyler vd 1999). Vtg tiirevi bu alt birimler ooplazma igerisinde ya
yumurta sarist graniilleri (yumurta sarist globiilii veya plateletleri) halinde veya sivi

halde depolanir.

Tavuklarda, amfibilerden Xenopus laevis’te ve Gokkusagi alabaliginda vigr
(vitellojen reseptorii geni)’iinii kodlayan cDNA’larin karakterizasyonu bu genin diisiik
yogunluklu lipoprotein reseptér (Low Density Lipoprotein Receptor; LDLR) gen
siiperfamilyasina ait oldugunu gdstermistir (Bujo vd 1995, Okabayashi vd 1996, Prat
vd 1998, Davail vd 1998). Kuslarda bu reseptoriin ¢ift islevli oldugu ve ayni anda hem
Vtg hem de VLDL bagladig: belirtilmistir (Patifio ve Sullivan 2002). Ancak, teleost
VtgR’liniin sadece Vtg bagladigi goriilmektedir (Tyler ve Lubberink 1996). Son

yillarda Vtg’in biiylik bir kismini olusturan agir zincirli lipovitellin bolgesinin
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reseptoriin  Vtg’i tamimasinda etken bolgeyi tasidigr kanitlanmistir (Hiramatsu vd

2002a, Hiramatsu vd 2004, Reading vd 2009).

Gokkusagt alabaliginda VtgR’ii cDNA’sindan farkli olarak lipoprotein reseptor
(Lipoprotein Receptor; LPR) cDNA’s1 fazladan O-bagl seker ucunu kodlayan 105 baz
cifti tasimaktadir. Bu reseptore ait mRNA hem ovaryumda hem de somatik dokularda
eksprese oldugundan dolayr bu cDNA ile kodlanan reseptor alabalik somatik LPR
olarak adlandirilmistir (Prat vd 1998, Davail vd 1998). Bunun yaninda v¢zgr mRNA
ekspresyonunun sadece ovaryumda gerceklestigi bilinmektedir (Prat vd 1998,
Perazzolo vd 1999). Somatik LPR, ovaryum ve diger dokulardaki VLDL ve/veya
VLDL-benzeri proteinleri baglamaktadir (Prat vd 1998). X. laevis ve tavuklarda (Bujo
vd 1995, Okabayashi vd 1996) oldugu gibi alabalik VtgR, daha biiylik yapida olan
somatik LPR’nin splice varyant1 olabilir. Teleost follikiiliinde VtgR baglayict aktivite
ilk olarak previtellojenik biiylimeden vitellojenik biliylimeye gecis asamasinda fark
edilmistir (Patifio ve Sullivan 2002). Gokkusagi alabaligi ovaryen vigr mRNA
ekspresyonunun previtellojenik asamada ve vitellogenezin baslangic asamasinda en

yiiksek seviyelere ulastigi bildirilmistir (Prat vd 1998, Perazzolo vd 1999).

Vitellojen reseptorii geninin erken asamalarda artan ekspresyonu ve vitellojenik
biliylime sliresince transkripsiyonunda gozlenen ciddi diislisler, VtgR’niin biiyiime
siiresince Vtg aliminin siirdiirilebilmesi i¢in tekrar kullanilmak iizere yeniden oosit
ylizeyine doniis yaptigini gostermektedir. Alabalikta Vtg alimi FSH ile uyarilirken
LH’nin benzer etkilerine rastlanmamistir (Tyler vd 1999). Teleostlarda vigr gen
ekspresyonunun hormonal kontrolii hakkinda yeterli bilgi mevcut olmasa da
kertenkelede 1VtgR benzeri aktivitenin FSH ile tetiklendigi bilinmektedir (Romano ve
Limatola 2000). Vitellojenik biiylimenin Ostrojenik olmayan hormonlar ve biiyiime
faktorleri ile kontrolii de miimkiindiir (Tyler ve Sumpter 1996). Ostrojenik olmayan
hormonlarin ovaryum follikiil gelisimi iizerine etkilerinin daha iyi anlasilabilmesi i¢in

daha ¢ok ¢alismaya ihtiyag vardir.
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Sekil 2.2. Vitellojen tiretiminin dstrojen ile uyarilmasi, oosit igerisine reseptor-kontrollii endositoz ile

alinmas1 ve katepsin D tarafindan yumurta saris1 proteinlerine ayristirilmasi (Hiramatsu vd 2005’den
modifiye edilmistir).



2.1.1.2.2. Yumurta sarisi proteinleri olusumu ve katepsinler

Teleost vtg genini kodlayan niikletid dizileri, Vtg proteini molekiiler yapisinin
NH;-LvH-Pv-LvL-f’c-Ct-COOH gibi bir alt birim siralamasindan ibaret oldugunu
ortaya koymustur (Matsubara vd 1999, Hiramatsu vd 2002ab). Bu temel yapiy1
olusturan alt birimlerden lipovitellin ve fosvitinin vitellojen tiirevi iki temel YP oldugu
bilinmektedir (Wallace 1985). Bunlardan biiylik molekiiler yapiya sahip olan ve LvH
ile LvL olmak iizere iki ayr1 polipeptitten olusan Lv yaklasik % 20 lipid icermekte
olup, embriyonik gelisimin en dnemli besinsel destegi olan amino asitler ve lipidlerin
temel kaynagini olusturmaktadir. Pv yaklasik % 50 oraninda g¢ogunlukla yapisina
kovalent baglarla fosfat, iyonik baglarla ise kalsiyum baglayan serin molekiillerinden
olusmaktadir. Bu nedenle Pv Vtg’ye lipid yliklemesine kolaylik saglamasinin yani sira
proteinin kanda ¢oziliniirliik kazanmasina da yardimct olur (Finn 2007b). Ayrica Pv
gelismekte olan embriyoya kemik gelisimi ve metabolik fonksiyonlar sirasinda ihtiyag

duydugu mineral destegini olusturur.

Son yillarda tavuklarda Vtg’nin Ct alt biriminden tiiredigi bildirilen YGP
tavuklarda, X. Laevis’de ve gokkusagi alabaligi gibi canlilar arasinda oldukga
korunmus olan ve tekrarlanmis bir dizi sisteinden olusan bir yapiya sahiptir
(Yamamura vd 1995, Patifio ve Sullivan 2002). Bir diger Vtg tiirevi protein 3’c olup ilk
olarak Verasper moseri ve beyaz levrek (Hiramatsu vd 2002a) tiirlerinde ortaya
konmustur. Bu YP genellikle teleostlarin ¢ogunda bulunmaktadir. Saflastirilmasinda
kullanilan kromatografik fraksiyonun adindan dolay1 bu sekilde adlandirilmistir (Patifio
ve Sullivan 2002). Yapisinda lipid veya fosfor bulundurmaz. Embriyonik gelisim
sirasinda beslenmede veya fizyolojik olaylardaki gorevleri net olarak bilinmese de Vtg
stabilizasyonu ve dimerizasyonunda rol aldigi disiiniilmektedir (Reading vd 2009,
Hiramatsu vd 2002a). Teleost Lv ve Pv tavuklarda ve X. laevis’de homolog yapilar
gostermekte olsa da B’-component’in YGP’ler veya diger yumurta saris1 bilesenleriyle

benzerlik iliskileri heniiz bilinmemektedir.
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Sekil 2.3. Vitellojenlerin oosit i¢erisine alinmasi ve vitellojen tlirevi yumurta sarist proteinlerine ayristirtlmasi

(Finn ve Fyhnn 2010°den modifiye edilmistir).




Vitellojenik biliylime boyunca (Sekil 2.3) Vtg oosit disinda hiicre dist sivi
(Extracellular Fluid; ECF) icerisinde VtgR’line baglanir. Vtg-VtgR kompleksi buradan
hiicre igerisine klatrin-kontrollii endositoz ile almnir. Vtg-VtgR komplekslerini igeren
vezikiiller katepsin D enzimi igeren lizozomlarla birleserek multivezikiiler yapilar
(Mutli-Vesicular Bodies; MVB)’1 meydana getirirler. Katepsin D (CatD) zimogeni,
geng endozomun ATP bagimli bir transmembran proteini olan vakuolar proton
pompalart (vH1) (Sekil 2.3) yardimiyla asidifikasyonu sonrasinda aktive olur ve
Vtg’lerin YP’lerini olusturacak birincil proteolizini gergeklestirir. Oosit olgunlagmasi
stirasinda (Sekil 2.3) YP’lerinin ikinci proteolizi yumurta saris1 vezikiillerinin yine vH1
yardimiyla daha ileri diizeyde asidifikasyonluyla aktive olan katepsinler, CatB veya
CatL, sayesinde ger¢eklesir. Bunun yanisira klorid (Cl') kanallar1 (6rn. CFTR veya
CLC)’nin da bu asamadaki asidifikasyonda etkili oldugu bilinmektedir. YP’lerinin bu
ikincil proteolizi inorganik iyonlarla beraber ozmotik olarak oosit hidrasyonunu
tetikleyen FAA ve fosfat havuzlarini meydana getirir. Oosit igerisine su girisi oosit
membrant igerisinde gegici slireligine sekillenmis 6zellesmis su kanallar1 (aquaporin:

Aqplb) yoluyla gerceklesir.

Tavuklar (Retzek vd 1992), salmonidler (Sire vd 1994) ve ¢ipura (Sparus
aurata, Carnevali vd 1999b) {lizerine yapilmis calismalardan elde edilen sonuglar,
Vtg’nin Lv, Pv, B’c, ve Ct peptid gibi YP’lere (Hiramatsu vd 2002ab) oosit icerisinde
ayristirilmasinin -~ lizozomlarda ~ bulunan  katepsin = D enzimi  tarafindan
gerceklestirildigine dair kanitlar ortaya koymaktadir (Carnevali vd 1999a). Katepsin D
karaciger, akciger, dalak ve plasenta gibi fagositik bircok dokuda bulunan, aspartik
proteazlar sinifindan lizozomal bir enzim olup, temel fonksiyonu hiicre igerisine
endositozla alinan proteinlerin lizozom kontrollii pargalanmasidir (Sekil 2.2)
(Hiramatsu vd 2002c). Olgun gokkusagr alabalii oositi iizerine yapilan
immiinositokimyasal bir c¢aligmada, proteolitik bir enzim olan katepsin D’nin
vitellogenezden once farklilasmaya baslayan MVB igerisinde bulundugunu ve
endositozla hiicre ig¢ine alman Vtg ile bu yapilar icerisinde bir araya geldigini ortaya
koymustur (Sire vd 1994). Proteolitik aktivite memeli ve kus (Carnevali vd 2001)
embriyosuna ait tam sekillenmemis yumurta sarisi kesesinde de goézlenmistir. Bu

enzimlerin aktivitesinin sistein ve aspartik proteinaz inhibitorleriyle muameleleri
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yumurta sarisi proteolizinin bloke olmasi ve embriyolarin anormal gelisimi veya

Oliimiiyle sonu¢lanmaktadir.

Cipura ovaryumundan katepsin D ve L olmak {iizere iki ¢esit lizozomal enzim
izole edilmistir (Carnevali vd 1999b). Oogenez boyunca bu enzimlerin aktiviteleri
tizerine yapilmis caligmalardan edinilen bilgiler bu tilirlerde Vtg’den YP
formasyonunda etkili tek enzimin katepsin D oldugunu gostermistir. Ayrica salmon
ovaryumundan YP formasyonundan sorumlu katepsin D benzeri olan ve pepstatine
duyarli bir proteaz daha izole edilmistir (Hiramatsu vd 2002c). Gokkusag1 alabaliginda
katepsin D gen transkripsiyonuna ait en yiiksek seviyelere previtellojenik biiyiime

asamasinda rastlanmigtir (Patifio ve Sullivan 2002).

Olgunlagsma asamasindaki oositte YP’leri {i¢ ayr1 inaktif proenzim (katepsinler)
ile birlikte yumurta sarist graniillerinde bulunmaktadirlar (Carnevali vd 2006, 2008,
Raldua vd 2006). Oosit olgunlagsmasi sirasinda yumurta sarist graniillerini ¢evreleyen
membran igerisinde bir proton pompasi (vakuolar ATPaz), klorid kanallar1 ile beraber
hareket ederek bir veya birden fazla katepsinin aktive olmasini tetikleyen luminal
pH’nin diismesine (~5.0-5.5) neden olur (Carnevali vd 1999b, 2006, 2008 Raldua vd
2006). Katepsinlerden bir sistein proteaz olan katepsin L, c¢ipurada olgunlagsma
asamasinda YP’lerinin proteolizinden (Carnevali vd 1999, Carnevali vd 2006) sorumlu

iken V.moseri’de bu islemden katepsin B sorumludur (Matsubara vd 2003, Sekil 2.3).

F. heteroclitus oositinde katepsin B, F ve L her gelisim agamasinda bulunurken
katepsin F sadece vitellogenez asamasinda yumurta saris1 graniillerinde bulunmakta ve
olgunlagma asamasinda kaybolmaktadir (Raldua vd 2006). Katepsin F’nin bu siirecte
katepsin B ve/veya katepsin L’nin olgunlagmay1 aktive etmesinde tetikleyici bir rolii
oldugu sanilmaktadir. Buradan yola c¢ikarak katepsin B ve katepsin L’nin oosit
olgunlagsmas1 siiresince gosterdikleri proteolitik aktivitelerin tiire 6zgii oldugu
sOylenebilir. Bu nedenle Vtg tiirevi YP’lerinin proteolizi olduk¢a karmasik aktivasyon

asamalar1 gerektirebilir.
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Vtg’lerin ilk olarak Wallace ve Selman (1985) tarafindan ortaya konan ikincil
proteolizi deniz teleostlarinda oosit olgunlagmasi siirecinde meydana gelen benzersiz
bir olaydir. Proteoliz etkinlik diizeyi yumurtlanacak yumurtalarin bentik veya pelajik
oluslarina ve Vtg genlerinin ekspresyonundaki farkliliklara baglidir (Matsubara vd
1999, Sawaguchi vd 2006, LaFleur vd 2005). Bentik yumurtalarda YP’leri ya
ayristirilmaz ya da kismen hidrolize olurken pelajik yumurtalarda YP’leri yogun bir
proteolize ugrar ve serbest amino asitlerden olusan FAA havuzunu meydana getirirler
(Matsubara vd 1999, Finn vd 2002ab, Hiramatsu vd 2005). Bu FAA’ler olgunlagma
stirecinde gecici olarak 6zellesmis yapilar olan porlardan (aquaporin) oosite su girigine
olanak taniyan temel ozmolitlerdir (Fabra vd 2005, 2006). Boylelikle FAA’ler
sayesinde heniiz aktif su igme mekanizmast gelismemis olan deniz teleostlar:
embriyosunda hayati islevleri bulunan su rezervi saglanmis olur (Sekil 2.3) (Finn vd

2002a, Finn 2007a).

V. moseri’de VtgAa, VtgAb ve bunlarin {iriinleri olan YP’leri, oosit hidrasyonu
ve embriyoya 6zglin besinlerin iletimi konularinda farkli rollere sahiptirler (Matsubara
vd 1999). Vtg’lerin proteolizi sonucu ortaya ¢ikan YP’leri, tlire bagh olarak yumurta
saris1 globiilleri veya plateletleri halinde ooplazmada depolanmaktadir (Wallace ve
Selman 1990). Demersal yumurtalar birakan tatli su teleostlarinda Vtg tiirevi YP’leri
ovumun kuru agirliginin % 80-90’1m1 hatta bazi tiirlerde daha da fazlasini olusturur

(Wallace 1985, Tyler vd 1999).

Oosit olgunlagmast sirasinda her ikisi de kapsamli bir proteolize ugrayan ’c ve
Pv’nin yan1 sira LvHAa’ nin neredeyse tamami FAA’lere ayrisir. Lv’ler, Pv’ler ve
B’c’lerden ayrisan FAA’lerin oosit hidrasyonunda ozmotik etmenler olarak gorev
yaptiklar1 ve ayni1 zamanda erken embriyonik gelisimi destekleyici difiize olabilen
besin havuzunu olusturdugu diisiiniilmektedir. Bu sirada LvHAa’nin proteolize
ugramadan bozulmamis halde kalan kiigiik bir apoprotein parcasi larvaya lipid
tasinmasinda gorev almakta ve larva tarafindan sinsitiyal (syncytial) tabakalari
olusturmak iizere kullanilmaktadir. Ayrica dimerik yapidaki LvHAb’nin kismi

ayrismaya maruz kalarak monomerlere ayrildig1 ve larvaya besin kaynagi olarak gorev
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yapmak tlizere yapisal biitiinliigiinii korudugu bilinmektedir (Ohkubo ve Matsubara,

2002).

Oosit olgunlagsmasit boyunca VtgAa tiirevi YP’leri, ~% 87 oraninda FAA
ayrisirken VtgAb’nin LvHAb kism1 ~% 67 oraninda ayrismadan kalir. Bu sonuglar
VtgAa ve VtgAb arasindaki oranin postvitellojenik oositte FAA verimi dolayisiyla
oosit olgunlagsmas1 ve yumurta ylizebilirligi ile agilma oranini 6nemli derecede
etkiledigini ortaya koymaktadir. VtgAa ve VtgAb kokenli YP’lerinin proteolizi
konusunda mezgit (Reith vd 2001), mercan (Sawaguchi vd 2006) ve Atlantik pisi balig
(Finn 2007a) flizerine yapilan c¢alismalardan benzer sonuglar elde edilmistir. Bu
bulgular ikili VtgAa/VtgAb sistemin pelajik yumurtalara sahip deniz teleostlar
arasinda sik1 muhafaza edildigini ortaya koymaktadir (Amano vd 2008b).

2.1.1.2.3. Lipid depolanmasi

Salmonlar ve bariz bir yag damlacigindan yoksun demersal yumurtalara sahip
diger tiirlerde Vtg, biiyiimekte olan oosite en 6nemli lipid kaynagidir (Wallace 1985,
Tyler vd 1999). Teleost Vtg yaklasik % 20 oraninda lipid igerir ve bunun % 60-80’1
coklu doymamis yag asitlerince zengin fosfatidilkolin veya fosfatidiletanolamin gibi
polar lipidler grubuna giren fosfolipidlerden olusur (Patifio ve Sullivan 2002). Bu polar
lipidler biitiin organizmalarin en &nemli membran komponentleridir. Ozellikle
perciform baliklar gibi pelajik yumurtalar birakan diger teleostlarda, gelisimini
tamamlamis yumurta ooplazma hacminin neredeyse yarisini kaplayan yag damlaciklar
bulundurur (Sekil 2.1B). Bu yag damlaciklart oosit olgunlagmasi sirasinda birleserek
bir veya iki biiylik yag globiiliinii olustururlar (Sekil 2.1C). Vtg ile alakali lipidlerin
aksine yag damlaciklar1 basta trigliseridler, mumlar ve doymamis yag asitlerince
zengin olup Ozellikle baliklarda oncelikli olarak metabolik enerji kaynagi olarak
kullanilirlar (Weigand 1996). Bu durumda Vtg yapisinda bulunan baslica lipidleri
biliylimekte olan oosite tasiyarak embriyonik doku gelisimine katkida bulunurken,
baska kanallar aracilifiyla oosite tasinan ve yag damlaciklar1 halinde depolanan nétral
lipidler embriyogenez boyunca ihtiya¢ duyulan enerjinin kaynagini olusturmaktadir.

Yumurtasinda yogun olarak lipid bulunduran pek ¢ok teleost tiirde bu ikili lipid
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kaynaginin birbirinden ayr1 yollarla kontrol edildigini destekleyen bilgiler mevcuttur.
Bu tiirlerde Vtg normalde fosfatidilkolin tagimakta ve vitellojenik disilerin kaninda ise
belirlenebilir seviyelerde mum esterlerine rastlanamasa da olgun oositlerde bulunan iri

yag damlaciklarinin mum esterleri i¢erdikleri bilinmektedir (Patifio ve Sullivan 2002).

Baz tiirlerde biiylimekte olan oositte lipid birikimi YP birikiminden bagimsiz
gerceklesir. Vtg kokenli olmayan lipid dnciil maddelerinin kanda taginmasi veya oosit
icerisine alinmas1 mekanizmalari ile bu islemlerin kontrolleri heniiz arastirilmaya agik
konulardir. Teleostlar memelilere kiyasla kanda dolasim halinde olan ve Vtg disinda
kalan oldukca genis bir lipoprotein spektrumuna sahiptir (Patifio ve Sullivan 2002). Bu
lipoproteinlerin reseptorler yardimiyla hiicre igerisine alindig1 ve muhtemelen lipolizle
ayrisarak oositte lipid sentezine kaynak olusturacak olan FFA’ni olusturdugu
diisiiniilmektedir (LeeMen vd 1999). Daha once de belirtildigi iizere salmon
ovaryumunda VLDL baglama yetenegine sahip olan VtgR’den farkli bir somatik

lipoprotein reseptdrii ekpresyonuna rastlanmistir (Prat vd 1998).

2.1.1.2.4. Koryon formasyonu

Vitellojenik biiylime sonunda olusumu tamamlandiginda koryon zar1 genellikle
ince bir i¢ ve de kalin bir dig tabaka bulundurur (Sekil 2.1B). Polisakkaridlerce zengin
graniiler yapida olan dis tabaka altta bulunur ve elektrik yiikii oldukca fazladir. Damarh
lifli yapida olan i¢ tabaka ise koryonojen adi verilen koryon onciil proteinlerinden
tiiremis 3-4 alt birimden olugsmaktadir (LaFleur vd 1995a). Koryonojenlerin sentezi,
karaciger (Oryzias latipes; Murata vd 1995, 1997, Sugiyama vd 1998), ovaryum (sazan
[Cyprinus carpio]: Chang vd 1996, 1997, zebra baligi; Wang ve Gong 1999, Mold vd
2001, O. latipes; Kanamori 2000) veya her iki dokuda birden (gokkusagi alabaligi;
Hyllner vd 2001) gerceklesebilir. Bu bolgeler tekli koryonojenler igin ¢aligilmis olup,
O. latipes'da koryon formasyonu ile alakali ii¢cli oositten iicii de karacigerden
sentezlenen en az 6 gesit koryonojen proteini oldugu bildirilmistir (Murata vd 1995,
1997, Sugiyama vd 1998, Kanamori 2000). Gokkusagi alabalifinda koryonojenleri
kodlayan genlerden birinin ifadesinin hem oositte hem de karacigerde diger ikisinin ise

sadece karacigerde gerceklestigi bilinmektedir (Hyllner vd 2001). Bu bilgiler
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teleostlarda koryon formasyonunun tahmin edilenden ¢ok daha karmasik bir iglem
oldugunu ortaya koymaktadir. Karacigerden koryonojen sentezinin 178-E, tarafindan
kontrol edildigi bilinmektedir (Patifio ve Sullivan 2002). Salmonlarda koryonojen
iretimi icin gerekli 17B-E, seviyeleri Vtg tiretimi i¢in gerekli olan seviyelerden daha
diistiktiir (Patifio ve Sullivan 2002). Bu sonuglar tireme dongiisii i¢erisinde koryonojen
iiretimi ve koryon olusumunun vitellogenez baslangic1 ve vitellojenik oosit biiylimesi
asamalarina denk gelmesi ile dogrulanmaktar. Tiire bagli olarak koryon olusumu 17p-
E, iiretimi, dolayisiyla da FSH veya LH ile kontrol edilebilmektedir (Patifio ve Sullivan
2002).

2.1.2. Oosit olgunlasmasi

Cogu teleostta kandaki LH seviyeleri ovaryen follikiiliin vitellojenik
bliylimesinin tamamlanmasina yakin déonemde artisa gecer (Patifio ve Sullivan 2002).
Liiteinlestirici hormon follikiiler granuloza hiicrelerinde bulunan reseptorlere tutunarak
olgunlagmay1 tetikleyici hormon (Maturation Inducing Hormone; MIH) iiretimi ve
MIH’a bagimli mayoz devamu ile sitoplazmik olgunlasma gibi siirecleri uyarir. Birinci
mayoz boliinmenin tamamlanmast ve ilk kutup cisimciginin atilmasi {izerine olgun
oositte mayoz yeniden ama bu sefer Metafaz Il asamasinda duraksamaya ugrar. Bu
asamada germinal vezikiil (niikkleus) periferal bolgeye go¢ eder ve ardindan niikleus dis
ceperi eriyerek, germinal vezikiiliin ayrilmasina (Germinal Vesicle Breakdown;
GVBD) yol acar. Bu sirada ayrica oositte ooplazma igerisinde daginik halde bulunan
yumurta sarist globiillerinin birlesmesinden kaynakli bir arinma ve YP’lerinin segici
proteolizi, lipid damlalarinin birleserek yag damlalarini olusturmasi ve ooplazma
hidrasyonu (oosit hacmini en az 3-5 kat artiran hidrasyon) ile karakterize olan bir

sitoplazmik olgunlagsma evresi gergeklesir.

2.1.2.1. Oosit olgunlasmasina hazirhk

Olgunlagsma yetisi kazanimi follikiil ile c¢evrelenmis oositin MIH ile

tetiklendiginde duraksamis olan mayoza devam edebilecek duruma gelmesidir. Deniz

alas1 gibi Sciaenidae teleostlarinin ovaryum follikiilinde LH’a bagimli olgunlagmaya

22



hazirlik agamasi, eksiksiz bir protein kinaz A (Protein Kinase A; PKA) metabolik yolu
ve de novo protein sentezinin yani sira yiiksek GJ proteini konneksin (connexin)
mRNA seviyeleri, yogun heterolog ve homolog GJ temasi ve de yliksek oosit membran
MIH reseptorleri (membrane MIH Receptors; mMIHR) (Patifio ve Sullivan 2002)
aktivitesi gerektirmektedir. Bu donemde ¢ipurada homolog ve heterolog GJ temasinda
(Patifio ve Kagawa 1999), cizgili levrekte (King vd 1997) ve sarikuyrukta (Seriola
quinqueradiata, Rahman vd 2002) MIH reseptdr aktivitesinde artiglar gdzlenmistir. Bu
asamada artan GJ etkilesiminin rolii heniiz bilinmemektedir. Ancak heterolog GJ’1n
granuloza hiicrelerinden mMIHR {iretimini ve aktivasyonunu tetikleyici role sahip olan
cAMP transferinde goérev aldig1 sanilmaktadir (Patifio ve Sullivan 2002). Artan oosit
mMIHR aktivitesi muhtemelen olgunlagma yetisi kazanmimu ile baglantilidir. Insiilin
benzeri biiylime faktorleri (Insulin Like Growth Factor; IGF) ve aktivinler teleost
ovaryum follikiilinde LH’a bagimli olgunlasma yetisi kazaniminin ve homolog-
heterolog GJ etkilesiminin gii¢lii birer tetikleyicisidir (Patifio ve Sullivan 2002). Bu
gozlemler IGF’lerin LHun fonksiyonel ve hiicresel diizeyde bazi etkilerini taklit
ettigini ortaya koymaktadir. Ancak IGF’lerin LH’a bagimli olgunlagsma yetisi kazanimi

ile dogrudan alakasi heniiz tespit edilememistir.

2.1.2.2. Follikiilde olgunlagsmay tetikleyici hormon iiretimi

Oosit bilylimesi tamamlandiginda kandaki LH seviyesi artar ve LH follikiildeki
reseptoriine baglanarak oosit olgunlagmasi siirecini baslatacak etmen olan MIH
salgisint uyarir (Nagahama 1997). Cogu teleost balikta MIH, di-veya trihidroksi tiirevi
bir progesteron (170,20B-dihydroxy-4-pregnen-3-one veya 170,20B-21- trihydroxy-4-
pregnen-3-one)’dur. MIH salgisiyla beraber oosit, duraksamaya giren mayoz
boliinmeye kaldig1 evreden itibaren devam eder. Bu asamada GVBD ve sitoplazmik
olgunlagma gergeklesir (Patifio ve Sullivan 2002). MIH uyaris1 altinda gerceklesen
sitoplazmik olgunlagsma siiresince oositte, ooplazma igerisinde yag damlaciklar1 ve
yumurta sarisi graniilleri birlesmesi ve bundan dolay1 da ooplazma berraklasmasi, oosit
hidrasyonu gibi doéllenme ve embriyonik gelisim i¢in hayati 6nem tasiyan bir dizi
degisim meydana gelir (Matsubara vd 1999, Romano vd 2004, Sekil 2.1C). Deniz ve

acl su teleostlarma ait oositlerde sitoplazmik olgunlagsmanin en bariz gostergesi
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vitellojenlerden meydana gelen YP’lerinin ikinci bir proteolize ugramasidir (Matsubara
vd 2003, Polzonetti-Magni vd 2004, Romano vd 2004, Sekil 2.3). Son yillarda bu
ikinci proteolizin Morone cinsinin Morone chrysops ve M. americana liyelerinde MIH

kontrolii altinda oldugu bildirilmistir (Hiramatsu vd 2002c).

2.1.2.3. Mayoz devam

Arastirmacilar balik ve amfibi oosit olgunlagmasi sirasinda mayoz devaminin
MIH’1n oosit ylizeyinde mMIHR’e baglanmasi ile tetiklendigi konusunda hemfikir
durumdadir. Ancak mMIHR yapisi ve transdiiksiyon mekanizmasi hakkinda kesin bilgi

mevcut degildir.

Xenopus oositlerinde yapilan son ¢aligmalardan elde edilen sonuglar mMIHr’iin
yeni bir reseptdor protein oldugu diislincesi ile ¢elismektedir. Bilinen Xenopus
progesteron reseptorii (xenopus Progeseteron Receptor; xPR)’niin yiiksek ekspresyonu
oositte progesterona bagli mayoz devamini tesvik etmektedir (Tian vd 2000). Ayrica
progesteronla muamelenin oosit XxPR’nlin mayoz devamindan Once dogrudan
fosfatidilinositol 3-kinaz (Phosphateidylinositol 3-kinase; PI3-K)’a baglanmasina, PI3-
K inhibitorleri ile muamelesinin ise progesteron kontrollii olgunlagmanin durmasina
neden oldugu bildirilmistir (Bagowski vd 2001, Patifio ve Sullivan 2002). Bu nedenle
Xenopus oositlerinde MIH’a bagimli mayoz devami, fosfolipid uyarim metabolik
yolariyla iliskili klasik bir PR’{inlin membrana bagli formunu da gerektiriyor olabilir
(Bagowski vd 2001, Patifio ve Sullivan 2002). Fosfatidilinositol 3-kinaz inhibitorleri
ayrica ¢izgili levrekte MIH ile tetiklenmis mayoz devamini da baskilamaktadir (Weber
ve Sullivan 2001). Bu da membran fosfolipidlerindeki degisikliklerin teleost
oositlerinde MIH araciligiyla olgunlasmanin uyarilmasi mekanizmasinin bir parcasi

oldugunu gostermektedir.

MIH genelde teleost ovaryum follikiilinde LH kontrollii mayoz devami i¢in
gerekli ve tek bagina yeterli bir kontrol mekanizmasi olarak bilinse de diger bazi
faktorlerin de bu siireci kontrol ve yonlendirmede etkili oldugu bilinmektedir. IGF-I,

aktivinler, epidermal biiyiime faktorii (Epidermal Growth Factor; EGF),
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transformasyona neden olan biiyiime faktorii o (Transforming Growth Factor; TGFa)
ve benzeri mekanizmalarin olgunlasma yetisi kazanmig teleost follikiiliinde mayoz

devamin tetikledigi bilinmektedir (Patifio ve Sullivan 2002).

Bir norotransmitter olan serotoninin F. heteroclitus ovaryum follikiiliinde MIH
kontrollii mayoz devamini olumsuz yonde etkiledigi gozlenmistir (Cerda vd 1998).
Arasidonik asit (Arachidonic acid; AA) ve metabolik iirlinlerinin levrek ovaryum
follikiiliinde mayoz devamina etki eden biyokimyasal metabolik yolun heniiz
tanimlanamamig bir adimini kontrol ettigi sanilmaktadir (Sorbera vd 2001). Ancak ne
AA, ne de metabolik {iriinleri Micropogonias undulatus follikiilinde MIH’a bagimli

olgunlagsmay1 6nemli diizeylerde etkilememektedir (Patifio vd 2003).

Heterolog GJ’larin hormon kontrolli mayoz devamindaki rolii genellikle
tartisma konusudur. Teleostlar arasinda heterolog GJ ayrilmast F. heteroclitus
follikiiliinde mayoz devamini uyarmak i¢in yeterli olabilmektedir (Cerdd vd 1993).
Ancak fonksiyonel GJ kanallarinin ¢izgili levrek (Weber ve Sullivan 2000, 2001) ve X.
laevis (Patifio ve Purkiss 1993) oositlerinde mayoz devami i¢in O6nemi c¢ok daha
yiiksektir. M. undulatus i¢in de fonksiyonel heterolog GJ kanallar1 ovaryum follikiiliin
bliylik bir boliimiinde mayoz devaminin baslangicindan sonra da bulunmaya devam

etmektedir (Yoshizaki vd 2001).

2.1.2.4. Sitoplazma olgunlasmasi

Mayoz devami (niikleer olgunlagma) siiresince yukarida bahsi gegen olaylar
zinciri devam ederken ayni zamanda oositin sitoplazmasinda déllenme ve embriyonik
gelisim icin gerekli olacak bir dizi degisim gergeklesir. Memeli oositinde bu
degisikliklerin tamamu sitoplazmik olgunlagsma olarak adlandirilir (Patifio ve Sullivan
2002). Teleostlarda yumurta kalitesi konusu ¢evresel etmenler ve beslenme agisindan
detayli olarak ele alinmis olsa da bu tiirlerde olgunlasmayla alakali bu ooplazmik
degisimlerin yumurta kalitesini nasil etkiledigi konusunda ¢ok az bilgi mevcuttur. Son
caligmalar oosit hidrasyonu ve embriyonik gelisim i¢in gerekli besinlerin ayrigtirilmasi

mekanizmalarina 151k tutmaya baslamistir. Deniz ve acisu baliklarina ait oositlerde
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vitellojenik bilylime asamasi boyunca ger¢eklesen Vtg’nin YP’lerine ayristig1 birincil
proteolizi takiben mayoz devami boyunca ciddi bir hidrasyon ile beraber ikinci bir
proteoliz gerceklesir (Sekil 2.2, Sekil 2.3) (Wallace ve Begovac 1985, Wallace ve
Selman 1985). Olgunlasma siireci ile alakali bu ikincil proteolitik agama ilk olarak F.
heteroclitus 'ta kesfedilmistir (Wallace ve Begovac 1985, Wallace ve Selman 1985).
Proteolize ugramamis YP’leri ile FAA’ler arasinda olgunlasma dénemine 6zgii gegici
ters bir iliski mevcuttur. FAA’ler difiize edilebilir substratlar olduklarindan
embriyogenez boyunca protein sentezi i¢in gerekli enerji kaynagini olustururlar (Finn

vd 1995ab, Amano vd 2008b).

Salmon oositlerinde bu baliklarin embriyolarinin YP kullanimlar1 sirasinda
benzer proteolitik olaylar gozlenmistir (Hiramatsu vd 2002c). Oosit hidrasyonunun
olgunlagmayla beraber gerceklestigi baliklarda yumurta saris1 proteinleri proteolizinden
ortaya ¢ikan FAA’lerin oosit icerisine su aliminda etkili ozmotik basing kontroliinde

rol aldig1 diistintilmektedir (Patifio ve Sullivan 2002).

Oosit hidrasyonu teleostlarda mayozun yeniden devam etmesiyle baslayan ve
oositi hiperozmotik yumurtlama ortamina hazirlayan oosit gelisimi ve dolayisiyla
iiremenin en 6nemli asamalarindandir. D1s ¢evreden veya anne viicudundan kaynakli
uyarilarin etkisi altinda BPG ekseninin bu uyarilara uygun yanitlar1 sayesinde, bu
stirece 0zgli gecici olarak oosit plazma zarinda olusan aquaporinler yardimiyla anne
ooplazmasindan oosite dogru suyun ozmotik akisi olur (Sekil 2.2, Sekil 2.3). Bu sayede
embriyo gelisimi siiresince ortaya c¢ikabilecek alternatif ozmotik mekanizmalardan
yararlanabilecek duruma gelene kadar yagamini siirdiirebilecegi bir su kaynagina sahip

olmus olacaktir (Finn 2007a).

Daha once bahsedildigi iizere, katepsin B ve L’nin sitoplazmik olgunlasma
doneminde YP’lerinin ayristirilmasindan sorumlu oldugu bildirilmistir (Carnevali vd
1999b). Ancak, farkli enzimlerin farkli YP’lerinin ayrigtirllmasindaki segiciligi tizerine
heniiz ¢ok az calisma vardir. Sitoplazmik olgunlasma siiresince gerceklesen YP
proteolizinin endokrin kontrolii tam olarak anlasilmis degildir. MIH’a bagimh

sitoplazmik olgunlagsma isleminin iki temel asamada gergeklestigi bilinmektedir.
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Bunlardan ilki proteolizden bagimsiz olarak gerceklesen ooplazma berraklagsmasi,
digeri ise proteolize bagimli olarak gerceklesen oosit hidrasyonudur. Morone tiirlerinde
yapilan bir ¢aligmanin sonuglart YP’lerinin proteolizi asamalarimin MIH’a bagimli
gerceklestigini ortaya koymustur (Hiramatsu vd 2002c¢). Ooplazma hidrasyonu ve
berraklagmasinin bir dizi teleostta daha MIH’a bagimli gerceklestigi ortaya konmustur
(Yoshizaki vd 2001).

2.2. Ovulasyon

Oogenezin bu son asamasinda teleost ovaryum follikiiliinde gerceklesecek
olaylar dizinini tetikleyecek MIH tiretimi gerceklesir. Ancak mayoz devamindan farkl
olarak ovulasyon, niikleer MIHR (nMIHR) tarafindan kontrol edilen MIH’a bagimli bir
transkripsiyonel aktivasyon gerektirir (Patifio ve Sullivan 2002, Patifio vd 2003).
Baliklarda bu durum LH etkisi altinda {tiretilen follikiiler progesteronun klasik PR’iine
baglanmasiyla ovulasyonun tetiklendigi farelerdeki duruma benzemektedir. Teleost
follikiiliine ait nMIHR heniiz detayli olarak incelenmemistir ancak fare follikiiliindeki
PR’e granuloza ve hatta teka hiicrelerinde de rastlanmistir (Patifio ve Sullivan 2002).
Mayoz devami ¢esitli uyaricilar tarafindan tetiklenebilse de ovulasyon daha spesifik bir
olay olup, genellikle protein kinaz C (Protein Kinase C; PKC) aktivitesi ve amino asit

metabolizmasinda artis1 tetikleyen uyaricilarin kontrolii altindadir.

Hormona bagimli ovulasyon PKC aktivasyonu gerektirir (Patifio ve Sullivan
2002). Micropogonias undulatus’ta MIH bagimli PKC aktivasyonu transkripsiyonel
aktivasyonun hemen ardindan gergeklesir (Patifio vd 2003). Genel literatiirde birgok
calisma amino asit metabolizmasia ait siklooksijenaz ve lipoksijenaz metabolik
yollarinin ovulasyonda oynadig1 rolii incelemistir. Bu iki metabolik yolun
fonksiyonlarimin birbiriyle iliskileri iizerine ortak bir fikir olmamasina ragmen (Patifio
ve Sullivan 2002) M. undulatus’ta yapilan son ¢aligmalar her iki metabolik yolun da
MIH’a bagimli ovulasyon i¢in ayni derecede dnem sahip tasidigini ortaya koymustur

(Patifio vd 2003).
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Ovulasyon, follikiiler parcalanma ve olgun ovumun kendisini ¢evreleyen
yapilardan koparak ayrilmasi islemlerini igerir (Sekil 2.1D). Ancak teleostlarda
ovulasyonu uyarict faktdrler (amino asit metabolitleri gibi) ile bu islemler arasindaki
baglanti mekanizmalar1 hakkinda heniiz net bir bilgi mevcut degildir. Baz tiirlerde
ovulasyon cesitli feromonlarin neden oldugu davranislarin da etkisiyle erkeklerde
spermiasyonla senkronize olarak ayni zamanda meydana gelir (Kobayashi vd 2002).
Cogu teleostta ovum somatik hiicrelerden tamamen armarak etrafini ¢cevreleyen koryon
ile dis ortama (ovaryum sivist veya eksternal su ortami igerisine) birakilir. Sperm
koryondan ovum igerisine mikropil denilen bir veya birkac¢ acikliktan gecerek ulasir.
Spermin yumurta ylizeyi ile temast (d6llenme) kortikal alveoli iceriginin perivitellin
bosluga birakildig: kortikal bir reaksiyona neden olur. Bu asamada ozmotik olarak aktif
polisialoglikoproteinler ~ hidrasyona neden olurken metalloproteazlar koryon
proteinlerini daha kiigiik alt iinitelere hidrolize ederler. Bu alt iiniteler daha sonra
polimerize olarak ¢6ziinme yetenegi olmayan koryon proteinlerini olustururlar (Patifio
ve Sullivan 2002). Sertlesen koryon ddllenme zarfi olarak da bilinir. Déllenme ayrica
ikinci mayoz bolinmenin devamini ve ikinci polar hiicrenin atilimini da tetikler.
Poecilia reticulata gibi baz1 vivipar tiirlerde dollenme follikiilde gergeklesir ve

embriyonun ovulasyonu doguma kadar ertelenir (Venkatesh vd 1992).

2.3. Yumurta Kalitesi Sorunlar1 ve Su Uriinleri Yetistiriciligi

Kalitesi diisiik yumurta, mortalitesi yiiksek embriyo ve larva veren anaglarda,
muhtemelen Vtg'nin karacigerde sentezi, oosite taginmasi ve reseptdr kontrollii
endositoz ile hiicre igerisine alinmasi ve burada proteolitik enzimlerce YP’lerine
ayristirilmast mekanizmalarinda aksakliklar meydana gelmektedir. Diisiik kalitede
yumurtalarin ylizebilirligi diisiikk olmakla beraber, Vtg tlirevi YP’lerinin proteolizi
sonucu ortaya c¢ikan FAA’ler, fosfolipid ve lipoproteinlerinlere bagimli olarak
beslenen embriyo ve larvalarin hayatta kalma oranlar1 diisiik olmaktadir (Rees ve
Harrell 1990, Sullivan vd 1997). Oosit hidrasyonu ve ylizebilirlik kazanimi,
sitoplazmik olgunlagsmaya olanak taniyacak temel molekiiler mekanizmalarin dogru
islevi dolayisiyla gelismekte olan dollere ihtiyag duyacaklart besin havuzunun

saglanmasi ile ilgili bir siiregtir.
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Pelajik yumurtalar birakan deniz teleostlarindan levrek ve ¢ipurada diisiik
yumurta kalitesi genellikle katepsin geni transkripsiyon ve translasyonlarindaki
aksamalar ve bu durumdan olumsuz etkilenen katepsin aktiviteleri ile
iligkilendirilmektedir (Carnevali vd 1999a, 2001, 2006, 2008). Bu bulgular, Vtg’nin
YP’lere ayrismasinda etkili katepsin enzim aktivitelerindeki aksamalarin oositte
sitoplazmik olgunlagmay1 olumsuz etkiledigini, dolayisiyla da yumurta kalitesini ve
yiizebilirligini diisiirdiiglini ortaya koymaktadir. Bu tiirlere ait ylizme yetenegine sahip
yumurtalar iyi kalitede, batma egilimi gosterenler ise diisiik kalitede yumurtalardir.
Yumurtanin yiizebilirliginin oosit olgunlagsmas1 sirasinda Vtg tiirevi YP’lerinin
proteolizine bagli oldugu, ylizme yetenegine sahip yumurtalarda katepsin L, batan
yumurtalara ise katepsin D seviye ve aktivitelerinin daha yiiksek oldugu bilinmektedir.
Katepsin enzim aktivitesindeki problemler, sitoplazmik olgunlasmadaki aksamalar,
dolayistyla da yumurta yiizebilirligi ve diisiik yumurta kalitesiyle iliskilidir. Ilgili neden

sonug iligkileri heniiz aragtirmaya ag¢ik konulardir.

Benzer problemlerin bir diger nedeni ii¢ farklt Vtg’nin oositte olmasi1 gereken
dogru oranlarda birikiminin ger¢eklesememesi olabilir. Verasper moseri’de yapilan bir
calisma, LvAa:LvAb:LvC oranlarinin biiylimesi tamamlanmig oositte siki bir kontrol
altinda oldugunu (Sawaguchi vd 2008) ve bu oranlardaki herhangi bir dengesizligin
yumurta ylizebilirligini, embriyonik ve larval gelisimi olumsuz etkiledigini ortaya
koymustur. Vitellojenlerden tiireyen YP’lerin oosit biiyiimesi sirasinda, yumurta sarisi
globiilleri seklinde depolanmasit ve katepsin enzimlerinin aktivitesindeki artig
senkronizedir. Ancak lizozomal proteazlardan katepsin sistemi sanildigindan daha
karmagsik olup, bir dizi enzim aktivitesi akisindan ibarettir (Carnevali vd 2006).
Katepsin aktivitesi ve substrat seciciligi, uygun pH ve MIH uyarisi altinda aktive olan,
YP’lerinin asidifikasyonu igin gerekli vakuolar H" pompasi (vATPaz) ile kontrol
edilmektedir. Ayrica katepsinlerin YP’lerinin proteolizindeki 6zgiinliigii tiirler arasinda
farkliliklar gosterebilmektedir (Matsubara vd 2003). Diger yandan yumurtada Vtg veya
katepsin seviyelerinde herhangi bir degisiklik olmazken, olgunlagmasi sirasinda oosit
hidrasyonunda aksamalar goriilmesi enzim aktivitesinin, GnRH-LH-MIH metabolik

yolu (BPG ekseni) tarafindan aktivasyonunda sorunlar oldugunun belirtisidir.
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3. MATERYAL VE METOT

3.1. Deneysel Baliklar ve Doku Ornekleri

Vitellojenlere ait cDNA dizilerinin, polimeraz zincir reaksiyonu (Polymerase
Chain Reaction; PCR) {iriinlerinin dogrudan sekanslanmasi yoluyla elde edilmesinde
kullanilan karaciger doku 6rnekleri, ortalama 2223.50+448.17 g agirlik, 37.67+1.86 cm
boya sahip 3 yas grubuna ait olgun erkek bireylerden alinmistir. Baliklar, Antalya
Beymelek Akdeniz Su Uriinleri Arastirma Uretim ve Egitim Enstitiisii (AKSAM)
yetistiricilik {initesinde 10 m® hacime sahip silindirik fiberglas tanklarda 18 °C’de deniz
suyu sirkiilasyonu altinda tutulmus ve giinde iki defa doyuncaya kadar ticari anag
yemleriyle beslenmiglerdir. Karacigerden vitellojen sentezi, 7 giinliik araliklarla 0, 7 ve
14’ncti giinlerde kilogram agirlik basmma 5 mg dozunda gerceklestirilen {i¢ ayri
intraperitoneal 17B-E; (Sigma-Aldrich Corp., St. Louis) enjeksiyonu ile tetiklenmistir.
Kullanim oncesinde E,, 5 mg ml' oraninda propilen glikol soliisyonu iginde
cozdiiriilmiis, 20 pm goéz acgikligina sahip poliviniliden diflorid (Polyvinylidene
diflouride; PVDF) filtreden gegirildikten sonra +4 °C’de saklanmistir. Baliklar her
enjeksiyon ve drnekleme dncesi 15 mg L™ karanfil yagi kullanilarak uyusturulmustur.
Enjeksiyonlar sirasinda i¢ organlarin hasar gormesini Onlemek amaciyla karin
bosluguna dogru aciyla girilmesine 6zen gosterilmistir. Son E, enjeksiyonundan bir
hafta sonra baliklar karaciger doku drneklemesi icin disekte edilmis alinan doku ince
parcalara ayrilmis ve RNA’nin RNaz enzimlerince indirgenmesini 6nlemek amaciyla
dogrudan Ambion® RNAlater (Life Technologies Corp., Carlsbad, CA) igerisinde (1 g
doku 5 ml' RNAlater) -20 °C’de saklanmustir. Bu 6rnekler; 1) PCR iiriinlerinin
dogrudan sekanslanmasi yoluyla Vtg dizilerinin eldesi icin ¢cDNA sentezinde RNA
kaynag olarak (Bkz. 3.4. Levrekte U¢ Farkl: Vitellojen Formunu Kodlayan cDNA Tam
Dizilerinin Ortaya Konmasi), 2) erkeklerde karacigerden Vtg sentezinin E, ile
tetiklenmesinin gergeklesip ger¢eklesmediginin kiitle spektrometrisi analizi ile kontrolii
amaciyla karaciger ekstrakti olarak (Bkz. 3.2. Karacigerde Vitellojen Sentezinin
Estradiol ile Tetiklenmesinin Kiitle Spektrometre Analizi ile Kontrolii) kullanilmistir.

Ayrica negatif kontrol olarak kullanilmak tizere 178-E; ile uyarilmamis bir erkek bireye
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ait karaciger doku 6rnegi daha 0’nci1 giinde alinmis diger doku 6rnekleriyle ayni sekilde

muamele edilmis ve ayni sartlarda saklanmistir.

Ispanya’da Torre la Sal Su Uriinleri Enstitiisii (Instituto de Acuicultura de Torre
la Sal; TATS (CSIC), Castellon, Spain) yetistiricilik iinitesinde iiretilen disi levrek
bireyler cinsi olgunluga eristikleri birinci iireme sezonu postvitellojenik (PV) ve
ovulasyon (OV) gonadal gelisim asamalarinda kan, karaciger ve ovaryum temini i¢in F.
PRAT ve A. IBANEZ tarafindan orneklenmistir. Bu arastiricilar gonad gelisim
asamalarini Mayer ve diiierleri (1988)’e gore belirlemislerdir. Orneklenen plazma ve
doku oOrnekleri tarafimiza kuru buz igerisinde iletilmis sodyum dodesil siilfat
poliakrilamid jel elektroforezi (Sodium Dodecyl Sulphate Polyacrylamid Gel
Electrophoresis; SDS-PAGE), Western blot (Bkz. 3.5. Levrek Vitellojen ve Yumurta
Sarist Protein Uriinlerinin Kan Plazmasinda ve Ovaryumda SDS-PAGE ve Western
Blot Yontemleri ile Saptanmasi) ve kiitle spektrometrisi (Bkz. 3.6. Levrek Vitellojen ve
Yumurta Sarisi Protein Uriinlerinin Postvitellojenik Disi Karaciger, Plazma ve
Ovaryumundaki Miktarlarmin Kiitle Spektrometre Analizi ile Saptanmast) analizlerinde
kullanilana kadar -70 °C’de saklanmustir. Soz konusu doku orneklerinin yanisira
IATS dan ayrica F. PRAT ve A. IBANEZ tarafindan drneklenen bu disilere ait estradiol
seviyeleri ve ovaryum histolojik kesit resimleri gibi bazi veriler de bu calismada
kullanilmak iizere laboratuvarimiza iletilmistir. Bu arastiricilarin bildirdigine gore
estradiol seviyeleri Rocha ve digerleri (2009)’nin belirttigi lizere geleneksel enzim
immiinolojik yontemi (Enzyme Immunoassay; EIA) kullanilarak olciilmiis, ovaryum
histolojik kesit resimleri elde edilmek iizere dokular 6nce % 4 formaldehit:% 1
gluteraldehit (McDowell ve Trump 1976) igerisinde fikse edilmis, metakrilat polimer
rezin igerisine gomiilmiis ve 3 pum’luk kalinliklarda kesilerek Bennett ve digerleri

(1976) tarafindan belirtildigi iizere boyanmustir.

Yine IATS (CSIC) yetistiricilik iinitesi stoklarindan sekiz yetiskin erkek birey,
kontrol gruplarini olusturmak iizere F. PRAT ve A. IBANEZ tarafindan érneklenmistir.
Bunlardan, pozitif kontrol grubu olarak ilk dort erkek levrege her iki giine bir zeytin
yag igerisinde ¢ozdiiriilmiis E; (1.5 mg kg dozunda), negatif kontrol grubu olarak

diger dort erkek levrege sadece 800 ul zeytin yagi enjeksiyonlar: uygulanmigtir. Son
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enjeksiyondan iki glin sonra bu baliklardan alinan plazma ve karaciger Ornekleri
tarafimiza kuru buz igerisinde iletilmis Western blot analizlerinde kontrol gruplari
olarak kullanilana kadar -70 °C’de saklanmustir (Bkz. 3.5. Levrek Vitellojen ve Yumurta
Sarist Protein Uriinlerinin Kan Plazmasinda ve Ovaryumda SDS-PAGE ve Western
Blot Yontemleri ile Saptanmasi). Estradiol iceren zeytin yag1 enjekte edilmis erkeklere
ait karaciger ornekleri, levrek Vtg’lerinin molekiiler klonlanmasinda cDNA iiretiminde
RNA kaynag1 olarak kullanilmak tizere RNAlater igerisinde muhafaza edilmistir (Bkz.
3.4. Levrekte U¢ Farkl Vitellojen Formunu Kodlayan cDNA Tam Dizilerinin Ortaya
Konmast). Bu c¢alismada kullanilan baliklar, cinsiyetleri ve orijini, bu orneklerin
kullanildiklar1 deneysel prosediirler ve bu deneylerin gergeklestirildigi laboratuvarlar

Cizelge 3.1’de 6zetlenmistir.

32



Cizelge 3.1. Bu ¢aligmada farkli deneysel prosediirlerde kullanilmis 6rnekler.

DENEYSEL

PROSEDUR CINSIYET KAYNAK LAB EKIP

Karacigerde
Vitellojen Sentezinin
Estradiol ile
Tetiklenmesinin Kiitle
Spektrometre Analizi
ile Kontrolii

(0)'4
’CVS lab

AKSAM/

5 6 1
Erkek (C,E)  AKSAM' 5 "0 o oy

Levrekte Ug Farkli
Vitellojen Formunu
Kodlayan cDNA Tam
Dizilerinin Ortaya
Konmas1 (Dogrudan
sekanslama)

Erkek (E) AKSAM  SBAUM oY

Levrekte Ug Farkli

Vitellojen Formunu

Kodlayan cDNA Tam  Erkek (E) IATS® IATS/NCSU
Dizilerinin Ortaya

Konmasi (Klonlama)

10FP lab
CVS lab

Levrek Vitellojen ve

Yumurta Saris1

Protein Uriinlerinin

Kan Plazmasinda ve Erkek (C, E)
Ovaryumda SDS- Disi (PV’, OV®)
PAGE ve Western

Blot Yontemleri ile

Saptanmasti

IATS NCSU 004

Levrek Vitellojen ve

Yumurta Saris1

Protein Uriinlerinin

Postvitellojenik Disi NCSU

Karaciger, Plazmave  Disi (PV) IATS oy
Ovaryumundaki

Miktarlarinin Kiitle

Spektrometre Analizi

ile Saptanmast1

'AKSAM (Akdeniz Su Uriinleri Arastirma Uretme ve Egitim Enstitiisii, Antalya)

2SBAUM (Akdeniz Universitesi Saglik Bilimleri Arasgtirma ve Uygulama Merkezi, Antalya)

*IATS (Torre la Sal Su Uriinleri Enstitiisii, Castellén de la Plana, Ispanya)

‘NCSU (North Carolina State Universitesi, Raleigh, A.B.D.)

3C (Negatif kontrol); °E (Pozitif kontrol); PV (Postvitellojenik ovaryum); *OV (Ovulasyona ugramis ovaryum)
°CVS lab (C.V. SULLIVAN ve B.J. READING)

'9FP lab (F. PRAT ve A. IBANEZ)

10Y (0.YILMAZ)

33



3.2. Karacigerde Vitellojen Sentezinin Estradiol ile Tetiklenmesinin Kiitle

Spektrometre Analizi ile Kontrolii

Bu c¢alismanin PCR f{iriinlerinin dogrudan sekanslanmasi asamasinda cDNA
iiretiminde RNA kaynagini olusturan karaciger dokulari, vitellojen iiretimini tetiklemek
amaciyla, AKSAM yetistiricilik {initelerinde E, ile uyarilmis erkek bireylerden elde
edilmigtir (Cizelge 3.1A, Sekil 3.1A). Karacigerde istenilen uyarmnin gergeklesip
gerceklesmedigini anlayabilmek i¢in doku ekstraktlar1 % 7°lik sodyum dodesil siilfat
poliakrilamid jel -elektroforezi (Sodium Dodecyl Sulphate Polyacrylamid Gel
Electrophoresis; SDS-PAGE) iizerinde ayristirilmistir. Dokulardan protein izolasyonu,
ReadyPrep Protein Extraction Kit (Bio-Rad)’in {iretici firma tarafindan Onerilen
protokole gore kullanilmasi ile gergeklestirilmistir. Kontrol ve E; uygulanmig bireylere
ait karaciger ekstraktlarinin protein konstantrasyonlart Bradford yontemi (Bradford
1976) ile lgiildiikten sonra ornekler (12-20 pg protein ml™) p-merkaptoetanol (-
mercaptoethanol; BME, 50 pl ml™) i¢eren Laemmli tampon ile 1:1 (v/v) oraninda
karistirilmis kaynar suda 5 dk bekletildikten sonra her kuyucuga 50 pg protein gelecek
sekilde jele yliklenmistir. Yiikleme jeli (Stacking gel) laboratuvar sartlarinda, % 4 Acr,
0.5 M Tris-HCI buffer (pH: 6.8) icerisinde % 0.1 SDS, % 0.1 APS ve % 0.1 TEMED
karistirilarak hazirlanmistir. Ayirici jel (Resolving gel) ise 1.5 M Tris-HCI buffer (pH:
8.8) icerisinde % 7 akrilamid (Acrylamide; Acr, Sigma-Aldrich) % 0.1 SDS (Sigma-
Aldrich), % 0.1 amonyum persiilfat (Ammonium Persulphate; APS, Sigma-Aldrich) ve
% 0.1 tetrametiletilendiamin (Tetramethylethylenediamine; TEMED, Sigma-Aldrich)
karistirilarak hazirlanmistir. Elektroforez, 0.01 M Tris-glisin tampon ¢dzelti (Laemmli
1970) igerisinde yiikleme jeli icin 80 V, ayirici jel igin ise 120 V’ta 2 saat boyunca
yiriitiilmiistiir. Bu siire sonunda jel metanol:asetik asit:distile su (2:1:7 v/v) soliisyonu
icerisinde Comassie parlak mavi (Comassie Brilliant Blue R-250; CBB, Amhersham
Biotech) ile gece boyunca boyanmis ertesi giin metanol:asetik asit:distile su (5:1:4 v/v)
yikama soliisyonu ile her 20 dk’da soliisyon degistirmek suretiyle temiz bir goriintii

elde edilene kadar yikanmistir (Sekil 3.1A).

SBAUM’nde gerceklestirilen bu islemler sonucunda, protein bantlarinin

molekiiler biiytikliikleri, Precision Plus Protein All Blue Standarts (Bio-Rad) standart
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protein karisimi referans alinarak gorsel olarak tespit edilmistir. Vitellojenlere karsilik
geldigi tahmin edilen ~180 kDa biiyiikliigiinde bir protein bandi jelden kesilerek
ardisik kiitle spektrometre (Liquid Chromatography Electrospray lonization Tandem
Mass Spectrometry; LC-ESI/MS/MS) analizi i¢gin NCSU Genomik Bilimler
Laboratuvart (NCSU Genomic Sciences Laboratory; NCSU GSL, Raleigh, NC)’na
gonderilmistir. Burada, sivi kromatografi ayristirmasi, elektropiiskiirtme iyonizasyonu
ve LC-ESI/MS/MS sonucunda elde edilen peptid spektra taramalarinda ¢izgili levrek
vitellojenleri (GenBank StbvtgAa; HQ846509.1, StbvtgAb; HQ846510.1, StbvtgC;
HQ846511.1. V.N. WILLIAMS, B.J. READING, N. HIRAMATSU ve C.V.
SULLIVAN, yaymlanmamis)’ni de igeren bir protein veri taban1 kullanilmistir (Sekil
3.1B).
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Elektrospray Kiitle spektrometrisi

E, enjeksiyonu , iyonizasyon

.~ d

;

1

Tripsin

Bant kesimi kesimi

Karaciger protein
ekstrakti

/ =
SDS-PAGE t

E, ile uyarnimig
~180 kDa’luk bant

Peptid fragmentlerin
birincil dizileri

I

Elde edilen peptid
dizilerinin
cizgili levrek (Stb)
Vitg dizileri veri
tabaninda taranmasi

250 kDa
150 kDa

100 kD:
75 kDa

50 kDa

37 kDa

AKSAM (OY)

SBAUM (OY) NCSU, GSL (CVS lab)

Sekil 3.1. Karacigerde vitellojen sentezinin estradiol ile tetiklenmesinin kiitle
spektrometre analizi ile kontrolii. A. Baliklarin estradiol ile uyarilmas: ve karaciger
orneklemesi. B. Jelden kesilen protein bandinin tripsin kesimi ve kiitle spektrometre
analizi. AKSAM: Akdeniz Su Uriinleri Arastirma Uretme ve Egitim Enstitiisii,
SBAUM: Akdeniz Universitesi Saglik Bilimleri Arastirma ve Uygulama Merkezi,
NCSU: North Carolina State Universitesi, CVS lab: C.V. SULLIVAN ve B.J.
READING, OY: O. YILMAZ.

36




3.3. Paralog Terminoloji

Bu c¢alismada acantomorph teleostlara ait vitellojenlerin (VtgAa, VtgAb, ve
VtgC) adlandirilmasinda kullanilan terminoloji, Finn ve Kristoffersen (2007)
tarafindan Onerilen ve tiim genom duplikasyonu (WGD) ile soya ozgli gen
duplikasyonuna dayanan yeni bir smiflandirmaya gore yapilmistir. Bu yeni
simiflandirmaya gore literatiirde ortak bir dil kullaniminm1 kolaylagtirmak agisindan her

ti¢ vitellojen i¢in 6nceden kullanilmis “gen (ptrotein)” seklinde verilen vegl(I) veya vga

(Vtgl(I) veya VtgA) adlandirmalari, yeni siniflandirmaya gore vigda (VtgAa) olarak

ve vtg2(1l) veya vgb (Vtg2(Il) veya VgB) adlandirmalart da yeni siniflandirmada vigAb
(VtgAb) olarak diizeltilmistir (Finn 2007). Fosvitinsiz vtg tipi ise biitlin teleostlar
arasinda R2 WGD (Finn ve Kristoffersen 2007) iiriinii olarak vzgC (VtgC) seklinde

adlandirilmigtir. Diger tiirler {lizerine yapilan ©nceki calismalardan elde edilen
bulgularla yapilan karsilagtirmalarda kullanilan vitellojen dizilerinin gen ve protein

isimleri, ilgili yayinda yazar tarafindan kullanildiklar1 sekilde belirtilmistir.

3.4. Levrekte U¢ Farkh Vitellojen Formunu Kodlayan ¢cDNA Tam Dizilerinin

Ortaya Konmasi

Ug farkli levrek (Sbs) vitellojenine (SbsVtgAa, SbsVtgAb, ve SbsVtgC) ait
cDNA tam dizileri Sekil 3.3’te belirtilen iki ayr stratejinin (PCR iirlinlerinin dogrudan
sekanslanmas1 ve klonlama ile elde edilen {iriinlerin sekanslanmasi) kombinasyonu ile
elde edilmistir. Calismanin her asamasinda kullanilan PCR ve 5°/3° RACE PCR
primerleri (kit primerleri hari¢), niikleotid dizileri, levrek vtg tam niikleotid dizileri
iizerindeki pozisyonlari, protein dizileri iizerinde karsilik geldikleri YP alt birimleri,
kullanim amaglar1 (dogrudan sekanslama (D) veya klonlama (C) ve beklenen {iriin

biiytikliigii (bg) Cizelge 3.2°de belirtilmistir.

3.4.1. PCR iiriinlerinin dogrudan sekanslanmasi

Calismamizin bu boliimiinde Sawaguchi ve digerleri (2006) ile Reading ve

digerleri (2009) tarafindan tasarlanmis dejenere veya konsensiis primerlerin yani sira,
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cizgili levrek vg cDNA dizilerinin ortaya konmasinda kullanilmak {izere kefal (Amano
vd 2007a), mercan (Sawaguchi vd 2006) ve beyaz levrek (Reading vd 2009) vigAa,
vigAb ve vtgC niikleotid dizilerinin karsilastirmasina dayanarak C.V. SULLIVAN
laboratuvarinda tasarlanmis (V.N. WILLIAMS, B.J. READING, N. HIRAMATSU ve
C.V. SULLIVAN, yayinlanmamig) primerler kullanilmistir. Bu primerler tarafindan
tasarlandiklar1 yazar isimlerinin ilk harfleriyle (SS, VNW, BJR) adlandirilmis olup,
sahip olduklar1 niikleotid dizileri ve bu calismadan elde edilen levrek vig cDNA tam
dizileri tlizerindeki pozisyonlar1 Cizelge 3.2.’de verilmistir. Bundan sonraki asamada
yine ¢izgili levrek icin tasarlanmis v¢g genine ve tiire 6zgii primerler kullanilmis,
bunlar SB (striped bass) harfleriyle adlandirilmistir. S6z konusu primerlerin isimleri,
niikleotid dizileri ve levrek vig cDNA dizileri iizerindeki pozisyonlar1 Cizelge 3.2.de
goriildiigli gibidir. Levrek vtzg cDNA dizilerine ait 5° ve 3’ uglarmin ortaya
konmasinda, cDNA ugclarmin hizli amplifikasyonu PCR (Rapid Amplification of
cDNA Ends PCR; RACE PCR) kullanilmistir. Burada, yine ¢izgili levrek igin
tasarlanmig vzg genine ve tiire 6zgii dejenere ‘outer’ (3° RACE A [O], 5° RACE A [O],
3’ RACE B [O], 5> RACE B [0O], 3’ RACE C [O], 5> RACE C [O]) ve sgene 6zgii
‘inner’ primerler (3> RACE A [I], 5 RACE A [I], 3’ RACE B [I], 5> RACE B [1], 3’
RACE C [1]), 5 RACE C [1]), 5°/3° RACE Kit (Roche Diagnostics Corp., Indianapolis,
IN) primerleriyle eslestirilerek kullanilmig, elde edilen PCR {iriinii amplikonlar yine
dogrudan sekanslamaya tabi tutulmustur. Dogrudan sekanslama stratejisinin en son
asamasinda ise yukarida sozii edilen uygulamalardan elde edilen levrek vig
cDNA’larna ait kismi dizilere dayanarak tasarlanan, cDNA dizisine ve tiire 6zgii bir
primer seti (VIGA DL1 [F], VTGA DL1 [R], VTGA DL2 [F], VTGA DL2 [R],
VTGA DL3 [3’RACE], VIGB DL1 [F], VTGB DL1 [R], VTGB DL2 [F], VTGB DL2
[R], VTGC DL1 [F], VTGC DLI1 [R]) kullanilmistir (Cizelge 3.2).

Bu asamada kalip olarak kullanilmak iizere E, ile uyarilmis erkek levrek
karaciger doku 6rnekleri kullanilmistir. Bu bireylerde estradiol ile vitellojen sentezinin
tetiklenmesi islemi AKSAM yetistiricililk iinitelerinde, diger deneysel islemler ve
analizler ise SBAUM’nde O. YILMAZ tarafindan gerceklestirilmistir (Sekil 3.2A).
Buna gore, 6rneklenen karaciger dokularindan total RNA izolasyonu, RNeasy Mini Kit

(Qiagen) ve cDNA sentezi ise Transcriptor High Fidelity cDNA Synthesis Kit (Roche
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Applied Science, Madison, WI) kullanilarak gerceklestirilmistir. Polimeraz zincir
reaksiyonlarinin MgCl, konsantrasyonlar1 optimize edildikten sonra 20 pl hacime sahip
her bir reaksiyon 1.75 mM MgCl,, 0.2 mM dNTPs (her biri 10 mM), 1 mM primer,
0.05 u enzim karisimi (Expand High Fidelity PCR System (Roche Applied Science)),
ve ~10 ng cDNA igerecek sekilde hazirlanmistir. PCR protokolii;

[k denatiirasyon 94°C 2 dk

2 ) o S
2] Denatiirasyon 94°C 30 sn o
=9 Eslesme 48°C  30sn o
o | Uzama 68 °C 1 dk .
on

Final uzama 72 °C 15 dk

seklinde uygulanmis eslesme sicakliklart her bir primer setinin ayrilma sicakliklari
(Melting Temperature; Tm)’na ve uzama sicakliklart ise her bir {irliin amplikonun
beklenen biiyiikliigiine (bg) gore ayarlanmistir. Her bir vtg cDNA dizisine ait 5° ve 3’
uclarmin eldesinde 5°/3° RACE Kit (Roche Applied Science) ve kalip olarak ayni
kaynaktan karaciger cDNA’s1 kullanilmis, PCR reaksiyonlari iiretici firmanin tavsiye
ettigi protokolde belirtildigi gibi hazirlanmistir. Elde edilen PCR ve RACE PCR
driinlerinin 5 pl’si % 1 agaroz jel elektoforezinde yiiriitiilmiis beklenen biiyiikliige
sahip bantlar jelden kesilerek High Pure PCR Product Purification Kit (Roche Applied
Science) kullanilarak saflastirildiktan sonra Macrogen (Macrogen, Seul, Kore)’e dizi

analizi i¢in gonderilmistir (Sekil 3.2A).
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A DOGRUDAN SEKANSLAMA
SBAUM (OY)

AcACONO00TO

cDNA pargalarinin
birlestirilmesi ile Vtg
tam dizilerinin eldesi

v

Ornek temini: AKSAM I

, n -1

Vektore Bakteri
AGE aktarma Transformasyonu Sekanslama

E, enjeksiyonu - Saflastirma

KLONLAMA

| Ornek temini: IATS | IATS (FP lab)

NCSU (OY)

=

Sekil 3.2. Levrek vitellojen ¢cDNA tam dizilerinin ortaya konmasinda kullanilan
yontemler. A. PCR friinlerinin dogrudan sekanslanmast B. PCR firiinlerinin
klonlanmas1 ve sekanslanmasi. AKSAM: Akdeniz Su Uriinleri Arastirma Uretme ve
Egitim Enstitiisii, SBAUM: Akdeniz Universitesi Saghk Bilimleri Arastirma ve
Uygulama Merkezi, IATS: Torre la Sal Su Uriinleri Enstitiisii, NCSU: North Carolina
State Universitesi, FP lab: F. PRAT ve A. IBANEZ, OY: O. YILMAZ.
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3.4.2. PCRiiriinlerinin klonlanmasi ve sekanslanmasi

Levrek Vtg cDNA dizilerinin ortaya konmasinda uyguladigimiz diger bir
yontem de PCR iirlinlerinin klonlanarak sekanslanmasi olmustur. Bu uygulamanin
birinci bolimii, IATS’nde FP laboratuvarinda F. PRAT ve A. IBANEZ
(yaymmlanmamig) tarafindan diger tilirlere ait vigda ve vigdb dizilerinin
karsilastirilmasiyla belirlenmis olan korunmus bolgelerden tasarlanan FP A1l [F], FP
Al [R], FP BI [F] ve FP B1 [R] primerleri kullanilmistir. Bu arastiricilarin bildirdigine
gore so6z konusu primerler tasarlanirken VtgAa igin; F. heteroclitus vtgl (U07055),
Rivulus marmoratus vtg (AY279214), O. latipes vtgl (AB064320), Sillago japonica
vtg (AB081299), M. aeglefinus vigA (AF284034), Achantogobius flavimanus vg-530
(AB088473) ve VtgAb ig¢in; F. heteroclitus vtg2 (U70826), O. latipes vtg2
(AB074891), O. aureus vtgl (AF017250), M. aeglefinus vigB (AF284034), ve de O.
mykiss vtgl (X92804) karsilastirmalar1 gergeklestirilmistir. Bu asamada RNA
izolasyonu, cDNA sentezi, Vtg cDNA pargalarinin ‘touchdown’ PCR yoluyla
cogaltilmast ve Ibafiez ve digerleri (2008)’nin belirttigi sekilde klonlanmas1 F. PRAT
ve A. IBANEZ tarafindan gerceklestirilmis, pozitif klonlarin sekanslanmasi ile elde
edilen kismi vigda ve vigAb dizileri tarafimiza gonderilmistir (Sekil 3.2B).

Klonlama uygulamasinin ikinci asamasinda, dogrudan sekanslama yoluyla ve
klonlamanin birinci asamasindan elde edilen kismi dizilere dayanarak tarafimizdan
tasarlanmig ve ‘sea bass’ kisaltmasi olan ‘Sbs’ ile adlandirilmis olan D. labrax’a 6zgii
primerler kullanilmistir. Burada RNA kaynagi olarak, Cizelge 3.1°de gorildiigii gibi
IATS’nden temin edilmis F. PRAT ve A IBANEZ tarafindan E, ile uyarilmis erkek
bireylere ait karaciger dokular1 kullanilmistir. Bu dokulardan total RNA izolasyonu,
cDNA iretimi, PCR, agaroz jel -elektroforezi, vektore klonlama, bakteri
transformasyonu, ve pozitif klonlardan DNA izolasyonu islemleri O. YILMAZ
tarafindan NCSU laboratuvarlarinda gerceklestirilmistir (Sekil 3.2B). Burada, total
RNA izolasyonunda Trizol Reagent (Invitrogen™ Life Technologies Corp., Carlsbad,
CA), tretici firmanin 6nerdigi protokole gore kullanilmistir. Total RNA’dan ¢cDNA
sentezi, Superscript First Strand Synthesis System (Invitrogen™) yardimiyla yine

iretici firmanin onerdigi protokol uygulanarak gerceklestirilmistir. Levrek vig cDNA
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dizileri ve bunlara ait ait 5’ ile 3’ uglar1, yukarida szl edilen gene 6zgii primerler

kullanilarak ¢ogaltilmigtir.

Polimeraz zincir reaksiyonlari, Platinum PCR SuperMix (Invitrogen™) ve
dretici firmanmn Onerdigi protokol kullanilarak gergeklestirilmis ve karaciger
dokularindan elde edilen cDNA bu reaksiyonlarda kalip olarak kullanilmigtir. Levrek
vtg cDNA dizilerine ait 5° ve 3° cDNA uglarinin ¢ogaltilmasinda 5°- ve 3’-RACE PCR
reaksiyonlar;, Choice® RLM-RACE Kit (Ambion®™) yardimyla diretici firmanin
onerdigi protokole gore hazirlanmistir. Yukarida sozii edilen trizol ile izole edilmis
hepatik RNA, RACE PCR reaksiyonlarinda kalip olarak kullanilacak olan cDNA’nin
sentezlenmesinde baglangi¢ materyali olarak kullanilmistir. Elde edilen amplikonlar ve
DNA biiyiikliiklerini belirlemek igin kullamlan standart (Sigma Aldrich), Iug pl”
etidyum bromiir (EtBr) iceren % 1.2’lik agaroz jel elektroforezinde 120 V’ta 45 dk
yiiriitiilmiis ve sonrasinda jel UV transilluminator altinda gériintiilenmistir. istenilen
biiylikliiklere sahip vtg amplikonlari, jelden kesilerek GeneClean II kit (BIO 101
Systems, Vista Ca) yardimiyla izole edilmis ve TA Cloning® Kit Dual Promoter with
One Shot™ competent Top 10F’ cells (Invitrogen™) kullanilarak pCR™II vektor’e
yerlestirildikten sonra E. coli bakteri transformasyonunda kullanilmistir. Yaklasik 4-6
arasinda pozitif transformant bakteri kolonisi kiiltiire alinmis, plazmid DNA Qiagen
Miniprep DNA Purification System (Qiagen Inc., Valencia, CA) araciligtyla izole
edilmis ve sekanslanmak iizere University of Chicago Cancer Research Cancer DNA

Sequencing Facility (Chicago, IL)’ya gonderilmistir (Sekil 3.2B).

Dogrudan sekanslama ve klonlama uygulamalarindan parcalar halinde elde
edilen PCR ve RACE PCR iiriinii cDNA dizileri birlestirilerek biitiin hale getirilirken,
her bir vzg’ye ait kismi cDNA pargalarinin (Sekil 3.3) ortiisen kisimlari, MacVector™
(Oxford Molecular Ltd., Cambridge, UK) ClustalW (v1.83) algoritmast (Thompson vd
1994) ve karsilagtirmali analizler kullanilarak belirlenmistir. Her bir vig’ye ait tam
cDNA dizileri birlestirilmeden 6nce, PCR iirlinlerinin dogrudan sekanslanmasiyla elde
edilen kismi diziler (Sekil 3.3) her iki ucgta da bulunan giivenilmez kisimlardan,
klonlanan PCR amplikonlarinin sekanslanmasiyla elde edilmis kismi diziler (Sekil 3.3)

ise vektor dizilerinden arindirilmigtir. Bu kismi dizileri tasiyan her bir parganin,
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giivenilmez diziler ve vektor dizilerinden armdirilmis haliyle, vig cDNA tam dizileri
(5’ ve 3> UTR bdolgeleri dahil) lizerindeki pozisyonlari, biiyiikliikleri (bg) ve protein
dizileri lizerinde karsilik geldikleri YP alt birimleri Cizelge 3.3.’te verilmistir. Sonug
olarak, bu ¢alismadan elde edilen vtg tam cDNA dizileri giincel yayinlarda gecen
akraba tiirlere ait diziler, ve/veya National Center for Biotechnology Information
(NCBI)’da Basic Local Alignment Search Tool (BLAST) network servisi (Altschul vd
1990)’nde yer alan vtg gen dizileriyle MacVector™ Clustal W algoritmasi kullanilarak
karsilastirilmistir (Thompson vd 1994).

Birlestirilmis vtg tam cDNA dizilerinin karakteristik ve fonksiyonel
ozelliklerinin ortaya konmasinda asagida adi gecen biyoinformatik yazilimlar ve
internet lizerinden erisilebilen algoritmalar kullanilmistir. Buna gore,

1) Protein dizilerinin amino asit kompozisyonlarinin belirlenmesinde;
Expasy ProtParam Tool (http://web.expasy.org/cgi-bin/protparam/protparam),

2) Sinyal peptid ve potansiyel ayrisma bdlgelerinin tahmininde;
Emboss Explorer Pestfind ve Sigcleave algoritmalari
(http://emboss.bioinformatics.nl/),

3) Niikleotid dizilerine ait poliadenilasyon signal bolgeleri tahmininde;
PolyApred Algorithm (http://www.imtech.res.in/raghava/polyapred/),

4) O- ve N- glikolizasyon bolgeleri tahmininde;
NetOGlyc 3.1 Server (http://www.cbs.dtu.dk/services/NetOGlyc/) ve
NetNGlyc 1.0 Server (http://www.cbs.dtu.dk/services/NetNGlyc/),

5) Fosforilasyon bdlgeleri tahmininde;
NetPhos 2.0 Server (http://www.cbs.dtu.dk/services/NetPhos/),

6) Peptid dizilerine ait tahmini molekiiler agirliklarin hesaplanmasinda;
EnCor Biotechnology Inc. Prot-MW
(http://www.encorbio.com/protocols/Prot-MW.htm)

sunucularindan faydalanilmistir. Levrek Vtg dizilerinin diger teleostlara ait diziler ile
aralarindaki homoloji analizleri, peptid dizileri iizerinde ayni amino asitlerin taginmasi
birebir 6zdesligi, ayn1 kimyasal 6zelliklere sahip amino asitleri bulundurma durumu ise

benzerligi ifade edecek sekilde gergeklestirilmistir.
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Cizelge 3.2. Bu c¢alismada kullanilan primer isimleri ve niikleotid dizileri. Primer
isimleri ‘Primer Adi’, bunlarin niikleotid dizileri ‘Primer Dizisi’, her bir primerin
levrek vtg’leri i¢in elde edilen tam cDNA dizileri (5 ve 3° UTR dahil) {izerindeki
pozisyonlart bunlara ait baslangic ve bitis niikleotidleri ile ‘Primer Pozisyonu’
kolonlarinda verilmistir. Bu primerlerin kismen kodladigi Vtg YP alt birimleri ‘Vtg Alt
Birimi’, kullanildiklar1 uygulama da ‘Amac’ kolonunda verilmistir.

Primer Ad1 Primer Dizisi (5’ - 3°) Primer Vtg Alt Amag
Pozisyonu  Birimi

Vtg Aa Primerleri

5'RACE A [O] GCCTTG TCG TCT TCA GTG ATG G 539-518 LvHAa D

5'RACE A [I] CTG CCA AGG CTG AAG TCA GT 319-300 LvHAa

SS A [F] AGC TYG TRG GAA CCT GAG CTC 230-249 LvHAa D

SS A [R] TAT GCC ACC CCK ATGTCY TT 617-598 LvHAa

VNW Al [F] CWG ARG CCA TYA AGC WGS TTG AG 1247-1269  LvHAa D

VNW Al [R] TTG TGG CAG CAT CAT TGA TGT AG 1987-1965  LvHAa

VNW A5 [F) GAC CARTYT TGA YGA AGC TDA AG 3212-3234  LvH/PvAa D

VNW AS [R] CTT GGA CCA ACA AGA CCA GT 3851-3832  LvLAa

VNW A6 [F] TTG TCT TGC TAY CAR RTT CTG 4246-4266  B’cAa D

VNW A6 [R] CRG CWK GCA GAA YCC AGG AAT 4693-4673 CtAa

SB A7 [F] CCATCA CTG AAGACGACAAAGC 518-539 LvHAa D

SB A7 [R] GGG GTT TCC ACT ATT TTG CTG TTG 1304-1281 LvHAa

SB A8 [F] TGC TGC TGC CAG TGC TTT CTA C 1947-1968  LvHAa D

SB A8 [R] AGA TGA GGA GGA TGA GGT GCT ATT C  3282-3258  PvAa

SB A9 [F] ACA ACA CCA TAA TCA CAG CCG AG 3809-3831 LvLAa D

SB A9 [R] CAC AGA GAT ACC CTC ACC ATT TGG 4494-4471 B’cAa

3'RACE A [O] GTG AGG GTA TCT CTG TGT 4478-4495  B’cAa D

3'RACE A [I] GTG GAC TGG ATG AAG GGA CAG A 4558-4579  B’cAa

VTGA DL1 [F] AGC TCA GGC TTT GAT TGC ATC CA 1203-1225 LvHAa D

VTGA DLI [R] TCA GAA GAG CCT CTT GGA GTC CT 2095-2073 LvHAa

VTGA DL2 [F] TCT TGC AGA CCA TCT CAA GGG AG 2822-2844  LvHAa D

VTGA DL2 [R] GAA TCA AGC CAG CCA GCATGG A 3961-3940  LvLAa

VTGA DL3 [3’RACE] CAA CGG ACG CTT GAC CAA GAA CG 4635-4657  CtAa D

FP Al [F] GYW CHR AKG AGC TNA AATTCA T 4278-4298  B’cAa C

FP Al [R] CCA RGA DWG RGC RWA GCT GA 4680-4661 CtAa

Sbs A 5’RACE [O] TGT CAA AAG GAT GCG TTC AGC C 558-537 LvHAa C

Sbs A 5’RACE [I] TCT TGA TGT TGA GCT GAA GGA 454-434 LvHAa

Sbs A 11 [F] TCC TTC AGC TCA ACA TCA AGA 434-454 LvHAa C

Sbs A I [R] TTT GCT GTT GAT TGC CAG AG 1290-1271 LvHAa

Sbs A III [F] TCA AAA TCC TGA GCC CAA AG 1856-1875  LvHAa C

Sbs A III [R] CCA GACTTT CAATGG CTT CC 3127-3108  LvHAa

Sbs A 1V [F] AGC TCA AGT TCC TCC TCC AGA 3406-3426  PvAa C

Sbs A IV [R] CCCTTCATC CAGTCC ACA AC 4574-4555  B’cAa

Sbs A 3’RACE [O] GAT ATT GAC CTG TAC CCG AAG 4360-4380  B’cAa C

Sbs A 3’RACE [I] GTT GTG GAC TGG ATG AAG GG 4555-4574  B’cAa

R=A veya G,N=A veya C veya G veya T, Y=C veya T, S=C veya G, W=A veya T, K=G veya T, M=C veya A
[F]: Forward, [R]: Reverse, [O]: Outer, [I]: Inner
D: PCR iiriinlerinin dogrudan sekanslanmasi
C: PCR iiriinlerinin klonlanmasi ve sekanslanmasi
LvH: Agir zincirli lipovitellin
Pv: Fosvitin
LvL: Hafif zincirli lipovitellin
[’c: f’-component
Ct: Ct-component
Devami Arkada
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Cizelge 3.2°nin Devami

Primer Ad1 Primer Dizisi (5’ - 3°) Primer Vtg Alt Amag
Pozisyonu  Birimi

VtgAb Primerleri

5'RACE B [O] TCT CCT GGC AGT GGT TCA TG 587-568 LvHAD D
5'RACE B [I] AGG CTC TTG CAG CTC GTA GA 484-465 LvHAb

SS B [F] GTT TGA GTA TGC CAA CGG TGT 340-360 LvHAD D
SS B[R] GTA CGA GTG GCC TCT AAG AT 732-713 LvHAb

VNW B2 [F] TAT GCT GAT GTT CTT GAG 20362053  LvHAD D
VNW B2 [R] GRA CTC TGG CTC TTR ACA KCA 26362616  LvHAD

VNW B4 [F) AGA ACR TVC TSA TGA AAC TYA AG 3225-3247  LvH/PvAb D
VNW B4 [R] TCT TKA SCC ACA ARA CCR GT 3945-3926  LvLAb

VNW BS [F] CAY TGT GCT ACC AGG TYT TG 4349-4369  B’cAb D
VNW BS [R] TTC CAG GCA GMA CCC AGG ART 4799-4779  CtAb

SB B7 [F] CAT GAA CCA CTG CCA GGA GA 568-587 LvHAD D
SB B7 [R] GCC TCG TGG ATT TTT AGA AGG G 2106-2085  LvHAD

SB B8 [F] ATA CTG CTC TCA TCC AGG CTT CCC 2592-2615  LvHAD D
SB B8 [R] TCA GAC CAG GAA CCA GGA TTT TC 3269-3247  PvAb

SB B9 [F] TGA GGG CAA ACA ATA CGA GACACTG  3889-3913  LvLAb D
SB B9 [R] TAT GGC AGG TTG CTG ATG GG 4545-4526  B’cAb

3'RACE B [O] ATC GCT CTT TAT GCT CCC AGC C 4592-4613  B’cAb D
3'RACE B [I] GGA TGA GAG GAC AGA CTT GTG GAC 4671-4694  B’cAb

VTGB DLI [F] TGA GGA GCT CAT TGT CGC TCT C 1438-1459  LvHAb D
VTGB DLI [R] TAG CCC TCC ACT CGG AAA GAG C 2174-2153  LvHAD

VTGB DL2 [F] AGG GCT GCC ATT TCT CCA AGT G 2537-2558  LvHAD D
VTGB DL2 [R] GGA GAT GCT TGA ACG GGA GCT G 3352-3331  PvAb

FP B [F] CCY GRT CTS ARG AAC RSC AC 3260-3279  PvAb C
FP BI [R] GGY TCR ACD GAG WAG CAT TT 4905-4886  CtAb

Sbs B 5’RACE [0] TGA TGA CAT AAT GGG TCT TGC ACA CA  521-496 LvHAD C
Sbs B5S’RACE[I] CAG CTG GTG CAA ACA CTC TG 386-367 LvHAb

Sbs B 1I [F] AGG GGA ATC CTC AAC ATC TTC 416-436 LvHAD C
Sbs B II [R] CTC TAG CAA CAG CCT GGA CA 1430-1411  LvHAbD

Sbs B 11 [F] TGT CCA GGC TGT TGC TAG AG 1411-1430  LvHAb C
Sbs B I1I [R] AGC TGC AAG GTC TTC CAC 2788-2771  LvHAD

Sbs B 1V [F] GCC TTT ATC AGA GAC TCC 3041-3058  LvHAb C
Sbs B IV [R] GGC ATC TCG TTC TTG AA 4347-4331  B’cAb

Sbs B 3’'RACE [0] GCT GAA GAG GGA CCA AAC AC 4408-4427  B’cAb C
Sbs B3’RACE[I] AGA AAT CCC CAT CAG CAA CC 4519-4538  B’cAb

R=A veya G,N=A veya C veya G veya T, Y=C veya T, S=C veya G, W=A veya T, K=G veya T, M=C veya A
[F]: Forward, [R]: Reverse, [O]: Outer, [I]: Inner

D: PCR iiriinlerinin dogrudan sekanslanmasi

C: PCR iiriinlerinin klonlanmasi ve sekanslanmasi

LvH: Agir zincirli lipovitellin

Pv: Fosvitin

LvL: Hafif zincirli lipovitellin

[’c: f’-component

Ct: Ct-component

Devami Arkada
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Cizelge 3.2°nin Devami

Primer Ad1 Primer Dizisi (5’ - 3°) Primer Vtg Alt
Pozisyonu  Birimi
VtgC primerleri
5' RACE C [O] CTG ACATCC ACAACCTGA GTG A 573-552 LvHC
5' RACE C [I] GTG TCA GAA ATC TCA GCA GAG GCA 399-376 LvHC
BJR C1 [F] GGT RAA YTW TGG RCK KGG SAW RCC AA 127-152 LvHC
BJR C1 [R] CWG GRT YAT CYARKT TCT GCAKCA T 935-911 LvHC
BJR C2 [F] TCC AAG CYA CMW CCS TSG GKC TCC C 2391-2415 LvHC
BJR C2 [R] GCK TCC TTG GAM AKM CTY CYC A 3162-3141 LvHC
BJR C3 [F] CAR CACTTC AGT SCY TTC AA 740-759 LvHC
BJR C3 [R] TAC ACC AGA GAG CCR TAG GWA AG 1347-1325 LvHC
VNW CS5 [F] ATC CAC TTK GMG GTT AATG 3074-3092 LvH/3'UTRC
VNW C5 [R] CTT TAC AGG TTATTT CCA A 4000-3982 LvLC
SB C6 [F] AGCTGG TTG AGA TGG CTA A 1248-1266 LvHC
VNW C6 [R] TCM TCR TTA AAC CAG TCC ATG C 1932-1911 LvHC
SB C7 [F] CCC CTA AGT TTG GTC CTGTCA G 1866-1887 LvHC
SB C7 [R] GCA AGA TGT TCA GTC AGT GGT GGA 2505-2482 LvHC
3' RACE C [O] CGG GCATTG CTTTCCTTCTC 3615-3634 LvLC
3' RACE C [I] CAT CAG TTG TTG CCG CCT CA 3681-3700 LvLC
VTGC DL1 [F] GGA ATG GCT ACA GCT GTG CTC G 605-626 LvHC
VTGC DLI [R] TGG AGT ACT GGA TCT GGC AAA GC 1816-1794 LvHC
Sbs C 5’RACE [O] AGC TGT AGC CAT TCC CCT 619-602 LvHC
Sbs C S’RACE[I] TCA GCA GAA GCA TGG ATG TC 387-368 LvHC
Sbs C II [F] AGT CTG AGG AAT GGA AAT GAG 1418-1438 LvHC
Sbs C II [R] TTT GGC ATT GAC AGT GAT CC 2470-2451 LvHC
Sbs C 111 [F] CAC TGT CAA TGC CAA AGC 2455-2472 LvHC
Sbs C I1I [R] GGA AGA CTG TAT ACT CTG GG 3749-3730 LvLC
Sbs C 3’RACE [O] AAC AGC ACA TCT GCC TGG TT 3508-3527 LvLC
Sbs C 3’RACE [I] GCT TTC CTT CTC GGT TTC 3623-3640 LvLC

R=A veya G,N=A veya C veya G veya T, Y=C veya T, S=C veya G, W=A veya T, K=G veya T, M=C veya A

[F]: Forward, [R]: Reverse, [O]: Outer, [I]: Inner
D: PCR iiriinlerinin dogrudan sekanslanmasi

C: PCR iiriinlerinin klonlanmasi ve sekanslanmasi
LvH: Agir zincirli lipovitellin

Pv: Fosvitin

LvL: Hafif zincirli lipovitellin

[’c: f’-component
Ct: Ct-component
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l LvH IPvi LvL | Bc Ct |

| SSA | VNW A1 VNW A5 VNW A6
(230-617) (1247-1987) (3212-3851) (4246-4693)
(1-539) SB A7 \ SB A8 | SB A9
(518-1304) (1947-3282) (3809-4494)
(1-537) (1203-2095) (2822-3961) (4478-5071)
| Sbs All
(434-1290) (1856-3127) (3406-4574)

(4278-4680)

(4360-5071) :
VtgAa )

L LvH [Pvi LvL | B’c j Ct |
VNW B2 VNW B4 VNW B5
(340-732) (2036-2636) (3225-3945) (4349-4799)
< B || SB B7 | SB B8 SB B9
(1-465) (568-2106) (2592-3269) (3889-4545)
(SbsB] [[sesei | INTTEE [ B )
(1-367) (416-1430) (1438-2174) (2537-3352) (4592-5190
Sbs BIII | | Sbs BIV |
(1411-2788) (3041-4347)
| FP B1 |
(3260-4905)
VtgAb
I LvH | LvL |
BJR C1 VNW C5
(127-935) (3074-4000)
BJR C3 BJR C2
(1-376) (740-1347) (2391-3162) (3615-4198
SB/VNW C6

(1248-1932)

(605-1816) (1866-2505) (3623-4198
| sbsCl | | Sbs C i |
(1-368) (1418-2470) (2455-3749) C—>3’RACE PCR
<{—5’ RACE PCR
VtgC 3 PCR

Sekil 3.3. Levrek vitellojenlerine ait tam ¢cDNA dizilerinin elde edilmesinde kullanilan
strateji. Beyaz dolgulu bloklar (SS, VNW, BJR) dejenere ve/veya konsensiis, agik gri
dolgulu bloklar (SB) ¢izgili levrek i¢in gene 6zgii, siyah dolgulu bloklar (VTG DL)
levrek i¢in gene Ozgli primerler kullanilarak ¢ogaltilmis ve dogrudan sekanslanmig
kismi vtg cDNA parcgalarini ifade etmektedir. Koyu gri dolgulu bloklardan ‘Sbs’ levrek
icin tasarlanmis gene Ozgii primerler, ‘FP’ ise dejenere primerler kullanilarak
cogaltilmis ve klonlandiktan sonra sekanslanmis dizi parcalarini ifade etmektedir.
Bloklar altinda parantez igerisinde verilmis numaralar, bu pargalarin tam cDNA dizileri
tizerindeki yerlerini gostermektedir. Her bir panel tizerindeki Vtg YP alt birimini temsil
eden ayraclar ve kismi cDNA parcalarini gésteren bloklar dlgege gore ¢izilmemistir.



Cizelge 3.3. Cizelge 3.2.de verilen primerler kullanilarak elde edilen cDNA
iriinlerinin biiytikliikleri ve v#g tam niikelotid dizileri iizerindeki pozisyonlari. Primer
isimleri ‘Primer Adr’, vtg tam niikleotid dizileri {izerindeki pozisyonlari ‘Primer
Pozisyonu’, bu primerlerin kismen kodladig1 Vtg YP alt birimi ‘Tahmini Uriin Vtg Alt
Birimi’ ve ¢ogaltilmasi beklenen c¢DNA pargasinmn biiyiikliigii ‘Tahmini Uriin
Biiyiikliigi’ kolonlarinda verilmistir. Elde edilen iirlin cDNA parcalarinin vtg tam
niikleotid dizileri iizerindeki pozisyonlar1 ‘Esas Uriin Pozisyonu’, karsilik geldikleri
Vtg YP alt birimleri ‘Esas Uriin Vtg Alt Birimi’, {iriin par¢a biiyiikliigii ‘Esas Uriin
Biiytikliigii’ kolonlarinda verilmistir.

Primer Ad1 Primer Tahmini Tahmini Esas Uriin  Esas Uriin Esas Uriin
Pozisyonu Uriin Vtg  Uriin Pozisyonu Vtg Biiyiikliigii

Alt Birimi  Biiyiikliigii Alt Birimi’ (be)
] (bs)

VtgAa Primerleri ve Amplifikasyon Uriinleri

5'RACE A [O] 539-518 LvHAa 539 5-381 LvHAa-5’UTR 377

S'RACE A [1] 319-300 LvHAa 319 5-319 LvHAa-5’UTR 315

SS A [F] 230-249 LvHAa 388 280-598 LvHAa 319

SS A [R] 617-598 LvHAa

VNW Al [F] 1247-1269 LvHAa 741 1291-1968 LvHAa 678

VNW Al [R] 1987-1965 LvHAa

VNW AS5 [F] 3212-3234 LvH/PvAa 640 3260-3836 PvAa-LvHAa 577

VNW AS [R] 3851-3832 LvLAa

VNW A6 [F] 4246-4266 B’cAa 448 4298-4680 B’cAa-CtAa 383

VNW A6 [R] 4693-4673 CtAa

SB A7 [F] 518-539 LvHAa 787 599-1290 LvHAa 692

SB A7 [R] 1304-1281 LvHAa

SB A8 [F] 1947-1968 LvHAa 1336 2030-2928 LvHAa 899

SB A8 [R] 3282-3258 PvAa

SB A9 [F] 3809-3831 LvLAa 686 3853-4477 LvLAa-B’cAa 625

SB A9 [R] 4494-4471 B’cAa

3'RACE A [O] 4478-4495 B’cAa 594 4524-5071  B’cAa- 548

3'RACE A [I] 4558-4579  B’cAa 514 4558-5071  3’UTRAa 514

VTGA DL1 [F] 1203-1225 LvHAa 893 1236-2043 LvHAa 808

VTGA DL1 [R] 2095-2073 LvHAa

VTGA DL2 [F] 2822-2844 LvHAa 1140 2875-3910 LvHAa-LvLAa 1036

VTGA DL2 [R] 3961-3940 LvLAa

VTGA DL3 (3’RACE)  4635-4657 CtAa 437 4723-5071  CtAa-3’UTR 349

FP Al [F] 4278-4298 B’cAa 403 4299-4660 B’cAa-CtAa 362

FP Al [R] 4680-4661 CtAa

Sbs A 5’ RACE [O] 558-537 LvHAa 558 - F s e

Sbs A 5’ RACE [1] 454-434 LvHAa 454 1-454 5’UTR-LvHAa 454

Sbs A 11 [F] 434-454 LvHAa 857 434-1290 LvHAa-LvHAa 857

Sbs AII [R] 1290-1271 LvHAa

Sbs A 111 [F] 1856-1875 LvHAa 1272 1856-3127 LvHAa-LvHAa 1272

Sbs A III [R] 3127-3108 LvHAa

Sbs A IV [F] 3406-3426 PvAa 1169 3406-4574 PvAa-f’cAa 1169

Sbs AIV [R] 4574-4555 B’cAa

Sbs A 3’RACE [O] 4360-4380 B’cAa 712 mmmeen e e

Sbs A 3’RACE [I] 4555-4574  B’cAa 517 4555-5071 B’cAa-3’UTR 517

(*): Klonlanan 5° ve 3’ RACE iiriinlerinden sadece ‘inner’ [I] primerlerle cogaltilmis olanlar sekanslanmigtir.
[F]: Forward, [R]: Reverse, [O]: Outer, [I]: Inner

LvH: Agir zincirli lipovitellin

Pv: Fosvitin

LvL: Hafif zincirli lipovitellin

[’c: f’-component

Ct: Ct-component

UTR: kodlanmamis bolge

Devami Arkada
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Cizelge 3.3.’lin Devami

Primer Ad1 Primer Tahmini Tahmini Esas Uriin  Esas Uriin Esas Uriin
Pozisyonu  Uriin Vtg  Uriin Pozisyonu  Vtg Biiyiikliigii
Alt Birimi  Biiyiikliigii Alt Birimi’ (be)
) (be)

VtgAb Primerleri ve Amplifikasyon Uriinleri

5'RACE B [O] 587-568 LvHADb 587 4-543 5’UTR-LvHAb 540

5'RACE B [I] 484-465 LvHADb 484 4-483 5’UTR-LvHAb 480

SS B [F] 340-360 LvHADb 393 351-692 LvHAb 342

SS B[R] 732-713 LvHADb

VNW B2 [F] 2036-2053 LvHADb 601 2086-2617 LvHAb 532

VNW B2 [R] 2636-2616 LvHADb

VNW B4 [F] 3225-3247 LvH/PvAb 721 3314-3933 LvHAb-PvAb 620

VNW B4 [R] 3945-3926 LvLADb

VNW BS5 [F] 4349-4369 B’cAb 451 4401-4785 3’cAb-CtAb 385

VNW B5 [R] 4799-4779 CtAb

SB B7 [F] 568-587 LvHADb 1539 610-1547 LvHAb 938

SB B7 [R] 2106-2085 LvHADb

SB B8 [F] 2592-2615 LvHADb 678 2629-3256 LvHAb-PvAb 628

SB B8 [R] 3269-3247 PvAb

SB B9 [F] 3889-3913 LvLADb 657 4264-4540 LvLAb-B’cAb 277

SB B9 [R] 4545-4526 B’cAb

3'RACE B [O) 4592-4613 B’cAb 599 4633-5190 B’cAb-3’UTR 558

3'RACE B[] 4671-4694 B’cAb 520 4671-5190 B3’cAb-3’UTR 520

VTGB DLI1 [F] 1438-1459 LvHADb 737 1456-2116 LvHADb 661

VTGB DL1 [R] 2174-2153 LvHADb

VTGB DL2 [F] 2537-2558 LvHADb 816 2619-3260 LvHAb-PvAb 642

VTGB DL2 [R] 3352-3331 PvAb

FP B1 [F] 3260-3279 PvAb 1646 3280-4885 PvAb-CtAb 1605

FP B1 [R] 4905-4886 CtAb

Sbs B 5’RACE [0O] 521-496 LvHADb 521 mmemeee -—

Sbs B 5’°RACE [I] 386-367 LvHADb 386 1-386 5’UTR-LvHAb 386

Sbs B II [F] 416-436 LvHADb 1015 416-1430 LvHADb 1015

Sbs B1I [R] 1430-1411 LvHADb

Sbs B III [F] 1411-1430 LvHADb 1378 1411-2788 LvHADb 1378

Sbs B III [R] 2788-2771 LvHADb

Sbs B 1V [F] 3041-3058 LvHADb 1307 3041-4347 LvHAb-B’cAb 1307

Sbs B1V [R] 4347-4331 B’cAb

Sbs B 3’RACE [O] 4408-4427 3’cAb 783 ——--

Sbs B 3’RACE [I] 4519-4538 B’cAb 672 4519-5190 B3’cAb-3’UTR 672

(*): Klonlanan 5° ve 3’ RACE iiriinlerinden sadece ‘inner’ [I] primerlerle cogaltilmis olanlar sekanslanmigtir.
[F]: Forward, [R]: Reverse, [O]: Outer, [I]: Inner

LvH: Agir zincirli lipovitellin

Pv: Fosvitin

LvL: Hafif zincirli lipovitellin

[’c: f’-component

Ct: Ct-component

UTR: kodlanmamis bolge

Devami Arkada
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Cizelge 3.3.’lin Devami

Primer Ad1 Primer Tahmini Tahmini Esas Uriin  Esas Uriin Esas Uriin
Pozisyonu  Uriin Vtg  Uriin Pozisyonu  Vtg Biiyiikliigii
Alt Birimi  Biiyiikliigii Alt Birimi’ (be)
_ (bs)
VtgC Primerleri ve Amplifikasyon Uriinleri
5'RACE C [O] 573-552 LvHC 573 7-453 5’UTR-LvHC 447
5'RACE C[I] 399-376 LvHC 399 7-399 5S’UTR-LvHC 393
BJR C1 [F] 127-152 LvHC 809 164-923 LvHC 760
BJR C1 [R] 935-911 LvHC
BJR C2 [F] 2391-2415 LvHC 772 2431-3144 LvHC 714
BJR C2 [R] 3162-3141 LvHC
BJR C3 [F] 740-759 LvHC 608 775-1326 LvHC 552
BJR C3 [R] 1347-1325 LvHC
VNW C5 [F] 3074-3092 LvHC 927 3113-3977  LvHC-3'UTR 865
VNW C5 [R] 4000-3982 3'UTR
SB C6 [F] 1248-1266 LvHC 685 1284-1916 LvHC 633
VNW C6 [R] 1932-1911 LvHC
SB C7 [F] 1866-1887 LvHC 640 1903-2491  LvHC 589
SB C7 [R] 2505-2482 LvHC
3'RACE C [O] 3615-3634 LvLC 584 3667-4198  LvLC-3’UTR 532
3'RACE C[I] 3681-3700 LvLC 518 3681-4198  LvLC-3’UTR 518
VTGC DL1 [F] 605-626 LvHC 1212 696-1727 LvHC 1032
VTGCDLI1 [R] 1816-1794 LvHC
Sbs C 5’RACE [O] 619-602 LvHC 619  eem e e
Sbs C 5’RACE [I] 387-368 LvHC 387 1-387 5’UTR- LvHC 387
Sbs C II [F] 1418-1438 LvHC 1053 1418-2470  LvHC 1053
Sbs CII [R] 2470-2451 LvHC
Sbs C 111 [F] 2455-2472  LvHC 1295 2455-3749  LvHC-LVLC 1295
Sbs C III [R] 3749-3730 LvLC
Sbs C 3’RACE [O] 3508-3527 LvLC 691 -
Sbs C 3’RACE [I] 3623-3640 LvLC 576 3623-4198  LvLC-3’UTR 576

(*): Klonlanan 5’ ve 3’ RACE iiriinlerinden sadece ‘inner’ [I] primerlerle cogaltilmis olanlar sekanslanmigtir.

[F]: Forward, [R]: Reverse, [O]: Outer, [I]: Inner

LvH: Agir zincirli lipovitellin
Pv: Fosvitin

LvL: Hafif zincirli lipovitellin
[’c: f’-component

Ct: Ct-component

UTR: kodlanmamis bolge
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3.5. Levrek Vitellojen ve Yumurta Sarisi Protein Uriinlerinin Kan Plazmasinda

ve Ovaryumda SDS-PAGE ve Western Blot Yontemleri ile Saptanmasi

IATS nde F. PRAT ve A. IBANEZ tarafindan 6rneklenmis olan dért olgun disi
levrekten PV ve OV asamalarinda alinmis ovaryum ve plazma ornekleri (Cizelge 3.1),
NCSU laboratuvarlarinda O. YILMAZ tarafindan esit agirlik ve hacimlerde (ovaryum
icin 75 pg plazma icin 50 pl) olacak sekilde ortak tiiplerde toplanmis ve deiyonize su
icerisinde (1:3 v/v) homojenize edilmistir. Doku homojenizasyonu Polytron PT10/35
(Brinkmann Instruments, Inc., Westbury, NY) kullanilarak gerceklestirilmis,
homojenatlar SDS-PAGE igin iist stvi alinmak iizere 10 dk boyunca ~10.000 x rpm ve
+4 °C’de santrifiijlenmistir. Ust sivi protein konsantrasyonlari, NanoDrop™
spektrofotometre (Fisher Scientific) ile Olcililmiis, Ornekler jele yiiklenmeden oOnce
deiyonize su ile 4 pg pl’ye seyreltilmis ve 1:1 v/v oraninda Laemmli 6rnek tampon
¢ozeltisi (50 pl ml' BME ile karistirilmis) igerisinde 5 dk boyunca kaynatilmistir.
Yaklasik 20-30 pg protein, hazir halde satin alinmis % 4’liik yiikleme jeline sahip % 4-
15°lik gradient jel (Tris HCl Ready Gel®; Bio-Rad)’e yiiklenmis 150 V’ta 45 dk
boyunca Tris-glisin tampon ¢ozelti (Laemmli 1970) igerisinde ayristirilmigtir. Jele
ayrica protein bantlar1 biiylikliiklerinin belirlenmesinde referans olarak kullanilmak
iizere Prestained SDS-PAGE Standards Broad Range (Bio-Rad) standart protein
karigimi yiiklenmistir (Sekil 3.4). Elektroforez sonunda jel, amaca gore ya protein
bantlarinin dogrudan goriintiilenebilmesi amaciyla CBB ile boyanmis veya 06zgiin
proteinlerin saptanmasi amaciyla Western blot analizine hazirlanmistir. Boyamada, jel
once 3:5:2 (v/v) oraninda metanol:asetik asit:distile su karigimi icerisine % 0.1 oraninda
karistirilmis olan CBB (PhastGel BuleR, Sigma-Aldrich) soliisyonunda bekletilmis,
3:1:6 (v/v) oraninda metanol:asetik asit:distile su karigiminda yikanmis ve

goriintiilenmistir.

Western blot analizi i¢in ise jel, Towbin ve digerleri (1979)’nin belirttigi gibi
yari-kuru yontemle Bio-Rad Trans-Blot® SD (Bio-Rad) elektroforetik transfer iinitesi
kullanilarak PVDF membrana aktarilmistir (Sekil 3.4). Elektroblotlama 6ncesi jel ve
PVDF membran, transfer tampon ¢ozeltisi (0.025 M Tris-Base, 0.195 M glisin ve % 20

metanol, pH 8.3) igerisinde iyice 1slatilmistir. Protein transferi 15 V’ta 30 dk boyunca
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stirdiiriilmiis bunun sonrasinda membran 2 saat boyunca 6zgiil olmayan reaksiyonlar1 en
az diizeyde tutmak amaciyla tween iceren fosfat tamponlu tuz ¢ozeltisi (Phosphate
Buffered Saline Tween 20; PBST [0.15 M NaCl igeren 0.01 M PBS ve % 5 Tween 20])
icerisinde % 3 albumin (Bovine Serum Albumin; BSA, Sigma-Aldrich) soliisyonu

igerisinde bloklanmustir (Sekil 3.4).

Sekil 3.4°te goriildiigii gibi, sonraki asamada membranlar kefalden elde edilmis
(Amano vd 2008a) sirasiyla 1:4000, 1:8223 ve 1:5000 oranlarinda kullanilmis kefal
anti-LvAa, anti-LvAb ve anti-LvC primer antikor soliisyonlar1 igerisinde gece boyunca
bekletilmistir. Antikorlar, % 0.2 Tween 20 karistirilmis PBST igerisinde % 3 BSA
sollisyonu ile seyreltilmistir. Membranlar daha sonra, 30 dk boyunca PBST ile
yikanmis, % 3 BSA PBST soliisyonunda 1:5000 oraninda seyreltilmis olan sekonder
antikor icerisinde (EIA Grade Affinity Purified Goat Anti-Rabbit IgG (H+L)-HRP
Conjugate, Bio-Rad) 1 saat boyunca inkiibe edilmistir. Membranlar 30 dk boyunca
PBST soliisyonunda yikandiktan sonra Avidin-Biotin Kompleks (Vectastain ABC Kit
Rabbit IgG, Vector Laboratories) igerisinde 1 saat boyunca bekletilmis bunun ardindan,
DAB Peroxidase Substrate Kit (Vector Laboratories) iiretici firma tarafindan tavsiye
edildigi lizere kullanilarak goriintiilenmek iizere boyanmistir. Jel ve blotlar iizerindeki
bantlarin molekiiler biiytikliikleri kullanilan protein standartlar1 referans alinarak
GeneGenius” Scanner (Syngene USA, Frederick, MD) densitometre ve GeneTools

Software (Syngene USA, Frederick, MD) kullanilarak hesaplanmuistir.
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Igun
Olgun 2 PVDF Western blot
- membran -
ﬁ' 2‘ K Levrege 6zgii
g-n-ll / } Vig, Lv formlan

ve Lv lriinleri

Ovaryum ekstraktlar
ve kan plazmasi

BSA |Ie bloklama

Kefal LvAa, LvAb
veya LvC antikorlari
ile inkiibasyon
(1° antlkor)

20 antikor ile |nkubasyon ve boyama

Belirleyici protein
(referans)
K_H

Sekil 3.4. Levrek vitellojen ve yumurta sarist protein liriinlerinin kan plazmasinda ve
ovaryumda SDS PAGE ve Western blot yontemleri ile saptanmasi.
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3.6. Levrek Vitellojen ve Yumurta Sarisi Protein Uriinlerinin Postvitellojenik Disi
Karaciger, Plazma ve Ovaryumundaki Miktarlarinin Kiitle Spektrometre Analizi

ile Saptanmasi

Kaynaklar1 Cizelge 3.1°de belirtilmis olan, IATS’nde F. PRAT ve A. IBANEZ
tarafindan Orneklenmis dort ayri postvitellojenik disiye ait 150-250 mg agirlifinda
ovaryum ve karaciger doku ornekleri, 1:3 (v/v) oraninda deiyonize su igerisinde
homojenize edilmistir. Ayn1 disilerden alinan 250 pl plazma Ornekleri ise 1:1 (v/v)
oraninda deiyonize su ile seyreltilmistir. Doku homojenizasyonu ve orneklerin kiitle
spektrometrisi analizine hazirlanmasi islemleri NCSU laboratuvarlarinda O. YILMAZ
tarafindan gergeklestirilmistir. Burada, homojenize dokular ~10.000 x g hizda +4 °C’de
10 dk boyunca santrifiij edilmis, iist sivi yeni tiiplere aktarildiktan sonra protein
konsantrasyonlart NanoDrop™ Spektrofotometre (Thermo Scientific) kullanilarak
Slgiilmiistir. Homojenatlar 0.5 pg ul’e seyreltildikten sonra 10 pl érnek, 15.5 pl
amonyum bikarbonat (50 mM) ve 1.5 pl ditiotreitol (100 mM) igerisinde 95 °C’de 5 dk
bekletilmistir. Ornekler oda sicakliginda 20 dk boyunca bekletildikten sonra,
denatiirasyonu tamamlamak amactyla 3 pl iyodoasetik asit ve tripsin kesimi igin 1 pl
(0.1 pug ul™ oraninda) tripsin (Sigma Aldrich) eklendikten sonra 37 °C’de 3 saat boyunca
inkiibe edilmis ve son olarak enzimatik reaksiyonu tamamlamak {izere 1 pl daha tripsin
eklenerek gece boyunca 37 °C’de bekletilmistir. Bu siire sonunda, her bir 6rnege tripsin
aktivitesini durdurmak amaciyla 1.5 pl formik asit eklenmis ve 6rnekler ~10.000 x rpm
hizda oda sicakliginda 5 dk boyunca santrifiij edilmis, iist sivilar yeni tiiplere
aktarildiktan sonra SpeedVac® Vacuum Concentrator (Thermo Scientific) yardimiyla
kurutulmustur (Sekil 3.5). Her bir 6rnekten 5 pg protein nano sivi kromatografi ardigik
kiitle spektrometri (nano Liquid Chromatography Tandem Mass Spectrometry; nanoLC-
MS/MS) analizi i¢in NCSU GSL’na gonderilmistir. Burada, her dort baliga ait
karaciger, ovaryum ve plazma Orneklerinin tger adet nanoLC-MS/MS tekrari
gerceklestirilmis, veri taramalar1 levrek VtgAa (Sbs VtgAa; GenBank AFA26669.1),
VtgAb (SbsVtgAb; GenBank AFA26670.1) ve VtgC (SbsVtgC; GenBank
AFA26671.1) dizilerinin de dahil edildigi Gasterosteus aculeatus protein veri tabani
(ENSEMBL) kullanilarak gerceklestirilmistir (Sekil 3.5).
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Genomik Bilimler Laboratuvari’ndan gelen raporlara gore, her bir LC/MS/MS
analizinde tespit edilen peptidlerin spektra sayilarina dair verilerin normalizasyonunda
isaretlenmemis MS veri Ol¢limlerine uygun ProteolQ programi (NuSep, Bogart, GA)
kullanilmistir. ProteolQ ayrica, NCSU laboratuvarlarinda O. YILMAZ tarafindan,
saptanan ortak peptidlerin gruplar halinde smiflandirilmasinda (Zhang vd 2010) ve
tanimlanan her bir proteine ait spektra sayilarin her bir tekrardan elde edilen toplam
spektra sayilaria ve protein biiylikliiklerine (Normalized Spectral Abundance Factors;
NSAF) gore normalizasyonunda (Zybailov vd 2006, 2007) kullanilmigtir. Daha sonra,
dort disiye ait biyolojik 6rneklerin (karaciger, plazma ve ovaryum) ii¢ teknik tekrarinin
her birinin normalize spektra sayilart (N-SC), PoroteolQ’dan alinarak veri setinde yer
alan sifir degerlerini agiklayabilmek i¢in (LoglO[y+1], y=N-SC) transformasyonuna
tabi tutulmustur. Her bir biyolojik Ornege ait tekrarlarin (her doku tipi icin N=4)
ortalama transforme N-SC degerleri, two-way ANOVA (IBM SPSS Statistics version
19, Armonk, NY) ile analiz edilmis, F degerlerine gére Vtg formlarinin karaciger,
plazma ve ovaryumdaki degerleri arasindaki istatistiki farkliliklarinin ortaya konmasi
amactyla one-way ANOVA ve Tukey’s HSD post-hoc (p<0.05) analizi
gerceklestirilmistir. Istatistiksel analiz sonrasinda bu veriler ters Log;y ([N-SC]+1)

transformasyonuna tabi tutulmus ve grafige dokiilmiistiir (Sekil 3.5).
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Sekil 3.5. Levrek vitellojen ve yumurta saris1 protein iriinlerinin postvitellojenik disi
karaciger, plazma ve ovaryumundaki miktarlarinin kiitle spektrometre analizi ile
saptanmasi.
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4. BULGULAR ve TARTISMA

Bu caligmada levrekte ¢oklu veg sistemi tanimlanmig, bunlarin Vtg {riinlerinin
kandaki varlig1 tespit edilmis ve bunlarin her birinin oosit ile yumurta icerisindeki YP
depolarina katkilar1 {iizerine detayli bilgi edinilmistir. Bulgular, levregin diger
acantomorph teleostlar i¢in Finn ve Kristoffersen 2007 tarafindan bildirilen evrimsel
gelisim semast ve Onerilen Vtg siniflandirmasina uygun, en az ii¢ ayr1 vig cDNA dizisi
ve bunlarin iirlinii olan, {i¢ farkli Vtg protein (SbsVtgAa, SbsVtgAb ve SbsVtgC)’ine

sahip oldugunu ortaya koymustur.

4.1. Karacigerde Vitellojen Sentezinin Estradiol ile Tetiklenmesinin Kiitle

Spektrometre Analizi ile Kontrolii

17B-E, ile uyarilmis erkek levrek karaciger ekstraktlari (Tablo 3.1) SDS-PAGE
tizerinde ayristirildi@inda, yaklagik 180 kDa (Sekil 4.1A) biiyiikliigiinde bir protein
bandi tespit edilmistir. Jelden kesilen bu bant, tripsin kesimine ve bunun sonrasinda LC-
ESI/MS/MS analizine tabi tutulmustur. Elde edilen spektranin, GenBank’tan temin
edilen c¢izgili levrek StbVtgAa ve StbVigAb (sirasiyla GenBank: HQ846509 ve
HQ846510) dizilerini iceren veri tabaninda taranmasiyla, 50 adet Ozgiin triptik Vtg
peptidi tespit edilmistir. Bu peptidler, calismamiz ilerledikce elde edilen SbsVtgAa ve
SbsVtgAb dizileriyle ya tam bir 6zdeslik ile veya tek bir korunmug amino asit farkiyla
milkemmel bir benzerlik gostermistir (Sekil 4.1B). Belirlenen 50 peptitten 18’inin
SbsVtgAa LvH, LvL, B’c ve Ct alt birimlerine, 32’sinin SbsVtgAb LvH ve LvL alt
birimlerine ait oldugu gézlenmistir. Estradiol ile uyarilmis karaciger dokusunda tespit
edilen SbsVtgAa’ya ait triptik peptidler (Sekil 4.1B) Sekil 4.2 ve Sekil 4.3’te, Vtg tam
peptid dizileri iizerinde italik karakterlerle gosterilmistir. Bunlarin arasinda B’c alt
birimine karsilik gelen peptitlerden biri, aslinda Ct bdlgesine ait olsa da levrekte bu
bolgenin QEY motifinden ayrigmasi heniiz deneysel olarak dogrulanmamistir. CtAa
bolgesinin, YP alt birimi olarak tanimlanmasi korunmus QEY motifi lizerinde yer alan
tahmini enzimatik ayrisma bolgesine dayanarak yapilmistir (Reading vd 2009, Finn
2007a). Spektra taramalarinda StbVtgC’ye ait istatistiki anlamda ©nemli miktarda
herhangi bir peptide rastlanmamistir (GenBank: HQ846511).
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SDS-PAGE
A.

MCCIIIIM

250 kDa
150 kDa ~180 kDa bant
100 kDa |_|
75 kDa .
Kiitle
50 kDa Spektrometrisi
37 kDa
B.
YP
Alt | Spektra Peptid Dizisi Start-Stop
Birimi (N)
LvHAa 17 YEALLLGGLPEEGLAK 34-49
LVEPELFEYSGIWPK 72-86
TQNVYELQEAGAQGVCK 147-163
TLYAITEDDKAER 164-176
DDKAERILLTKTRDLNHCQEK 171-191
QEKIIKDLGLAYTEKCAKCQQ 189-209
HCVELAVCPAELIRPIQDLLAEAVAK 446-471
AAACNIA 606-612
TSAYLAGAAADVLEVGVR 666-683
SLPSSTPLASVYVK 719-732
PSSTPLASVYVK 721-732
ALIDQAIALATGPSVQTVGR 746-76 5
LvLAa 6 FLGNEVAPTFAIIVR 1186-1200
GYQLAVYLDRPTTR 1210-1223
TLDLIWK 1336-1342
GLTPFDGLADK 1366-137 6
ﬁ'cAa 2 VNGMEIPINNLPYQHPTAK 1462-1480
CtAa 1 NAVSYAHSWVLPAESCR 1546-1562
LvHADb 46 LVDPEIFEYSGIWPK 72-86
PEIFEYSGIWPK 75-86
LTSALAAQLLTPIKFEYTNGVVGR 95-118
TQNVYELQEPGAQGVCK 147-163
GSLQYEFGSELLQTPIQLLR 283-302
ISNAEAQIVEVLNHLVTFNAAK 303-324
SNAEAQIVEVLNHLVTFNAAK 304-324
EAQIVEVLNHLVTFNAAK 307-324
YESIEALWTQFK 345-356
FLAAELTIAEAAQALLASVH 385-404
FLAAELTIAEAAQALLASVHMVTADLEAIK 385-414
EIVMLGYGTLVAK 433-445
GEIEELVIALK 472-482
LLPGFGSAAAGLPLR 499-513
PGFGSAAAGLPLR 501-513
VHIDAVLALR 514-523
NLQVASFVYSYMK 580-592
NTAPDFASVAAACNVAVK 597-614
TYLAGAYADVLELGVR 668-683
ENAERITKMRQVMKALSEWRA 699-719
ANPLSQPLASVYVK 719-732
PLSQPLASVYVK 721-732
PLASVYVK 725-732
FFGQEIAFANIDK 733-745
VLDALLSGFAVHYAK 767-781
IATALVDTFAVAR 905-917
DTFAVAR 911-917
IELEIQVGE K 1040-104 9
LvLAb 5 YLANAITPAVTILIR 1216-1232
VQGYQIAAYFDR 1240-1251
GYQIAAYFDR 1242-1251
PVSLPFGDTAAELEAYQSNWADK 1389-1411

Sekil 4.1. Karacigerde vitellojen sentezinin estradiol ile tetiklenmesinin kiitle
spektrometre analizi ile kontrolii. A. Erkek levrek karaciger protein ekstraktlarinin
SDS-PAGE iizerinde ayristirilmasi. M: Standart, C: Kontrol, I: E; ile uyarilmis erkek
levrek karaciger ekstrakti. B. SDS-PAGE jelden kesilen ~180 kDa’luk bandin LC-
ESI/MS/MS analizi sonucu tespit edilen levrek Vtg peptid dizileri. Peptid amino asit
dizileri ‘Dizi’, karsilik geldikleri YP alt birimi “YP alt birimi’, tespit edilen peptid i¢in
toplam giivenilir spektra sayist ‘Spektra’ ve her bir peptidin SbsVtg dizisi tizerindeki
pozisyonlar1 ‘Start-Stop’ kolonlarinda verilmistir.
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4.2. Levrek Vitellojenleri cDNA Niikleotid Dizileri ve Poliadenilasyon Kodonlar:

4.2.1. Niikleotid dizileri

Calismamizin bu boliimiinde, uygun primer setleri kullanilarak gerceklestirilen
PCR ve klonlamaya dayali sekanslama stratejileri ile levrege ait li¢ farkli vzg tam
niikleotid (Shsvtgda, GenBank: JQ283441; ShsvtgAb, GenBank: JQ283442; ShsvtgC,
GenBank: JQ341410) ve amino asit dizileri (SbsVtgAa: GenBank AFA26669.1;
SbsVtgAb: GenBank AFA26670.1; SbsVtgC: GenBank AFA26671.1) elde edilmistir.

Levrege ait her bir v¢g’ye ait cDNA’lar1 olusturan temel alt birimler (5’UTR
[untranslated region, UTR], sinyal peptid, LvH, Pv, LvL, f’c, Ct ve 3> UTR)’in tam
niikleotid dizileri ile kodlanmis bolge (open reading frame, ORF) peptid dizileri
tizerindeki pozisyonlar1 ve biylikliikleri hakkinda detayli bilgi Cizelge 4.1°de
verilmistir. Biitiin halde Shsvigda cDNA dizisi, 5071 b¢ uzunlugunda olup, 18 bg¢’lik bir
5’UTR, 1656 amino asit (aa) rezidiisiinii kodlayan 4968 b¢’lik bir ORF ve 85 b¢’lik bir
3’UTR’a sahiptir. Shsvigdb cDNA dizisi, 5190 b¢ uzunlugunda olup, 16 bg’lik bir
5’UTR, 1692 aa rezidiisiinii kodlayan 5076 bg¢’lik bir ORF ve 96 bg¢’lik bir 3’UTR’a
sahiptir.

Levrekte bu Vtg ORF biiyiikliklerinin, c¢izgili levrek Stbvigda 5216 be,
StbvtgAb 5145 bg (GenBank, V.N. WILLIAMS, B.J. READING, N. HIRAMATSU ve
C.V. SULLIVAN, yaymlanmamis), beyaz levrek Wpvitgda 5752 bg, WpvtgAb, 5156 bg
(Reading vd 2009), mercan RsbvgA 5219 bg, RsbvgB 5348 b¢ (Sawaguchi vd 2006), F.
heteroclitis Funvgl 5112 beg, Funvgll 5061 bg (La Fleur vd 1995a,b, 2005), mezgit
HadvgA 5189 bg, HadvgB 5103 bg (Reith vd 2001), V. moseri BarvgA 4884 bg, BarvgB
4953 bg¢ (Matsubara vd 1999) ve G. affinis GambvgA 5085 bg, GambvgB 5025 bg
(Sawaguchi vd 2005a) ile benzer oldugu goriilmektedir. Sinyal peptidin yani sira
Sbsvigda ve SbsvigAb cDNA dizileri ORF’lerinin, acantomorph teleost ‘tam’ vig
formlarinda goriildiigii gibi YP alt birimlerinin tamamim (LvH, Pv, LvL, B’c ve Ct)

kodladig1 goriilmektedir (Sekil 4.2, 4.3, 4.4 ve 4.9).
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Buna karsin, sinyal peptid dahil 1394 aa kodlayan ShsvtgC cDNA dizisi, 4198
b¢ uzunlugunda olup 16 be¢’lik bir S’UTR, 1275 aa rezidiisiinii kodlayan 3825 bg¢’lik bir
ORF ve 357 b¢’lik bir 3’UTR’a sahiptir. Levrek vfgC’nin Pv YP alt biriminden yoksun
ve LvL alt biriminden sonra kesilmis bir C-ucu bdolgesi olan ¢ok daha kisa bir ORF’e
sahip oldugu (Cizelge 4.1) goriilmiistiir. Diger teleost tiirlerde yapilmis ¢alismalarda,
cizgili levrek StbvigC 4050 bg¢ (GenBank, V.N. WILLIAMS, B.J. READING, N.
HIRAMATSU ve C.V. SULLIVAN, yayinlanmamis), beyaz levrek WpvtgC 4243 bg
(Reading vd 2009), mercan RsbPvivg 4128 b¢ (Sawaguchi vd 2006) ve G. affinis
GambPvlvg 3726 bg (Sawaguchi vd 2005a) ORF’lerinin SbsvtgC ile benzer oldugu
goriilmektedir. Sinyal peptidin yam1 sira levrek vigC cDNA dizisi ORF’inin,
acantomorph teleost ‘eksik’ vig tiplerinde goriildiigl gibi yalnizca LvH ve LvL YP alt
birimlerini kodladig1 goriilmektedir (Sekil 4.2, 4.3, 4.4 ve 4.9).
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Cizelge 4.1. Levrek vitellojenlerine ait yumurta sarisi temel alt birimleri i¢in niikleotid

ve peptid dizi pozisyonlar ve biiytikliikleri.

Vitg YP Alt Birimi Niikleotid Biiyukliik Amino Asit Biiyukliik
Pozisyonu (bg) Rezidii (aa)
Pozisyonu
VitgAa 5'UTR 1-18 18 1-6 6
Sinyal peptid 19-63 45 7-21 15
Toplam LvHAa 64-3231 3168 22-1077 1056
5071 bg 16-1071*
1690 aa PvAa 3232-3450 |219 1078-1150 73
1072-1144%*
LvLAa 3451-4167 |717 1151-1389 239
1145-1383*
B’cAa 4168-4617 450 1390-1539 150
1384-1533*
CtAa 4618-4986 (369 1540-1662 123
1534-1656*
3’'UTR 4987-5071 |85 1663-1690 28
Kodlama Bolgesi  |19-4986 4968 7-1662 1656
VitgAb 5'UTR 1-16 16 1-5 5
Sinyal peptid 17-61 45 6-20 15
Toplam LvHAb 62-3243 3183 21-1081 1061
5190 bg 16-1076*
1729 aa PvAb 3244-3555 |312 1082-1185 104
1077-1180*
LvLAb 3556-4269 |714 1186-1423 238
1181-1418*
[’cAb 4270-4722 453 1424-1574 151
1419-1569*
CtAb 4723-5092 (369 1575-1697 123
1570-1692*
3’'UTR 5093-5187 |96 1698-1729 32
Kodlama Bolgesi  |17-5092 5076 6-1697 1692
VigC 5'UTR 1-16 16 1-5 5
Sinyal peptid 17-61 45 6-20 15
Toplam LvHC 60-3237 3177 21-1079 1059
4198 bg 16-1074*
1399 aa LvLC 3238-3841 |604 1080-1280 201
1075-1275%*
3’'UTR 3842-4198 |357 1281-1399 119
Kodlama Bolgesi  |17-3841 3825 6-1280 1275

(*): Her bir YP protein alt biriminin yalmzca kodlama bolgesi tizerindeki pozisyonlari (5’ ve 3’ UTR haric)
5’UTR: 5' kodlanmamis bolge
3’UTR: 3’ kodlanmamis bolge
YP: Yumurta saris1 proteinleri
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9

Sinyal peptid |LvH

SbsVtgAa MRAVALALTLALVAGQPHNLAPEFAAGKTYVYKYEALLLGGLPEEGLAKAGLKVSSKVLISAAAONIYMLKLVEPELFEY 80
WpVtgAa MRVVVLALTLALVAGQLHNLAPEFDAGKTYVYKYEALLLGGLPEEGLAKAGLKVSSKVLISAAAQNIYMLKLVEPELFEY 80
I R R R R R R R R X L R R R R R R R R L A XA
SbsVtgAa SGIWPKDPLVPATKLTSALAAQLMIPIKFEYANGVVGKMSAPEGISTMVLNVYRGILNVLOLNIKKTONVYELQEAGAQG 160
WpVtgAa SGIWPKDPLVPATKLTSALAAQLMIPIKFEYANGVVGKMFAPEGISTMVLNVHRGILNVLOQLNIKKTQONVYELQEAGAQG 160
R R i R R R R R R R R R A 2 R R R R R R T R Y
SbsVtgAa VCKTLYAITEDDKAERNSAWBGUINENHCOEKTMKDLGLAYTEKCAKCOODSKNLRGATAYNYILKPVASGILILEAAVDE 240
WpVtgAa VCKTLYAITEDDKAERIRARRGYININHCOEKI IKDLGLAYTEKCAKCQQODSKNLRGATAYNYILKPVASGILILEAAVNE 240
R R R R R R R I 2 A A S A Y
SbsVtgAa LIQFSPFTEMNGAAQMOTKOSLVFLEIQRAPIVPIQAQYLHRGSLKYEFSTELLQTPIHLIKIHNVQAQIVEILNHLVTN 320
WpVtgAa LIQFSPFTELNGAAQMOTKQOSLVFLEIQRATILPNEAQYLHRGSLKYEFSTELLQTPIQLIKINNVQAQIVEILNHLVTN 320

BRI R S R S AR R R R R Rk S R T R R R R Rk R S N N R R R e

SbsVtgAa NVERVHEDAPLKFLELIQLLRAARFEDLEMLWSQYRLKPAFRQWILDSIPAIGTPVALRFIKEKFLVDDLTFAEVAQALI 400
WpVtgAa NVERVHEDAPLKFLELIQLLRAARFEDLEMLWROQHRLKPTFROQWILDSIPAIGTPVALRFIKEKFLLDDLTVAEVAQALI 400
khkkhkkhkhhhkkhdhdhhkhkhkdhhhkhkhddrhkhkhdrhkhkkhkkhkikihkk * ****.**************************.**** *kkkkk*k*k*%k
Devami Arkada

Sekil 4.2. Levrek VtgAa amino asit dizilerinin (SbsVtgAa) beyaz levrek VtgAa amino asit dizileriyle (WpVtgAa) karsilastirilmasi. Rezidii pozisyonlari
sagdaki numaralarla gosterilmistir. Tahmini enzimatik kesim noktalar1 olan rezidiiler, {izerinde yer alan dikey ¢izgi ile ve YP alt biriminin kisaltilmig
adi1 (LvH, Pv, LvL, B’c veya Ct ) ile belirtilmistir. Karsilastirilan her bir baz ¢ifti altinda yer alan asterisk (*) veya tek nokta (.)’lar, sirasiyla 6zdeslik ve
benzerligi ifade etmektedir. Tek ¢izgiler (-), optimum karsilastirma igin tam diziye girilen bosluklar1 ifade etmektedir. VtgAa Ct bolgesinde yer alan
korunmus sistein rezidiileri, gri kutularda koyu karakterle (C) gosterilmistir. Korunmus CGxC motifi ise siyah ¢ergeve i¢cinde gosterilmistir. Levrek
dizileri tizerinde yer alan (O) ve (N) karakterleri, sirasiyla O- ve N-bagli potansiyel glikolizasyon boélgelerini ifade etmektedir. SbsVtgAa Pv alt
birimleri iizerinde yer alan potansiyel fosforilasyon bolgeleri, alt1 ¢izili olarak gosterilmistir. Varsayilan Vtg reseptor baglanma bdlgeleri, siyah dolgu
iizerine beyaz yaziyla belirtilmistir. Estradiol ile uyarilmis erkek levrek karacigerinde LC-ESI/MS/MS ile belirlenmis olan SbsVtgAa’ya ait triptik
peptidler italik karakterlerle (peptid dizileri i¢in bkz. Sekil 4.1B), postvitellojenik disi levrek karaciger, plazma ve ovaryumunda LC-ESI/MS/MS ile
saptanan SbsVtgAa’ya ait triptik peptid dizileri koyu karakterlerle (peptid dizileri i¢in bkz. Cizelge 4.6) gosterilmistir. Hem E, ile uyarilmis erkek
karacigerinde hem de postvitellojenik disi karaciger, plazma ve ovaryumunda ayni anda tespit edilen ortak SbsVtgAa triptik peptid dizileri koyu ve
italik karakterlerle belirtilmistir.
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Sekil 4.2’ nin Devami

SbsVtgAa
WpVtgAa

SbsVtgAa
WpVtgAa

SbsVtgAa
WpVtgAa

SbsVtgAa
WpVtgAa

SbsVtgAa
WpVtgAa

SbsVtgAa
WpVtgAa

SbsVtgAa
WpVtgAa

SbsVtgAa
WpVtgAa

ASTHMVTANTEAIKLVEALAINSKNSGSPVLREIVLLGYGTMISKHCVELAVCPAELIRPIQDLLAEAVAKDEIQDIILL

ASTHMVTANTEAIKLVEALAINSKIVESPVLREIVLLGYGTMISKHCVELAVCPAELIRPIQDLLAEAVAKDEIQDIILL
Kkkkkkhkhkhkhkkkkkkkkkk* Ahkhkkhkhkhkhkhk kA kR kA hkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkh k&

VKVLGNAGQATSLKPITKILPIHGTAAASLPIKVHANATIMALRNIAKKEPRMIQELALOLYMDKALHPELRMLASIVLFE
VKVLGNAGQATSLKPITRILPIHGTAAASLPMKVHANATIMALRNIAKKEPRMIQELALQLYMDKALHPELRMLASIVLFE

khkkdhhdkdhdhhhdhhddhdrd dhdddhddrhdhbdd dhddrddhrddrhdrdrddrddrdddhrddrddddrddrddrdddrddrrdx

TRPAMGLVTTLANIVKTEENLQVASFTYSHMKSLTRSTAAIHASVASACNVAIKILSPKLNRLSFRFSKAIHVDIYNSPL
TRPAMGLVTTLANIVKTEENLQVASFLYSHMKSLTRSTAAIHASVAAACNIAIKILSPKLNRLSFRFSKAIHVDIYNSPL

khkkdhhkddhdhdhdrhdhrhdrhdbhdddr dhddddrhdrddhrddrhddr ddkd dhxddddhddrddddrddrrdrdddrddrrdx

MLGAAASAFYINDAATILPRSIVAKTSAYLAGAAADVLEVGVRTEGLQEALLKNPALIDNADRMTKMKRVIKALSELRSL
MLGAAASAFYINDAATILPRSIVAKTSAYLAGAAADVLEVGVRTEGLQEALLKNPALIDNADRMTKMKCVIKALSDLRSL
Khkkhhkkhhkkhhkkhhkkhhkkhhkkhhkkhhkkhhkkhhkhhkkhkhhkkhkkhkkhkkhkkhkkhkkhkkhhkk *hkkkkk *kx*
o
PSSTPLASVYVKFFGQEIAFANIDKALIDQAIALATGPSVQTVGRNALKSLLSGASFHFVKPLLATEVRRIIPTAAGLPM
PSSTPLASVYVKFFGQEIAFANIDKALIDK---LATGPSVQTVGRNALNALLSGASFHFVKPLLATEVRRIMPTAAGLPM
Kkkhkkhhkhhkkhhkhhkhhkhhkhhkhk khkkkhkkhkhkhkhkhhkx _Khkhkkhhrkhhrkhhrkhhkhhkh *hkkkhdxk
o
ELSLYTAAVAAAAVQVRATTTPALPENFHFAHLLKTDIQFETEIRPSIAVNTFAAMGVNTAILQOAALLSRAKLNSIVPAK
ELSLYTAAVAAAAVQVRATTTPALPENFHFAQLLKTDIQLETEIRPSIAVNTFAAMGVNTAILOQAALLSRAKLNSIVPAK

khkkdhhddhdhdhdhrhdhrhdhrhddhddhrhdhdd dhdhddd ddhdhdhrdhddrddrdddrddrddddrddrddrdrddrddrrdx

ITARLNINEGHFKIEALPVSVPEHVAAVHVETVAVARNIEDLAAARITPITIPAKILOQTISREILTSKISPSVADSWSQSS

ITARLNIKEGHFKIEALPVSVPEHVAAVHVETFAVARNIEDLAAARITPITIPAKILOQTISREILTSKISSSVADSWSQSS
R R i R R R R R R A R R R E A A X

EITHEDVAIKPIIKSKAAQFEKKYCAKATIAIGLKGCFKIATENAVFISDIALYKLAGRHSVALSLKPIEGEAIESLEIEV
EITHEDVAVKPIIKSKAAQFEKKYCAKAVAIGLKGCFKITCEHAAFISDIALYKLAGRHSVALSLKPIEGEAIESLEIEV

khkkdhhhdhdk dhkdhdhhhdrhdhhddrdd *dhdhhdrddd, % F* Fhdhdxdddhdhhddrddrrddrhdrrdrrrdrhix

Devami Arkada

480
480

560
560

640
640

720
720

800
797

880
877

960
957

1040
1037
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Sekil 4.2’ nin Devami

SbsVtgAa
WpVtgAa

SbsVtgAa
WpVtgAa

SbsVtgAa
WpVtgAa

SbsVtgAa
WpVtgAa

SbsVtgAa
WpVtgAa

SbsVtgAa
WpVtgAa

SbsVtgAa
WpVtgAa

SbsVtgAa
WpVtgAa

N Pv N o 00 N
QVGPKAAEKLIKQINLSEEEIIEGRPILMKLKKILAPGLKNSTSSSSSSSRSSRSSLSSRSSSSSSRSSSSRSVNRSSSA

QVGPKAAEKLIKQINLSEEEIIEGRPILTKLKKILAPGLKNSTSSSSSSSSSSRSSLSSRSSHSSSSSSSS——--- SSsA
kkhhkkhkkhkkhkhhkkhhkhkhhkhhhkhkhhkhkhhkhhkkhk k hkkhhkhkhhkhkhkkhkhhkhhkkhhkk, k), kkkhkkkk* % *%k*x ***%*% *k k%
| LvL
SSLASLFGASSSSS—==m===— == SRAQLSKRVIYRHKFQKNHKKEVLSSQVTSAALSRSRSSASSFEA
SSLASLFGASSSSSRSSSSRSSSSHSSSSHSSSSRSRAQPSKRVIYRHKFQKNHKKEVLSFQVTSAVLSRS--SASSFEA
kkhkkkkkkhkkikkk*k kkhkkk khkkhkkkhhkhkkhhkhkhhkhkhkkhkhkk kkhkkk kk*k*k kkkkk*k*k
o
IRRONKFLGNEVAPTFAIIVRAIRADKKLLGYQLAVYLDRPTTRLQIILAALAADNNWKLCADGALLSKHKVTAKIGWGA

IORONKFLGNKVAPTFAIIVRAIRADKNVLGYQMAVYLDRPTTRLOITILAALAANNNWKLCADGALLSKHKVTAKIGWGA
Kk hkhkkhhhk KAk hhhhhhhhhhhh _hhkhkhk Arhhrhhhhhhhhdhhhhhhhd *hkhhhh bk bk kkkdkkkkk kb k*

ECKQYDTMITAETGLVGPSPAARLRMAWTELPSALKHYAQRVYDYIPASMLAGLIQGKDONSANQLSLTVVATSDRTLDL

ECKQYNTIITAETGLVGPRPAARIRVAWTELPSTLKHYAQRVYDYIPASMLAGLIQEKDONIADQLSLTVVATSDRTLDL
hkhkh K hhkhkhhhhhk *hkhk Kk Ahkhhhhh Frhhrhhhhhhhhhhhhhhhhhhd *kdk & Fhkkrkdrdrdrd kb rdkx

|B’c
IWKTPTHTVYKLALHLPIALPLVEIKGLTPFDGLADKVHYLFAKAGAAECSFSKETLTTFNNRRYKNEMPLSCYQVLAQD

IWKTPTRTVYKLALRLPITMPLAEIKGLTPFDGFADKVHYLFAKAGAAECSFSKETLTTFNNRRYKYEMPLSCYQVLAQD
Kkhkhk khkhhhhk khk _ _ hk *hhhhhhhhdh Frhhrhhhh kb hhhhhhhhhhhhhhkhhhhhhkd *kdkkkkkkkkrk*

CTDEIKFMVLLKEDNIKONHINVKIADIDIDLYPKNTDVIVKVNGMEIPINNLPYQOHPTAKIQIRPNGEGISVFAPALGL
CTDELKFMILLKKDNIKONHINVKIADIDIDLYLKNTDVIVKVNGMEIPINNLPYQHPTAKIQIRPNGEGISVFAPSLGL
R S A A R R R R R R R I AR R R R R R AR Rk R S R R A Rk R R S
|ct
HEVYFDRNSWKVQVVDWMKGQT|CGLCIGKADGEVRQEYRTPNGRLTKNAVSYAHSWVLPAESCRDTTECRMKLESVQLEKQ
HEVYFDRNSWKVKVVDWMKGQT|CGLCIGKADGEVRQEYRTPNGHLTKNAVSYAHSWVLQAESCRDTTECRMKHESVQLEKQ
khkkdhhdhdhdhhhdd dhhddddhddhddrhdbrddrhdhrhdhbrdd ddddhddrddrhddd dxdddrddrhddrd dFxddxrdx

N

1120
1112

1179
1190

1259
1270

1339
1350

1419
1430

1499
1510

1579
1590

VNIEGQESRCYSVEPVLRCLPGCFPVKTTAVTVGFHCLPADSDLNLTESVRSIYDNSVDLRETAEAHLACSCTAQCA 1656
VNILGQESRCYSVEPVLRCLPGCFPVNTTAVTVGFHCLPADSDLKHPESLSSVYNNSVNLRETVEAHLACRCTAQCA 1667

kkhk khkkkkkhhkkhkhkhkhhkhkhkkhkhkkhkhk kkhkkhkhkkhkkkhkkhkhkkhkk*k *k, k k kkk kkkk khkkhkhkk khkkkhkkx
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Sinyal peptid |LvH

SbsVtgAb MRVLVLAFTVALAAANHINFVPEFSAGKTYVYKYEALLMGGLPEEGLARAGVKVISKVLINAASPDTFMLKLVDPEIFEY 80

WpVtgAb MRVLVLAFTVALAAANHINFAPEFAAGKTYVYKYEALIMGGLPEEGLGRAGVKVLSKVLINAASPNTFIVKLVDPEIFEY 80
kkkkhkhhkhkkhkhdrhkhkhkkhkikhkkhkki*k ***.************.********* ******.********** **..**********

SbsVtgAb SGIWPKDAFIPATKLTSALAAQLLTPIKFEYTNGVVGRVFAPAGVSATVLNIYRGILNIFQLNIKKTONVYELQEPGAQG 160

WpVtgAb SGIWPKDAFVPATKLTSALAAQLLTPIKFEYTNGVVGRVFAPAGVSVTVLNIYRGILNIFQLNIKKTONVYELQEPGAQG 160
*********.************************************ EE IR R b S b I I S S I I I S S I I I S b b e b S b b b

SbsVtgAb VCKTHYVISEDAKADRINAANUNOINNHCOERI IKDIGLAYTEKCVECEARGKTLKGAAAFNYIMKPTATGALLLEATATE 240

WpVtgAb VCKTHYVISEDAKADRINARNSNOBNINOCOQERITIKDIGLAYTEKCVECEARGKILKGAAAFNYIMKPTATGALLLEATATE 240
************************.*.************************* PR IR I b b b I I S S I R S S I I b b b S

SbsVtgAb LIQFSPFNILNGAAQMEAKQILTFLEIEKTPVMPIRADYLHRGSLQYEFGSELLQTPIQLLRISNAEAQIVEVLNHLVTF 320

WpVtgAb LIQFSPFNILNGAAQMEAKQILTFLEIEKTPVVPIRADYLHRGSLQYEFGSELLQTPIQLLKISNAEAQIVEVLNHLVTF 320
********************************.****************************.******************

SbsVtgAb NAAKVHEDAPLKFIELIQLLRVARYESIEALWTQFKARPDYRHWILNAVPAIGTHAALRFLKEKFLAAELTIAEAAQALL 400

WpVtgAb NAAKVHEDAPLKFIELIQLLRVARYESIEALWTQFKARPDYRHWVMNAVPAIGTHVALRFLKDKFLAAELTIAEAAQALL 400
********************************************..********* ******.*****************
Devami Arkada

Sekil 4.3. Levrek VtgAb amino asit dizilerinin (SbsVtgAb) beyaz levrek VtgAb amino asit dizileriyle (WpVtgAb) karsilastiriimasi. Rezidii pozisyonlari
sagdaki numaralarla gosterilmistir. Tahmini enzimatik kesim noktalar1 olan rezidiiler, {izerinde yer alan dikey ¢izgi ile ve YP alt biriminin kisaltilmis
adi1 (LvH, Pv, LvL, B’c veya Ct ) ile belirtilmistir. Karsilastirilan her bir baz ¢ifti altinda yer alan asterisk (*) veya tek nokta (.)’lar, sirasiyla 6zdeslik ve
benzerligi ifade etmektedir. Tek ¢izgiler (-), optimum karsilastirma i¢in tam diziye girilen bosluklar1 ifade etmektedir. VtgAb Ct bolgesinde yer alan
korunmus sistein rezidiileri, gri kutularda koyu karakterle (C) gosterilmistir. Korunmus CGxC motifi ise siyah ¢erceve icinde gosterilmistir. Levrek
dizileri tizerinde yer alan (O) ve (N) karakterleri, sirasiyla O- ve N-bagli potansiyel glikolizasyon bolgelerini ifade etmektedir. SbsVtgAb Pv alt
birimleri iizerinde yer alan potansiyel fosforilasyon bolgeleri, alt1 ¢izili olarak gosterilmistir. Varsayilan Vtg reseptor baglanma bdlgeleri, siyah dolgu
iizerine beyaz yaziyla belirtilmistir. Estradiol ile uyarilmis erkek levrek karacigerinde LC-ESI/MS/MS ile belirlenmis olan SbsVtgAb’ye ait triptik
peptidler italik karakterlerle (peptid dizileri i¢in bkz. Sekil 4.1B), postvitellojenik disi levrek karaciger, plazma ve ovaryumunda LC-ESI/MS/MS ile
saptanan SbsVtgAb’ye ait triptik peptid dizileri koyu karakterlerle (peptid dizileri i¢in bkz. Cizelge 4.6) gosterilmistir. Hem E, ile uyarilmis erkek
karacigerinde hem de postvitellojenik disi karaciger, plazma ve ovaryumunda ayn1 anda tespit edilen ortak SbsVtgAb triptik peptid dizileri koyu ve
italik karakterlerle belirtilmistir.
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Sekil 4.3’tin Devami

SbsVtgAb
WpVtgAb

SbsVtgAb
WpVtgAb

SbsVtgAb
WpVtgAb

SbsVtgAb
WpVtgAb

SbsVtgAb
WpVtgAb

SbsVtgAb
WpVtgAb

SbsVtgAb
WpVtgAb

SbsVtgAb
WpVtgAb

N
ASVHMVTADLEATIKIAEGLAMNNKIQENPVLREIVMLGYGTLVAKYCAENPTCPAELVRPIHELAVQAVARGEIEELIVA

ASVHMVTADLEAIKIVADLAMNNKIQENPVLREIVMLGYGTLVAKFCTENPTCPAELVKPIHELAVQAAAEGEIEELVVA
Kkkkkkkkkkkkkkk Khkhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhh Kk Fhkhhhhhhhd *hkkkhhhdkd * *kkkddk *%

LKVLGNAGHPASLKPIMKLLPGFGSAAAGLPLRVHIDAVLALRNIAKREPKMIQEMAVOQLFMDKALHPELRMVVAIVLFE

LKVLGNAGHPASLKTIMKLLPGFGSAAAGLPLRVHIDAVLALRNIAKKEPKMIQEIAVQLFMDKALHPELRMVVAIVLFE
R R R R R R R R R R R L A L]

TKLPMGLVTTLADTLLKEKNLQVASFVYSYMKAMTKNTAPDFASVAAACNVAVKILSPKFDRMSYRFSRALYFDAYHNPW

TKLPMGLLTTLADALLKEKNLQVASFVYSYMKAMTKNTAPDFASVAAACNVAVKILSPKFDRMSYRFSRALYLDAYHNPW
R I R R R R R R R R R R R T R R A 2 R A BT T Y

MMGAAASAFYVNDAATVLPRAIVAKARTYLAGAYADVLELGVRTEGVQEALLKIHEAPENAERITKMRQVMKALSEWRAN
MMGAAASAFYINDAATVLPRAIVAKARTYLAGAYADVLELGVRTEGVQEALLKIHEAPENTERITKMRQVMKALSEWRAN
R i i R R R R R R R R R R X I X R X 3
o
PLSOPLASVYVKFFGOEIAFANIDKATIVDQIIELASGPAIQTYGRRVLDALLSGFAVHYAKPMLVAEVRRILPTAVGLPM
PLSQPLASVYVKFFGQEIAFANIDKAIVDQITELASGPATHTYGRRVLDALLSGFAVHYAKPMLVAEVRRILPTVVGLPM
R R i R R R R R R R R R T X L AT Y
o
ELSFYTAAVAAASIEFQATVSPPLPENFHPAQLLKSDVNMRAAISPSVSMHTYAVMGVNTALIQASLLLRARVHTIVPAK
ELSFYTAAVAAASIELQATVSPPLPENFHPAQLLKSDVNMRAATAPSVSMHTYAVMGVNTALIQASLLLRARVHTIVPAK
R R R R R R R T R X R R R R R L 3
o
MEARIDMIKGNFKLOQFLPVQGVDKIATALVDTFAVARNVEDLAAAKITPMIPTEVAAKMSREIFSSKISRMASSLAGSMS

MEARIDMIKGNFKLOQFLPVQGIDKIATALVDTFAVARNVENLAAAKITPMIPAEVGAKMSREVFSSKNSRVASSLAGSMS
Khhhhkhhhhhhhhhhhhhhh Ak hhhhhhhhhhhhhhhd *hhhhhhhhhh *k Fhkkhhkd *hkkdk &%k *kkdrkdrdkx

ASSEIIPVDLPRNIASKLRIPKAFQKKMCAAIETFGIKACTEIESRNAAFIRDSPLYAIIGRHAVMVEVAPAAGPVIEKI
ASSEIIPVDLPRNIASKLKLPKAFQKKMCAAMETFGIKACTEIESRNAAFIRDCPLYATIIGRHAVMVEVAPAAGPVIEKI
R R I X R R R R R R R X R L 2

Devami Arkada

480
480

560
560

640
640

720
720

800
800

880
880

960
960

1040
1040
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Sekil 4.3’tin Devami

SbsVtgAb
WpVtgAb

SbsVtgAb
WpVtgAb

SbsVtgAb
WpVtgAb

SbsVtgAb
WpVtgAb

SbsVtgAb
WpVtgAb

SbsVtgAb
WpVtgAb

SbsVtgAb
WpVtgAb

SbsVtgAb
WpVtgAb

SbsVtgAb
WpVtgAb

N Pv N 00 0000 O
ELEIQVGEKAAEKIIKVINMSEEEEILEDKNVLMKLKKILVPGLKNRTSASSSSSSSRSSSSRSSSSRSSISSSVSSSSS
ELEIQVGEKAAEKIIKVINMSEEEEILEDKNMLMKLKKILVPGLKNRTSASSSSSSSHSSSSRSS—-—-—-— ISSSESSSSS
khkkdhhddhdhrhdhrhdhrddhrhddbhhdrhdhbdrd dhddrddddrddrhddrddrddrrdddr dxddhdxsk *khkkk *kkk*k*kx

| LvL
SSRRKMIDVVAPISKTSKRLSSSSSSSSRSSLNSKSSSSSRSSLHSSSSSSSRSLSKQELYEMKFAKNHIHQHAVSTARV
SSRGNSRMVDAPMRKTSKRLSSS—-—-—-— RSSLNSKSSSSSSSSLOSSSSSRSRSLSKQELYETKFTKNHIHRHEVSSARV

*k* * k%, kEkxkdkxkk %k khkkkhhkkdhhrhddx dhkk dhkkddk *hkdkkdhkkhdkxk *k Fxkkk * *k kk%k

NSRSSAYSFEAIYNKAKYLANAITPAVTILIRAVRADHKVOGYQIAAYFDRATARLQVVFANLAENDHWRICADGVMLSY

NSESSAYSFEAIYNKAKYLANAITPAVTILIRAVRADHKVQGYQIAAYFDRDTARLQVVFANLAENDHWRICADGVMLSN
I R R R R R R T R Rk I A R A AR X

HKLMAKVAWGIECKQYETEITAETGLVGQDPAVRVKMTWDKIPTNMKRYAKELSEYLSRIALEAGIGLAKVKNVRNQIKL

HKFMAKVAWGIEGKQYEIEITAETGLVGQEPAVRVKLTWDKIPTNMKRYAKELSEYISRIAQEAGIGLAKVKNIRNQIKL
Kk khkkhkhkhk hhkkh Ak Ak hhhhhh Ahhhhd *hhhhhh bk hhhhhhhhhh  *hkdk Fhdrkkrhhrhddk Frkkrdk*

|B’c
SVAVASETSLNVVLKTPKRTIYKLGVALPVSLPFGDTAAELEAYQSNWADKITYMVTKAHAAECTMVRDKLITFNNRKFK

SVAAASETSLNFVLKTPTRTIYKLGVSLPVSLPFGDTAAELEAYQOSNWADKITYMVTKANAAECTMVRDKLITFNNKKFK
hkkh hhkhhkhkh hhhhkh Ahhhhhhd I A A A A A Ak h Ak hh ke h ke h ke h ke h ke h ke h ke hhh ke k Ak khhkhkkkhkhhkd  *k*

NEMPHSCYQVLAQDCSQELKFIVLLKRDQTLEQNLINVKIENIDVDLYPKDSAIMVKVNGVEIPISNLPYQHPAGQIQIR

NEMPHSCYQVLTQODCSQELKFIVLLKRDOQTLEQNLINVKIENIDVDLYPKDSAIMVKVNGIEIPISNLPYQHASGQIQIR
R R R i R R R R R R R R R R I X R 2.2

|ct
ORGEGIALYAPSHGLQEVYFDLNALKVKVVDWMRGQT|CGLCGKADGEIRQEYRTPNERLTRNAVSYAHSWVLPGKSCRDA
ORGEGIALYALSHGLQEVYYDLNALKIKVVDWMRGQT|CGLCGKADGEIRQEYRTPNERLTRNAVSYAHSWVLPGKSCRDA

khkkdhhkdhdhhd dhdhhdhdd dhhddd Fhkdddhhdrddhrddrhdrdrddrddrhddrddrdddrddrrdrdddrddrrdx

SECYMKLESVKMEKQVNIHGQESKCYSVEPVLRCLPGCMPVRTTAVTVGFHCVPADSNMNRYEGLTSIYEKSIDLSETSE

SECYMKLESVKMEKQVNIHGQESKCYSVEPVLRCLPGCMPVRTTAVTVGFHCVPADSNMNRSEGLTSIYEKSIDLRETAE
R i R R R R R R R R R N 2 2 2 2 A L X B Y

AHVACRCTAQCA 1692

AHVACRCTAQCA 1682
Kok ok ok ok ok ook ok kKK

1120
1115

1200
1190

1280
1270

1360
1350

1440
1430

1520
1510

1600
1590

1680
1670
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SbsVvtgC
WpvtgC

SbsVvtgC
WpvtgC

SbsVvtgC
WpvtgC

SbsVvtgC
WpvtgC

SbsVvtgC
WpvtgC

SbsVvtgC
WpvtgC

Sekil 4.4. Levrek VtgC amino asit dizilerinin (SbsVtgC) beyaz levrek VtgC amino asit dizileriyle (WpVtgC) karsilastirilmasi. Rezidii pozisyon
numaralar1 sagda gosterilmistir. Tahmini enzimatik kesim noktalar1 olan rezidiiler, iizerinde dikey ¢izgi ile ve YP alt biriminin kisaltilmis ad1 (LvH veya
LvL) ile belirtilmistir. Karsilagtirilan her bir baz ¢ifti altinda yer alan asterisk (*) veya tek nokta (.)’lar, sirastyla 6zdeslik ve benzerligi ifade etmektedir.
Tek cizgiler (-), optimum karsilagtirma i¢in tam diziye girilen bosluklar1 ifade etmektedir. Levrek dizileri iizerinde yer alan (O) ve (N) karakterleri,
sirastyla O- ve N-linked potansiyel glikolizasyon bolgelerini ifade etmektedir. Varsayilan Vtg reseptor baglanma bolgeleri, siyah dolgu iizerine beyaz
yaziyla belirtilmistir. Postvitellojenik disi levrek karaciger, plazma ve ovaryumunda LC-ESI/MS/MS ile tespit edilen SbsVtgC’ye ait triptik peptid

Sinyal peptide |LvH

MOGLLFCCLVALATCQSVHYELSLNPKKTYEYKYEGGVNFGLGAPNLAESGVRMTCKVKIVGVSAQTFILOASNLVFEEF
MOGLLFCCLVALATCQSVHYELSLNPKKTYEYKYEGGVNFGLGIPNLAESGVRIACKVKIVGVSAQTFILOASNLVFEEF
khkhkkhkhkhkhhhkhkhhhhkhhdhhkdhkhhdhkhhdhkhkdhkhhdhkhdhdhkdhkhkdhkhdhd,*x **d,kdkkik**%x .. kkhkkkhkkhkhkkkhkhkkhkikhkhkhkikhkkhkikkhkk*k

N
NGFPGKNTYNASPKLTQRIAAQLIKPFMFNYAGGHVSDIHASAEISDTVVNIVRGILGFFQVTVKTTQRIYELEEVGIHG
NGFPGKNTYNASPKLTQRIAAQLIKPFMFNYTCGHVSDIHASAEISDTVVNIVRGILGFFQVTVKTTQRIYELEEVGIHG
E I R I I R I S I R I S I S I . kkhkkkhkhkhkhhkkhkhkhkhkhkhkhhhkhkhkhhdhkhhkhkhkkhkhkdhkhkhkikdhkhkd,khkdhkikkhkikkx
o

KCQSNYATEENMETKDCREKAAIYRGMATAVLDKISKQRGESVI STVRYVYNVKPTEEGGLITQAHGLE

KCOSNYATEENMETKDMIQRKOAUNUSIGCREKAATYRGMATAVLDKVSKQRGESVISTVRYVYTVKATEEGGLITRAHGLE
R R R L R SR B L A T X T R R

ROHFSPFNVKGGSFKMQAMKEMVLLGVSDTARAVMFGPMI NLVYKFVNAEANVPIMMONLDDPLPKAVELIKHLAEA

ROHFSSFNVKGGSFKMQAMKEIVLLGVSDTARAVIFGPMEuwnuNLVYKFVNAEANVPIMMONLEDPLPKAVELIKQLAEA
Khkhkh hhkhhhhhhhhhhhhh Ahhhhhhhhhhh *hhhd *hhhhhhh kb hhhhhhhhhhdh Ak rkkkh kb rdk Fxk*

NKYEIDSATTEDTIKLYQLLRVMPYEELEAMWROLSGNEEHRRWFLDMIVEVSDARILKFLEVRFQAGDISVIEAGEILL

NKYQIDSATTEDTIKLYQLLRVMPYEELEAVWKQLLGNEEHRRWFLDMIVEVSDARILKFLEVRFQSGDISVIEAGEILL
I R R R R R R R R R I R R R A B R T R

LAINHLOQAIPELVEMAKMFLNMPFSKSNIYLWHTVVLTYGSLVYKHCAYYTPCPINAVQPLLNMAMESLRNGNEADMVIA
LAINHLQAIPELVEMAKVFLTMPFSKSNIYLWHTVALTYGSLVYKHCAYYTPCPINSVQPLLDMAMESLRNGNEADMVIA
Khkhhhkhkhkhhhhhhh  hhk KAk hhhhhhhhhhdh Ak hhh kb kb hhhhh kb hhhd  *hkhkd *hkdrkdrkhrhrhrbrdk*

Devami Arkada

dizileri koyu karakterlerle (peptid dizileri i¢in bkz. Cizelge 4.6) gdsterilmistir.

80
80

160
160

240
240

320
320

400
400

480
480
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Sekil 4.4’tin Devami

SbsVvtgC
WpvtgC

SbsVvtgC
WpvtgC

SbsVvtgC
WpvtgC

SbsVvtgC
WpvtgC

SbsVvtgC
WpvtgC

SbsVvtgC
WpvtgC

SbsVvtgC
WpvtgC

SbsVvtgC
WpvtgC

LKALGNAGHPGSIKTIMRFLPGVAATPVDLPPRVLSAAVQOSMRLIAARDPHSVODITMSLFLOKNLPTEIRMLAFMILFD

LKALGNAGHPGSIKTIMRFLPGVAATPVDLPPRVLSAAVQOSMRLIAARDPHSVODITMSLFLOKNLPTEIRMLAFMILFD
R R R R R R R R R R R R R T R A X3

TKPPLALVSTVTAHLQEEKDLHVISFAYSYLRSFARSSTPENHFLSIACNVAVKILAPKFGRLSYHYSKAMRMDWEFNDDF

TKPTLALVSVVTAHLQEEKDLHVVSFAYSYLRSFARSSTPENHFLSIACNVAVKVLAPKFGRLSYHYSKAMRMDWFNDDF
I R R R R R R I T X R R R R R R X R A L]

LIGTAAEVFMLRSATNIFPTEIMMKGKFFFIGRILOQLMELGIRAEGIKELFGTSIPGFTGDLSFSDFQAIFNVLONWEIL

LIGTAAEVFMLRSATNIFPTEIMMKGKFFFIGRILOLLELGIRAEGIKELFGTSIPGFTGDLSFSDFQAIFNVLONWEIL
R R R i R R R R R R R R R I R R R 2 R R LT Y

PNDKPLLSAFSRASGQEWFFADINKDFIQONIIRAVTPSAGKESPLWAVIEDLORGVSWHWTKPFLIFEVRYFQATTLGLP

PNDKPLLSAFSRVFGQEWFFADINKDFIQONITRAVTPSAEKESPLWAVIEDLOQRGVSWHRTKPFLIFEVRYFQATTLGLP
R N L 2 R R R R R R R R A R R A 2 R A R R R Y

LEISKYYESVNGITVNAKAAVNPPLTEHLAQLLNSEISLETDGFIGFTKDLWVFYGINTDLFQCGSELKSKMPLAIPWKF

LEISKYYQSVNGITVNAKAAVNPPLPEHLAQLLTSEISLETDGFIGYTKDLWVFYGINTALFQCGSELKSKMPLAIPWKF
Khkhkhhh  hhhhhhhhhhhhhhhhh Ak hhhh Arhhhhhh kb hhd *hhhhhhhhhdhd Fhdrhdrhhrhrh kb rkr bk *

SAKINVREKKFELDFLPCKKEFEVFSVSSNVYAVTRNIEEPTLAKMTPIMPNAIDSNDEVVHMGPTVVRPEPEQMLTPNT

SAKINVREKKFELDFLPCKKEFEVFSVSSNVYAVTRNIEEPALAKMTPIMPNAIDSNDEVVHMGPTDVRPEPEQMLRPNT
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4.2.2. Poliadenilasyon kodonlar1

Ug vtg cDNA dizisine ait ORF’in de korunmus bir TAA ‘stop’ kodonuyla bittigi
ve her ¢ transkriptin de Beaudoing ve digerleri (2000) tarafindan tanimlanan
hekzamerik bir poliadenilasyon kodona (polyadenylation signal; PAS) sahip oldugu
saptanmugtir. ShsvigAa cDNA dizisi, poly-A ucundan 15 b¢ geride bulunan ve diger
tirlerdekine benzer olarak transkripsiyonda aktif oldugu varsayilan bir PAS
(AATAAA), farkli olarak 19 bg¢ geride bir TTTAAA ve poly-A ucunun hemen
baslangicinda bir diger AAAACA PAS’a sahiptir. SbsvigAb cDNA dizisi, poly-A
ucundan 12 bg geride bulunan diger tiirlerdekine ve SbsvigAa’dakine benzer olarak
transkripsiyonda aktif oldugu varsayilan bir PAS (AATAAA), farkli olarak da poly-A
ucunun hemen baglangicinda bir CATAAA PAS kodonu bulundurmaktadir. ShsvigAa
ve ShsvtgAb cDNA dizilerinden bariz sekilde farkli olarak SbsvigC cDNA dizisi, 3’
UTR’de poly-A ucunun 14 bg¢ yukarisinda bulunan ve transkripsiyonda aktif oldugu
varsayllan PAS (AATAAA) kodonunun oncesinde bir AAAACA, identik iki tahmini
CATAAA ve dordiincii bir ATGAAA PAS kodonu tagimaktadir.

Her ti¢ Shsvtg lizerinde de genellikle poly-A ucundan 10-50 bg¢ 6ncesinde yer
alan fonksiyonel oldugu varsayillan AATAAA poliadenilasyon signal bolgesinin
WpvtgAdb, StbvigAda ve StbvigC, RsbvgA ve RsbvgB, kefal vgd ve vgB (Amano vd
2007a), GambvgA ve GambvgB, Funvgl ve Funvgll, HadvgA ve HadvgB ve de BarvgA

ve BarvgB dizilerinde ayn1 oldugu goriilmektedir.

4.3. Levrek Vitellojenleri ¢DNA Dizilerinden Tiiretilmis Birincil Polipeptid

Dizileri, Alt Birim Yapilar1 ve Homoloji Analizleri

Yapisal olarak SbsVtgAa ve SbsVtgAb dizilerinin, tasidiklar1 YP alt birimleri
(NH»-Sinyal peptid-LvH-Pv-LvL-f'c-Ct)’ nin birbirleriyle ve diger tiirlere [beyaz levrek
(Hiramatsu vd 2002d, Reading vd 2009), cizgili levrek (GenBank, V.N. WILLIAMS,
B.J. READING, N. HIRAMATSU ve C.V. SULLIVAN, yaymlanmamis), mercan
(Sawaguchi vd 2006), V. moseri (Matsubara vd 1999) ve G. affinis (Sawaguchi vd
2005a)] ait Aa veya Ab formu ("tam") Vtg’lerle ayni olduklar1 gézlenmistir (Sekil 4.2,
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4.3, 4.4 ve 4.9). Levrek Vtg’lerine ait cDNA dizilerinden hesaplanan molekiiler agirlik
degerleri (SbsVtgAa ~181 kDa, SbsVtgAb ~186 kDa, SbsVtgC ~143 kDa, Sekil
4.9)’nin, beyaz levrek (WpVtgAa ~181 kDa, WpVtgAb ~183 kDa, WpVtgC ~141 kDa;
Reading vd 2009) ve cizgili levrek (StbVtgAa ~182 kDa, StbVtgAb ~185 kDa,
StbVtgC ~143 kDa; GenBank, V.N. WILLIAMS, B.J. READING, N. HIRAMATSU ve
C.V. SULLIVAN, yayimlanmamis) i¢in ayni yolla hesaplanan degerlerle ¢ok yakin
benzerlikte oldugu goriilmektedir. Bu degerler ayrica, Hiramatsu vd (2002¢) tarafindan
saflagtirllmis olan beyaz levrek Vtg proteinleri icin bildirilen molekiiler agirliklar
(WpVtgAa ~180 kDa, WpVtgAb ~180 kDa, WpVtgC ~148 kDa) ile de uyum i¢indedir.
SbsVtgAa ve SbsVtgAb birincil polipeptid dizilerinin, Moronidae tiirlerine (Cizelge
4.2) ve diger teleost tiirlere ait Vtg dizileriyle yiliksek homolojileri (Sekil 4.5), sinyal
peptid dizileri ve bunlarin ayrigsma bolgeleri (Cizelge 4.4), poliserin Pv alt birimleri
(Sekil 4.2, 4.3, 4.4 ve 4.9), Vtg reseptor baglanma bolgeleri (Cizelge 4.5), birincil YP
enzimatik ayrigma bolgeleri (Sekil 4.6) ve amino asit igerikleri (Sekil 4.7) agisindan
yiiksek korunmugluk gostermeleri, bunlarin VtgA’nin paralog iki "tam" formu olarak
SbsVtgAa ve SbsVtgAb seklinde tanimlanmalarini dogrulamistir. Benzer kiyaslamalara
gore levrekte varligi saptanan C-tipi, fosvitinsiz, “eksik” Vtg formunun, SbsVtgC

olarak tanimlanmasini da dogrulamistir.

Buna gore, Moronidae familyasindan diger bazi tiirlere ait dizilerle
karsilastirildiginda, SbsVtgAa ve StbVtgAa arasinda % 94 6zdeslik ve % 96 benzerlik,
SbsVtgAa ve WpVtgAa arasinda % 93 ozdeslik ve % 95 benzerlik; SbsVtgAb ve
StbVtgAb arasinda % 93 6zdeslik ve % 96 benzerlik, SbsVtgAb ve WpVtgAb arasinda
% 93 6zdeslik ve % 96 benzerlik (Cizelge 4.2) oldugu belirlenmistir. Ayrica SbsVtgAa
ve bir diger perciformes iiyesi olan mercana ait RsbVgA arasinda, % 81 6zdeslik ve %
88 benzerlik; SbsVtgAb ve RsbVgB arasinda % 83 6zdeslik ve % 91 benzerlik oldugu

gorilmiistiir.

Daha kisa bir cDNA ile kodlanan SbsVtgC’nin, Pv alt biriminden yoksun
oldugu, B'c ve Ct tasimayan ve kesilmis yapida bir C-ucu bolgesine sahip oldugu ve de
StbVtgC ve WpVitgC ile % 95 ozdeslik ve % 97 benzerlik gosterdigi belirlenmistir

(Cizelge 4.4). SbsVtgC tam dizilerinin, bir diger perciformes iiyesi olan mercana ait
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RsbPvlVg ile yalnizca % 81 6zdeslik ve % 91 benzerlik gosterdigi goriilmiistiir. Son
olarak levrek Vtg birincil peptid dizilerinin, kendi aralarindaki homoloji degerleri:
SbsVtgAa ve SbsVtgAb arasinda % 61 6zdeslik ve % 78 benzerlik, SbsVtgAa ve
SbsVtgC arasinda % 21 6zdeslik ve % 38 benzerlik, SbsVtgAb ve SbsVtgC arasinda %
22 dzdeslik ve % 39 benzerlik olarak tespit edilmistir (Cizelge 4.2).

Cizelge 4.2. Levrek vitellojenlerinin Moronidae familyasindan diger tiirlerle 6zdeslik ve
benzerlik karsilagtirmasi. Levrek Vtg cDNA dizilerinin (SbsVtgAa, SbsVtgAb ve
SbsVtgC) diger Moronidae tiirlerine ait Vtg’lerle (beyaz levrek; WpVtgAa, WpVtgAb
ve WpVitgC, cizgili levrek; StbVtgAa, StbVtgAb, StbVtgC) karsilastirilmasi sonucu
elde edilen 6zdeslik ve benzerlik oranlari parantez iginde gosterilmistir. Koyu gri
dolgulu hiirelerdeki degerler 6nemli karsilagtirmalar: ifade etmektedir.

Wp Wp Wp Stb Stb Stb Sbs Sbs Sbs
VtgAa | VtgAb | VtgC | VtgAa | VtigAb | VtgC | VigAa | VtgAb | VigC

Sbs | 93% | 60% | 21% | 94% | 60% | 21% | .. | 61% | 21%
VtgAa | (95%) | (78%) | (38%) | (96%) | (78%) | (38%) (78%) | (38%)
Sbs | 61% | 98% | 22% | 61% | 93% | 22% | 61% | .. | 22%
VtgAb | (78%) | (96%) | (38%) | (78%) | (96%) | (38%) | (78%) (39%)

Sbs 21% 22% 95% 21% 23% 95% 21% 22%

VtgC | (38%) | (39%) | (97%) | (38%) | (39%) | (97%) | 38%) | 39%) | '®°
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Sekil 4.5. Farkli teleost tiirlerine ait vitellojenler arasinda polipeptid dizilerin
karsilastirmasina dayanarak olusturulmus Clustal-W iligki semasi. Branglar lizerindeki
numaralar, diziler arasindaki farklilik (p-distance) degerlerini ifade etmektedir. Levrek
Vtg’leri, balik semboliiyle beraber koyu karakterlerle (D. labrax VtgAa, D. labrax
VtgAb ve D. labrax VtgC) gosterilmis ve dolgulu kutular igerisinde ii¢ ayri grup
halinde simiflandirilmigtir. Her bir Vtg i¢in YP alt birimi yapilarinin sematik gdsterimi
sag tarafta verilmistir.
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Cizelge 4.3. Karsilagtirmali sonuglarda kullanilan tiirlerin taksonomik bilgileri,

vitellojen GenBank numaralar1 ve kaynak bilgileri.

TAXON | TOR vig | GENBANK | KAYNAK
Siiper takim: ACANTHOPTERYGII
Takim: PLEURONECTIFORMES | Hippoglossus hippoglossus VtigAa | ABQ58113 Finn, 2007a
Verasper moseri VtgAa AB181833 Sawaguchi vd 2005a
Takim: PERCIFORMES Dicentrarchus labrax VigAa JQ283441 Bu calisma
Morone americana VtgAa DQ020120 Reading vd 2009
Morone saxatilis VtgAa HQ846509 Yayinlanmamis veri
Pagrus major VigAa AB181838 Sawaguchi vd 2006
Centrolabrus exoletus VigAa FJ456930 Finn vd 2009
Labrus mixtus VtgAa FJ456934 Finn vd 2009
Thunnus thynnus VtgAa FJ743688 Pousis vd 2011
Takim: GASTEROSTEIFORMES | Gasterosteus aculeatus VigAa ENSEMBL ENSGACP00000012923
Takim:CYPRINODONTIFORMES | Fundulus heteroclitus VtgAa Q90508 LaFleur vd 1995a
Gambusia affinis VtgAa AB181835 Sawaguchi vd 2005a
Xenoteca eiseni VtgAa EU761161 Yayinlanmamis veri
Takim: BELONIFORMES Oryzias latipes VigAa BAB79696 Yayinlanmamis veri
Takim: MUGILIFORMES Mugil cephalus VigAa AB288932 Amano vd 2007a
Siiper takim: PARACANTHOPTERYGII
Takim: GADIFORMES | Melanogrammus aeglefinus VtgAa | AAK15158 | Reith vd 2001
Siiper takim: PROTACANTHOPTERYGII
Takim: SALMONIFORMES | Oncorhynchus mykiss VitgAsa | Jc4956 | Mouchel vd 1996
Siiper takim: ACANTHOPTERYGII
Takim: PLEURONECTIFORMES | Hippoglossus hippoglossus VtigAb | ABQ58114 Finn, 2007a
Verasper moseri VtgAb AB181834 Sawaguchi vd 2005a
Takim: PERCIFORMES Dicentrarchus labrax VigAb JQ283442 Bu calisma
Morone americana VtgAb DQ020121 Reading vd 2009
Morone saxatilis VtigAb HQ846510 Yayinlanmamis veri
Pagrus major VtigAb AB181839 Sawaguchi vd 2006
Centrolabrus exoletus VigAb FJ456931-2 | Finn vd 2009
Labrus mixtus VtgAb FJ456935 Finn vd 2009
Thunnus thynnus VtgAb GU217572 Pousis vd 2011
Takim: GASTEROSTEIFORMES | Gasterosteus aculeatus VigAb ENSEMBL ENSGACP00000012923
Takim:CYPRINODONTIFORMES | Fundulus heteroclitus VtgAb Q98893 LaFleur vd 1995b
Gambusia affinis VtgAb AB181836 Sawaguchi vd 2005a
Xenoteca eiseni VigAb EU761162 Yayinlanmamis veri
Takim: BELONIFORMES Oryzias latipes VigAb BAB79591 Yayinlanmamis veri
Takim: MUGILIFORMES Mugil cephalus VtgAb AB288933 Amano vd 2007a
Siiper takim: PARACANTHOPTERYGII
Takim: GADIFORMES | Melanogrammus aeglefinus VtgAb | AAK15157 | Reith vd 2001
Siiper takim: ACANTHOPTERYGII
Takim: PERCIFORMES Dicentrarchus labrax VtgC JQ341410 Bu calisma
Morone americana \'tgC DQ020122 Reading vd 2009
Morone saxatilis VtgC HQ846511 Yayinlanmamis veri
Pagrus major VigC AB181840 Sawaguchi vd 2006
Centrolabrus exoletus VigC FJ456933 Finn vd 2009
Labrus mixtus VtgC FJ456936 Finn vd 2009
Thunnus thynnus VtgC GU217573 Yayinlanmamis veri
Takim: GASTEROSTEIFORMES | Gasterosteus aculeatus V'tigC ENSEMBL ENSGACP00000012923
Takim:CYPRINODONTIFORMES | Gambusia affinis VtgC AB181837 Sawaguchi vd 2005a
Xenoteca eiseni VtgC EU761163 Yayinlanmamis veri
Takim: MUGILIFORMES Mugil cephalus VtgC AB288934 Amano vd 2007a
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4.4. Levrek Vitellojenleri Sinyal Peptidleri ve Bunlarin Ayrisma Bolgeleri

Her ti¢ SbsVtg polipeptidin de Sekil 4.2, Sekil 4.3, Sekil 4.4’de goriildiigii tizere
N-ucu bolgelerinde 15 rezidii biiytikliiglinde dngoriilen bir sinyal peptidi tagidig: tespit
edilmistir. Beyaz levrek, cizgili levrek, mercan ve kefal gibi farkli teleost tiirlerine ait
olgun Vtg proteinlerinin veya LvH alt birimlerinin bilinen N-ucu amino asit dizileri ile
levrek Vtg amino asit dizileri (sinyal peptidi dahil)’nin eslestirilmeleri yardimiyla
korunmus SbsVtg sinyal peptid bdlgeleri ve bunlarin enzimatik ayrigma bolgeleri

belirlenmistir (Cizelge 4.4).

Sinyal peptid dizileri ve 22 aa uzunluktaki Vtg/LvH N-ucu bdlgesinin SbsVtgAa
icin, WpVtgAa dizileriyle % 89, SbsVtgAb icin WpVtgAb dizileri ile % 95, ve
SbsVtgC icin WpVtgAb dizileri ile % 100 6zdeslik gosterdigi belirlenmistir. N-ucu
bolge sekanslamasiyla dogrulanmis olan beyaz levrek dizileri (Hiramatsu vd 2002ae,
Reading vd 2009), cizgili levrek dizileriyle karsilastirildiginda benzer degerlerle
karsilagilirken, levrek veya beyaz levrek dizileri diger teleostlardan mercan ve kefal
dizileriyle karsilastirildiginda ¢ok daha diisiik 6zdeslik degerleriyle karsilasilmigtir
(Cizelge 4.4).
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Cizelge 4.4. Levrek vitellojenlerine ait sinyal peptid dizilerinin diger tiirlerle
karsilagtirilmasi. Sinyal peptidlerin enzimatik ayrigsma bolgeleri (**), bilinen bir N-
ucuna sahip tahmini Vtg veya LvH polipeptid (Vtg/LvH) dizilerinin karsilastiriimasiyla
tanimlanmistir. Tek ¢izgiler (-), VtgAa dizileriyle optimum karsilastirma i¢in tam diziye
girilmis bosluklar1 ifade etmektedir. Alt1 ¢izili rezidiiler, diger bir Moronidae iiyesi olan
beyaz levrek Vtg dizisine birebir 6zdesligi ifade etmektedir. ‘ID %’ kolonunda, 37
rezidii tizerinden karsilastirilan sinyal peptid dizisinin beyaz levrek VtgAb sinyal peptid
dizisiyle 6zdeslik oran1 verilmistir. Koyu karakterlerle gosterilmis rezidiilere, Pv tagiyan
diger Vtg’lerden farkli olarak sadece VtgC’de rastlanmistir.

Sinyal peptid**N-ucu Vtg/LvH dizileri | ID
Vtg %
D. labrax VtgAa MRAVALALTLALVA-G**—QPHNLAPEFAAGKTYVYKYEAL 89
M. americana VtgAa | MRVVVLALTLALVA-G**—QLHNLAPEFDAGKTYVYKYEAL 100
M. saxatilis VtgAa | MRVVVLALTLALVA-G**—QLHNLAPEFAAGKTYVYKYEAL 97
P. major VtgAa MRAVVLALTLALVA-G**—QPHNLAPEFAAGRTYVYKYETL 86
M. cephalus VtgAa MRAVVLALSLAFVVSA**GQSQHFAPDFAAGKTFVYKYEAL 65
D. labrax VtgAb MRVLVLAFTVALAAA**NHINFVPEFSAGKTYVYKYEAL 95
M. americana VtgAb | MRVLVLAFTVALAAA**NHINFAPEFAAGKTYVYKYEAL 100
M. saxatilis VtgAb | MRVLVLAFTVALAAA**NHVNFAPEFAAGKTYVYKYEAL 97
P. major VtgAb MRVLILAFTVALATG**YQVNLAPEFAVGRTHMYKYEAL 70
M. cephalus VtgAb MRVLVLALTVALVGS**HQISFAPEFAPGKTYEYKYEAF 73
D. labrax VtgC MQGLLFCCLVALATC**QSVHYELSLNPKKTYEYKYEGG 100
M. americana VtgC MQGLLFCCLVALATC**QSVHYELSLNPKKTYEYKYEGG 100
M. saxatilis VtgC MQGLLFCCLVALATC**QSVHYELSLNPKKTYEYKYEGG 100
P. major VtgC MQGLLLCCLVALATC**QSLRYDLSLNPRKTYQYKYEGS 81
M. cephalus VtgC MRGLLLCCLVALATS**QSVRYDVSLNPKKTYEYKYEGV 81
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4.5. Levrek Vitellojenleri Tiirevi Yumurta Sarisi Proteinleri ve Bunlarin Birincil

Enzimatik Ayrisma Bolgeleri

Levrek ve diger bazi teleost tiirlere ait Vtg ve YP alt birimlerine ait N-ucu
dizileri (LvL, Pv ve P’c) eslestirildiginde, bu bdlgelerin birbiriyle Ortlistiigii
gbzlenmistir. Bu bolgeler Vtg oOnciil proteinlerinin biiyiimekte olan oosit igerisine
alindiktan sonra katepsin D aktivitesiyle YP’lerine pargalandiklar1 birincil enzimatik
ayrigsma bolgeleridir (Sekil 4.6). Dizilerin karsilastirmali analizleri, bu bdlgelerin birgok
tirde korunmusluk gosterdigini ve ¢ogunun katepsin D tarafindan tercih edilen rezidii
dizi motifini tagidigin1 (Reading vd 2009) ortaya koymustur. SbsVtgAa i¢in, LvH ve Pv
alt birimleri arasindaki enzimatik tanima bolgesinin 1062 aa, SbsVtgAb icin 1067 aa
tizerinde yer aldigi belirlenmistir. Diger bir enzimatik ayrigma bdlgesi, Pv ile LvL
arasinda olup, bu bolgenin SbsVtgAa i¢in 1135 aa, SbsVtgAb icin 1171 aa iizerinde
bulundugu tespit edilmistir. Hafif zincirli lipoprotein (LvL) ve B’c alt birimleri
arasindaki enzimatik ayrigma bolgesinin ise SbsVtgAa icin 1374 aa, SbsVtgAb icin
1409 aa iizerine oldugu gozlenmistir. Finn (2007a) tarafindan bildirilen B’c alt birimi
iizerindeki Ct bolgesi i¢in, korunmus QEY motifiyle tanmnan bir diger enzimatik
ayrisma bolgesinin, SbsVtgAa i¢in 1534 aa, SbsVtgAb icin 1570 aa iizerinde yer aldig1
gozlenmistir (Sekil 4.2, Sekil 4.3, Sekil 4.4).
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Pz """"" P1 """"" P1 Tomm
Hidrofobik Hidrofobik Hidrofobik
(W, Y,P,1)

Pz’ """"" Pa’ """""
Yiiklii X X
(bazik)

Tiire gore Viqg dizileri

Katepsin D kesim bolgesi ()

D. labrax LvHAa-PvAa:
M. saxatilis LvHAa-PvAa:

D. labrax LvHADb-PvADb:
M. saxatilis LvHAb-PvAD:

M. Americana LvHAa-PvAa:

M. americana LvHAb-PVADb:

1062TEGRPILMKL *KKILAPGLKN
1064TEGRPILTKL*KKILAPGLKN
109TEGRPILTKL*KKILAPGLKN
1067] EDKNVLMKL*KKILVPGLKN
1067] EDKNMLMKL *KKILVPGLKN
1067] EDKNMLMKL *KKILVPGLKN

—

D. labrax PvAa-LvLAa:
M. saxatilis PvAa-LvLAa:

D. labrax PvAb-LvLADb:
M. saxatilis PvAb-LvLAD:

M. americana PvAa-LvLAa:

M. americana PvAb-LvLAD:

1135GRAQL SKRV.I *Y RHKF QKNHK
1145GRAQL SKQV.T *YRHKFQKNHK
1148SRAQPSKRV.I *YRHKF QKNHK
171GSRSL SKQEL *Y EMKFAKNHI
162G SRSL SKQEL *YKTKFTKNKI
L6IRSRSLSKQEL *Y ETKFTKNHI

(bazik)

LvH

Pv

D. labrax LvLAa-B'cAa:
M. saxatilis LvLAa-f'cAa:

D. labrax LvLAb-B'cAb:
M. saxatilis LvLAb-f'cAb:
M. americana LvLAb-f'cA:

M. americana LvLAa-f'cAa:

1374ADKVHYLFAK*A GAAE CSFSK
138 ADKVHYLFAK*AAAAE CSFSK
1385ADKVHYLFAK*AGAAE CSFSK
14OADKITYMVTK*AHAAE CTMVR
1363ADKITYMVTK*ANAAE CTMVR
139ADKITYMVTK*ANAAE CTMVR

~

LvL

Pre

(Ct)

Sekil 4.6. Moronidae vitellojenlerinde yumurta sarist proteinleri tahmini ayrigma
bolgeleri. Ustte, katepsin D’ nin ayrisma bolgesini tanimada tercih ettigi dizi motifi [P,
Py, Py’, Py’, Py, Ps’, Ps’] ve karakteristikleri gosterilmistir. Burada ‘X’ dizi lizerinde
ozellikleri belirsiz herhangi bir rezidiiyli ifade etmektedir. Ayristirilan YP alt birimleri
(LvH-Pv, Pv-LvL ve LvL-B’c), ‘Tiire gore Vtg dizileri’ kolonunda tiir ismi ile beraber
verilmistir. Teleostlarda A tipi Vtg i¢in alt birim modeli sagda verilmistir. Kesim
bolgeleri, ilk rezidiilerindeki iistel rakamlar, bu bolgelerin Vtg tam amino asit dizileri
izerindeki baslangi¢c pozisyonunu, (*) ise enzim kesiminin gerceklestigi amid bagini
ifade etmektedir. Acanthomorph teleost Vtg’lerinde, katepsin D’nin ayrigma bdolgesini
tanimada tercih ettigi dizi motifi gri ile golgelendirilmis karakterlerle, bu dizi motifiyle

uyum halindeki substrat rezidiileri ise alt1 ¢izili koyu karakterlerle gosterilmistir.

79




Birincil YP ayrisma bdlgeleri iki paralog VtgA (VtgAa ve VtgAb) formunu
tastyan bircok teleostta bulunmaktadir. Bu ayrismayr gerceklestiren katepsin D’nin
tanidig1 6zgiin hedef peptid dizileri, Reading vd (2009) tarafindan analiz edilmistir.
Katepsin D’nin, Sekil 4.6’da (*) ile gosterilmis kesim bolgelerini tanimasi belli
kimyasal karakteristiklere sahip 6zgilin amino asit dizi motiflerinin varligma baghdir.
Kesimin gergeklestigi amid bagina komsuluk eden rezidiiler (sirasiyla ayrisma
bolgesinin hemen solu ve saginda bulunan P, ve P;’ rezidiileri) genellikle hidrofobiktir.
Katepsin D’nin ayrigma bolgesini tantyabilmesi i¢in P,” veya Ps’ pozisyonunda tercihen
bazik yiikli bir diger rezidii yer almalidir. P; pozisyonunda I6sin [L] veya tirosin [Y],
triptofan [W], fenilalanin [F] gibi aromatik rezidiiler tercih edilirken, P, ve P;’
pozisyonlarinda bulunan rezidiilerin hidrofobik olma gerekliligi kurali ayn1 decede kat1
degildir [0rnegin; P, hidrofobik—P; hidrofobik (aromatik veya 16sin)—*—P;’
hidrofobik—P,’ yiiklii (bazik)—P;> X—P4” X—Ps’ yiiklii (tercihen bazik), burada X

herhangi bir rezidiiyii ifade etmektedir].

Levrek VtgAa ve VtgAb peptid dizileri, tahmini katepsin D tanima bdlgelerinin
belirlenmesi amaciyla diger Moronidae (beyaz levrek ve ¢izgili levrek) tiirlerine ait
dizilerle karsilastirilmistir (Sekil 4.6). Bu bolgeler, YP’lerine ait N-ucu bdlgeleri bilinen
diger bir¢ok teleost (M. americana, F. heteroclitus, G. affinis, V. moseri, H.
hippoglossus, M. cephalus ve P. major) i¢in daha 6dnceden dogrulanmistir (Reading vd
2009). Moronidae Vtg dizilerinin bu karsilagtirmalari, her Vtg i¢in 6zgilin olan enzim
tanima bolgelerinde bulunan rezidiilerin yiiksek korunmusluk gosterdigini ve Sekil
4.6’da belirtilen katepsin D’nin tercih ettigi rezidii motifiyle yiiksek oranda benzerlik

gosterdigini ortaya koymustur.

LvH ile Pv arasindaki ayrisma bolgesi igin P,-P;*P,’-P,’-P3’-P4’-Ps’
pozisyonlarinda yer alan KL*KKILX motifi, her iki Moronidae Vtg (VtgAa ve VtgAb)
icin de ayni olup burada X, alanin [A] veya valin [V] olabilmektedir. Boylece
katepsinin ayrigma bdolgesini taniyabilmesi i¢in P; ve P,’ pozisyonlarinda bulunmasi
gereken rezidiilerin kimyasal karakteristikleri, 16sin [L] ve lizin ([K], bazik yiikli) ile
kargilanmig olur. Ayrica P, ve P, pozisyonlarinda olmasi gereken hidrofobik rezidii

yerine [K] bulunmasinin kabul edilebilir olmasinin nedeni, genellikle polipeptide sadece
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terminal ylkii etkilesime girecek sekilde gomiilii olan bu amino asitin uzun alifatik yan
zincire sahip olmasidir (Reading vd 2009). P,’ pozisyonunda olmasi istenilen yiikli
rezidiiniin yerinde olusu, Ps’ pozisyonunda bulunmasi gereken yiiklii rezidiilerin yerine
hidrofobik rezidiilerin ([A] ve [V]) bulunmasini, kabul edilebilir bir durum haline
getirmektedir. Bu enzimatik ayrigma bdolgesi, beyaz levrekte saflastirilmis PvAb
preparasyonu N-ucu bolgesinin dogrudan sekanslanmasiyla dogrulanmistir (Reading vd

2009).

Moronidae VtgAa tizerinde Pv ile LvL arasindaki enzimatik ayrigma bolgesi
icin P,-P;*P;’-P,’-P3’-P4’-Ps’ pozisyonlarinda yer alan ortak bir VI*YRHKF motifi
goriilmektedir. Burada P, ve P,” rezidiileri, katepsin D’nin ayrigma bdlgesini
tantyabilmesi i¢in gerekli karakteristikleri (sirasiyla [ V], hidrofobik ve [R], bazik ytiklii)
tasimaktadir. Reading vd (2009) tarafindan belirtildigi {izere, teleost tiirlerde glinlimiize
kadar incelenmis YP ayrisma bolgelerinin ¢ogunda katepsin D, P; ve Py’
pozisyonlarinda alifatik veya aromatik rezidiiler tercih etmektedir. Moronidae VtgAa
icin bu rezidiilerin, P; i¢in alifatik bir amino asit olan izolésin [I] ve P,’ i¢in aromatik
bir amino asit olan tirosin [Y] oldugu goriilmektedir. Moronidae VtgAb iizerinde Pv ile
LvL arasindaki enzimatik ayrisma  bolgesi ig¢in  P,-P*P;’-P,’-P3’-P4’-Ps’
pozisyonlarinda yer alan bir EL¥*YX'X’KF motifi goriilmektedir. Burada X' glutamik
asit [E] veya [K], X* ise metiyonin [M] veya treonin [T] olup diger pozisyonlardaki
rezidiiler, katepsin D’nin ayrigma bolgesini taniyabilmesi i¢in gereken kimyasal
ozellikleri tasimaktadir (P;: [L], hidrofobik; P;’: [Y], aromatik; P,’: [E], bazik yiikli
veya [K], bazik yiiklii). P, pozisyonunda hidrofobik rezidii yerine [E] bulunmasi, daha
once de bahsedildigi tizere bu kuralin siki olmayisindan dolayr kabul edilebilir bir
durumdur. Ps pozisyonunda aromatik fenilalanin [F] bulunmasi da P,’ pozisyonunda
olmasi istenilen bazik yiiklii rezidii [K] niin yerinde olusundan dolay1 kabul edilebilir

bir durumdur. Bu enzimatik ayrisma bdolgesi, VtgAb i¢in beyaz levrekte saflastiriimig

~29 kDa molekiiler biiyiikliige sahip bir Lv (YP1) preparasyonu N-ucu bolgesinin

dogrudan sekanslanmasiyla dogrulanmistir. Bu sekanslamadan elde edilen dizilerin

tahmini molekiiler agirliginin, ~29 kDa olarak hesaplanmis olan beyaz levrek LvLAb

dizisiyle ayn1 oldugu bildirilmistir (Hiramatsu vd 2002a, Reading vd 2009).
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Moronidae VtgAa tizerinde LvL ile B’c arasindaki enzimatik ayrisma bolgesi
icin, P,-P*P,’-P,’-P3’-P,’-P5’ pozisyonlarinda yer alan ve X rezidiisiiniin [A] veya
glisin [G] oldugu bir AK*AXAAE motifi goriilmektedir. Bu motif, katepsin D’nin
ayrisma bolgesini taniyabilmesi icin gerekli kimyasal karakteristikler tasiyan rezidiileri
olmalar1 gereken yerde bulundurmaktadir. Buna gore, P, pozisyonunda hidrofobik olan
[A], Py pozisyonunda daha Once bahsedildigi {izere, kabul edilebilir 6zelliklerde olan
[K], P;’ pozisyonunda hidrofobik olan [A] ve Ps’ pozisyonunda asidik ytiiklii olan [E]
bulunmaktadir. P,” pozisyonunda olmasi gereken yiiklii rezidiiler yerine hidrofobik olan
rezidiilerin ([A] veya [G]) bulunmasi, Ps’ pozisyonunda tercih edilen yiiklii rezidiiniin
yerinde olusundan dolay1 kabul edilebilir bir durumdur. Moronidae VtgAb iizerinde
LvL ile P’c arasindaki enzimatik ayrigma bolgesi i¢in P,-P*P;’-P,’-P3’-P4’-Ps’
pozisyonlarinda yer alan ve X rezidiisiinlin histidin [H] veya asparjin [N] oldugu bir
TK*AXAAE motifi goriilmektedir. Bu motif, katepsin D’nin ayrisma bdlgesini
taniyabilmesi icin gerekli kimyasal karakteristikler tasiyan rezidiileri olmalar1 gereken
yerde bulundurmaktadir. Buna gore, P; pozisyonunda tolere edilebilir bir rezidii olan
[K], P;’ pozisyonunda hidrofobik olan [A] ve Ps’ pozisyonunda asidik ytiiklii olan [E]
bulunmaktadir. P,’ pozisyonunda yiiklii rezidii yerine neredeyse ndtral veya tam nétral
olan, sirasiyla [H] veya [N] bulunmasi, Ps* pozisyonunda tercih edilen yiiklii rezidiiniin
yerinde olusundan dolay1 kabul edilebilir bir durumdur. Ayrica P, pozisyonunda olmasi
tercih edilen hidrofobik rezidii yerine polar treonin [T] bulunmasi da bu pozisyonda
hidrofobik rezidii bulunmasi kuralinin kati olmayisindan dolay1 kabul edilebilir bir
durumdur. Bu enzimatik ayrigma bdlgesi, beyaz levrek ovaryum ekstraktindan
saflagtirilmis bir B’cAb preparasyonu N-ucu bolgesinin dogrudan sekanslanmasi yoluyla

dogrulanmistir (Hiramatsu vd 2002a).

4.6. Levrek ‘Tam’ Vitellojenlerine Ait Fosvitin Alt Birimleri, Fosforilasyon ve

Glikolizasyonu

Fosvitin karaciger tarafindan kana salgilanmasindan Once yapisina kovalent
baglarla fosfat baglama yetenegine sahip serin rezidiileri tastyan (% 50’nin {izerinde
oranda) bir metalloproteindir. Serin iizerindeki negatif yiiklii fosfat iyonlara kalsiyum,

magnezyum, ¢inko ve diger yiiklii katyonlar1 (6rnegin demir) baglamak suretiyle bu
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iyonlarin Vtg araciligiyla biiylimekte olan oosit igerisine taginmalarini saglar. Metal
iyonlarinin bu yontemle taginmasinin bu iyonlarca zengin deniz ortaminda yasayan
baliklardan ziyade tathi sularda yasayan baliklar i¢in daha 6nemli oldugu bildirilmistir
(Finn 2007b, Reading ve Sullivan 2011). Vitellojen molekiilleri, karaciger
hiicrelerinden salgilanmadan 6nce, Golgi yapilarinda fosforile olurlar. Bu asamada,
serin rezidiilerine baglanan fosfat iyonlarinin, Vtg’nin vaktinden Once proteolizini
onledigi, kandaki c¢oziinlirliigiinii artirdigt ve LvH-LvL araciligiyla saglanan lipid
taginmast sirasindaki etkilesimlerde, Vtg yapisini stabilize tutmaya yardimei oldugu
sanilmaktadir (Finn vd 2007b). Reading ve digerleri (2009) tarafindan belirtildigi tizere,
Vtg Pv alt birimlerinin biyiikliikleri teleost tiirler arasinda ciddi farkliliklar
gostermektedir. Buna gore, gelismis acanthopterygian ve paracanthopterygian baliklara
ait Vtg Pv alt birimleri daha biiylik molekiiller halindedir. Filogenetik agidan birbirine
uzak teleost tiirlerde bile Pv ve Lv alt birimlerinin biiyiikliikleri arasindaki pozitif
korelasyon oldugu, Pv alt biriminin LvH ve LvL ile lipid tastyicilar olarak beraber

hareket ettiklerini ortaya koymaktadir (Finn 2007b).

Levrek Vtg Pv alt birimleri biiyiikliikleri ve serin igeriklerinin (SbsPvAa 73 aa,
~52% serin, SbsPvAb 104 aa, ~55% serin) diger teleostlar i¢in bildirilen degerlerle
benzer oldugu belirlenmistir. Buna gore, 6zellikle Moronidae familyasindan olan beyaz
levrek i¢in bildirilen WpPvAa 89 aa, ~61% serin, WpPvAb 94 aa, ~51% serin (Reading
vd 2009) ve cizgili levrek icin GenBanka sunulmus cDNA dizilerinden hesaplanmig
StbPvAa 80 aa, 53% serin, StbAb 94 aa, 52% serin oranlarinin levrek igin yukarida
verilen degerlerle yliksek benzerligi dikkat cekmektedir. SbsVtgAa, 73 amino asitlik bir
Pv alt birimine sahip olup bu rezidiilerin 38’inin serin, bir tanesinin ise treonin [T]
potansiyel fosforilasyon bolgeleri oldugu belirlenmistir. Bunun yaninda SbsVtgAb, 104
amino asitlik bir Pv alt birimine sahip olup, bunlarin 57’sinin serin ikisinin ise treonin
potansiyel fosforilasyon bolgeleri oldugu belirlenmistir (Sekil 4.2, Sekil 4.3, Sekil 4.4).
Beyaz levrek VtgAa ve VtgAb i¢in belirtildigi {izere (Reading vd 2009), levrek Vtg’leri
Pv alt birimi iizerindeki serin rezidiilerinin biiylik ¢ogunlugunun fosforile oldugu
goriilmektedir. Tavuk yumurtasinda Pv alt biriminin, yiiksek oranda fosforilasyon
yeteneginden dolay1 bazi metallerce katalize olan fosfolipid oksidasyonunu inhibe eden

bir antioksidan olarak gdrev yaptigt uzun zamandir bilinmektedir (Lu ve Baker 1986,
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1987). Bu nedenle, levrege ve diger teleostlara ait Pv alt birimlerindeki yliksek
fosforilasyon oraninin, ‘tam’ yapidaki Vtg’ler tarafindan oosite tagman fosfolipid
kargolarin1 koruyucu gorev yaptigi sanilmaktadir. Finn (2007b), Pv alt biriminden
yoksun olan VtgC’nin lipid tasinmasinda gdrev aliyor olmasina ragmen lipid iceriginin,
genellikle ‘tam’ Vtg formlarina gore ¢ok daha diisiik oldugunu ve belli bir agirlig

geemedigini bildirmistir.

Daha 6nce belirtildigi ve C tipi Vtg’de tipik 6zellik oldugu iizere, SbsVtgC’nin
bir Pv alt birimi tasimadig1 goriilmektedir. Ayrica SbsVtgAa’nin 2 potansiyel N-bagl
(N-linked) ve 3 potansiyel O-bagl (O-linked) glikolizasyon bdlgelerine sahip oldugu,
buna karsin SbsVtgAb’nin ise yalnizca bir N-bagli ve 7 O-bagli potansiyel glikolizasyon
bolgelerine sahip oldugu belirlenmistir (Sekil 4.2, Sekil 4.3, Sekil 4.4). Diger
acanthomorph teleostlarin ¢ogunda oldugu gibi levrek Pv alt birimleri {izerindeki bu
potansiyel glikolizasyon bdlgelerinin, ayn1 zamanda muhtemelen yumurta sarisi
icerisine karbonhidrat tasinmasinda da gorev aldig1 sanilmaktadir. Glikolizasyon, ayrica
proteinlerin konformasyonel stabilitesini artirdigindan (Sola ve Griebenow 2009) Pv alt

biriminin Vtg’lerin yapisal stabilizasyonunda gorev almasi da s6z konusudur.

4.7. Levrek ‘Tam’ Vitellojenlerine Ait p’c ve Ct Alt Birimleri

Disi levrek ovaryum ekstraktlarinin nanoLC/MS/MS analizinde, levrege ait her
iki ‘tam’ Vtg formu i¢in saptanmis olan triptik peptidlerden 3’linlin SbsVtAa, 8’inin ise
VtgAb B’c alt birimine ait oldugu goriilmiistiir (Cizelge 4.6). Ayrica, SbsVtgAa ve
SbsvtgAb’nin her ikisinde de LvL ve B’c alt birimleri arasinda katepsin D tanima
bolgesi kriterleriyle uyusan 6zelliklere sahip olan bir enzimatik ayrisma bdlgesi yer
aldigr belirlenmistir (Sekil 4.6). Bu bolgenin, Moronidae tiirleri arasinda yiiksek
korunmusluga sahip oldugu goriilmiistir. Levrek ve beyaz levrek VtgAb icin 20
rezidiiliik bu ayrigma bolgesi karsilastirildiginda, 12nci rezidiide [N] yerine [H]’in
bulundugu goriilmektedir. Bu bdlge iki tiir arasinda, katepsin D tanima bdlgesi
kriterlerine uyan tek bir rezidii farkiyla, % 95 oraninda 6zdeslik gostermektedir (Sekil
4.6). SbsVtgAb’nin, enzimatik ayrigmanin gerceklestigi varsayilan amid bagindan sonra

gelen kisminin, Sbsp’cAb (Sekil 4.9) ve WpB’cAb (Reading vd 2009) i¢in cDNA’dan
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tiiretilen amino asit dizileri i¢in hesaplanan tahmini molekiiler agirliklariyla benzer

biiyiiklikte (~17 kDa) oldugu gorilmistir. Bu degerin ayrica, beyaz levrek

ovaryumundan saflagtirilmig N-ucu sekanslamasiyla belirlenmis B’c alt birimi dizisiyle

0zdes oldugu goriilmektedir (Hiramatsu vd 2002a). Bu gozlemlerin tamami, levrekte

PV asamasindaki oositlerde ‘tam’ Vtg formlarinin, ~14 kDa’luk biiyiikliige sahip

oldugunu ve C-ucunda birbirinden farkli iki B’c YP alt birimi (Sbsp’cAa ve
Sbsp’cAb)’ni meydana getirdigini ortaya koymaktadir.

Daha 6nce bahsedildigi iizere, Finn (2007a) Atlantik pisi balig1 VtgAa ve VtgAb
iizerinde QEY korunmug motifiyle baslayan bir Ct alt birimi bildirmistir. Bu motifin,
Moronidae VtgAa ve VtgAb tam dizilerinde korunmus oldugu ve SbsVtgAa, WpVtgAa
(Reading vd 2009) ve StbVtgAa (GenBank) icin, sirasiyla 1534, 1545 ve 1541
pozisyonlarindaki rezidiilerle basladig1 goriilmektedir. SbsVtgAb, WpVtgAab (Reading
vd 2009) ve StbVtgAb (GenBank) i¢in ayni motif, sirastyla 1570, 1560 ve 1560
pozisyonlarindaki rezidiilerle baglamaktadir (Sekil 4.2, Sekil 4.3, Sekil 4.4). Moronidae
tirlerinde, bu ayrigma bolgesinin iglevliligi ve Ct dizisinin farkli bir YP alt birimi
olmasi, oosit veya yumurtalardan izole edilmis CtAa ve CtAb iizerinde daha ayrintili
caligmalarla kanitlanmasi gereken konulardandir. Ancak bu ¢aligmada, postvitellojenik
asamadaki disilere ait ovaryum ekstraktlarinin nanoLC-MS/MS analizi sonucu elde
edilen 14 rezidiiye sahip bir triptik peptidin, SbsVtgAb {lizerinde yer alan Ct bolgesine
karsilik geldigi gorilmiistiir (Cizelge 4.6). Bu durum, Ct bolgesinin levrek YP alt
birimlerinden biri olabilecegi fikrini desteklemektedir. Daha 6nce yapilmis iki ayr
calisgmada da Ct bolgesinin, gercek bir YP alt birimi oldugu ortaya konmustur.
Matsubara ve digerleri (2003), V. moseri’de rekombinant Ct polipeptidine karsi
gelistirilmis bir antiserum kullanarak gerceklestirdikleri bir caligmada Western blot
analizi ile Ct bolgesini, bu tiire ait Vtg’lerin YP alt birimi olarak tespit edebilmislerdir.
Kristoffersen ve digerleri (2009) SDS-PAGE iizerinde tespit ettikleri Clupea
harengus’a ait ~30 kDa’luk bir protein bandimi tripsin kesimine ve sonrasinda kiitle
skpektrometrisi (quadrupole Linear lon Trap; q-TRAP LC/MS/MS) analizine tabi
tuttuklarinda, bu tiirde Vtg (ChvtgAc 1) Ct alt birimine karsilik gelen iki triptik peptid

ile kargilagsmiglardir.
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4.8. Levrek Vitellojenlerinin Amino Asit Kompozisyonlar:

Alanin [A], 16sin [L], serin [S], izolosin [I], valin [V] ve lizin [K] yeni
yumurtlanmig levrek yumurtalarinda FAA havuzunu olsusturan baskin amino asitler
(Ronnestad vd 1998) olup, SbsVtg polipeptidlerin yapilarinda ¢ok yiiksek seviyelerde
bulunmaktadirlar (Sekil 4.7). Her {i¢ SbsVtg’inde de en yogun olarak bulunan amino
asit alanin olup biitiin polipeptidin yaklasik % 9-12’sini olusturmaktadir (Reading vd
2009).

Yiiksek oranlarda ylizebilme yetenegine sahip yumurtalar birakan deniz
baliklarinda, oosit olgunlagsmasi sirasinda Vtg’den tliremis YP’lerin ikincil bir proteolizi
sonucu aciga ¢ikan FAA’lerin ooplazma seviyelerindeki artis sonucunda gerceklesen
ozmotik diisiis, oosit icerisine ciddi oranlarda su girisine yol acar. Bu yogun su girisi,
ovulasyona ugramis yumurtada yiizebilirlik yetenegi kazanimina katkida bulundugu
bilinen % 83-92’lik su icerigi oranlar1 ile sonuglanir (Matsubara vd 2003, Cerda vd
2007, Lubzens vd 2010). Birgok teleost tiire ait dollenmis yumurtada, embriyonik
gelisim siireci igerisinde FAA seviyelerindeki diisiisiin, bu FAA’lerin embriyoya besin
ve de aerobik enerji kaynagi olarak kullanimindan kaynaklandigi 6ne siiriilmiistiir (Finn
ve Fyhn 2010). Atlantik morinas1 (Gadus morhua) embriyolarinda, d6éllenmenin 5 giin
sonrasinda FAA havuzundaki diisiisiin serbest glukoz seviyelerindeki artigla ayni anda
gerceklesmesi, FAA’lerin bu tiirde embriyonik glukoneogenezde temel substrat maddesi
oldugunu ortaya koymaktadir (Finn vd 1995b). ilging olarak, levrek Vtg’lerinde yiiksek
seviyelerde bulunan bu amino asitlerin yeni yumurtlanmis levrek yumurtalarinda, FAA
havuzunda toplam amino asit igeriginin % 60’1n1 olusturacak seviyelerde baskin
vaziyette bulundugu bildirilmistir (Ronnestad vd 1998). Beyaz levrek (Reading vd
2009) basta olmak {lizere diger tiirlerde oldugu gibi, biitiin levrek Vtg formlarinda da
tam polipeptidin % 8-12’sini olusturacak kadar yiiksek seviyelerde bulunan tek amino

asidin alanin oldugu goriilmiistiir.
Cok farkli sistematik takimlardan gelen teleost tiirlere ait Vtg’lerde, bu

Vtg’lerden tliremis YP alt birimlerinde ve de yumurtalarda tespit edilmis yiiksek alanin

seviyeleri, deniz baliklarina ait pelajik yumurtalardaki FAA havuzunun temel bilesenini
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olusturmaktadir. Bu yiiksek seviyelere dayanarak, alaninin embriyogenez sirasinda
glukoneogenez temel subsrat maddesi olarak ve gelismekte olan embriyoya enerji
kaynagi olusturmak {izere embriyonik karbohidrat metabolizmasinda goérev aldig
bildirilmistir (Reading vd 2009). Yiizebilirligi yliksek yumurtalar birakan deniz
acantomorph teleostlarinda, son zamanlarda ortaya konmus ‘tam’ Vtg formlarimin
(VtgAa ve VtgAb) islevsel modeline gore, oosit olgunlasmasi boyunca degismeden
kalan ve gec larval donemde besin kaynagi olarak gorev yapan LvHAD disindaki biitiin
VtgAa ve VtgAb YP alt birimleri, FAA havuzlarini olugturmak iizere enzimatik olarak
FAA’lere ayrigtirllmaktadir (Matsubara vd 1999, 2003, Finn vd 2002b, Finn 2007ab,
Kolarevic vd 2008). Benzer sekilde, levrek Vtg’leri arasinda en yiliksek alanin
seviyelerine sahip olan form VtgAa olup, PV ve OV asamadaki disi oosit ve
yumurtalarina ait SDS-PAGE ve Western blot sonuglari, LvHAa alt biriminin oosit

olgunlagmasi agamasinda ciddi oranda proteolize ugradigini ortaya koymustur.
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Sekil 4.7. Levrekte ti¢ farkli vitellojen formuna ait amino asit kompozisyonlar1. Grafik kolonlari, her bir amino asitin VtgAa (1656 aa),
VtgAb (1692 aa) ve VtgC (1275 aa) icerisindeki oranlarin1 gostermektedir. Her bir amino asit i¢in tam yiizde (%) degerleri, grafigin altinda
yer alan cizelgede verilmistir. Amino asit isimleri i¢in, standart tek harf kisaltmasi kullanilmistir. Her bir Vtg igerisinde en yiiksek
miktarlarda bulunan ilk bes amino asit, cizelge igerisinde sol-list karakterlerle ve ¢izelge hiicre kenarlar1 koyulastirilmis olarak
belirtilmistir. Cizelgenin en alt sirasinda parantez igerisindeki verilmis harfler, kimyasal karakteristiklerine gére amino asit gruplarini
((NP); non-polar, (P); polar, (A); asidik ve (B); bazik) ifade etmektedir. Esansiyel amino asitler, gri dolgulu hiicrelerle gosterilmistir.



4.9. Levrek Vitellojenleri Agir Zincirli Lipovitellinlerinde Reseptor Baglanma

Bolgeleri

Agir zincirli lipovitellin (LvH) alt birimleri lizerinde bulunan, varsayilan Vtg
reseptor baglanma bolgeleri, Onceki calismalardan edinilen bilgilere dayanarak
saptanmistir (Stifani vd 1990, Hiramatsu vd 2002a, Reading vd 2009). Dizi
karsilastirma analizleri, SbsVtgAa i¢in reseptor baglanma bolgesinin 177-185 rezidiiler
arasinda yer aldigi ve LLTKTRDL amino asit dizisine sahip oldugunu, SbsVtgAb
reseptor baglanma bolgesinin 177-185 rezidiiler arasinda yer aldigt ve LLTKTKDL
amino asit dizisine sahip oldugunu, SbsVtgC reseptor baglanma bolgesinin ise 178-186
rezidiiler arasinda yer aldigi ve TITQVVDYV dizisine sahip oldugunu gostermistir (Sekil
4.2, Sekil 4.3, Sekil 4.4, Cizelge 4.5).

Daha once belirtildigi ilizere ‘tam’ Vtg formlari, biiylimekte olan oosit igerisine
cok diisiik yogunluktaki lipoprotein reseptdrii (Very Low Density Lipoprotein Receptor,
VLDLR) siipergen familyasina ait olan 0&zellesmis membran reseptorleri (VtgR)
tarafindan kontrol edilen endositoz yoluyla almirlar. Vtg’lerin, VtgR’lerine
baglanmasinin ardindan Vtg-VtgR kompleksleri, klatrin kapli yapilarla periferal
ooplazmada vezikiiller olusturmak iizere birlesirler. Bu vezikiiller, daha sonra
katepsinleri igeren lizozomlarla birleserek multivezikiiler yapilari olustururlar (Babin vd
2007). Vitellojenler ilk olarak, oosit bilylimesi asamasinda katepsin D tarafindan YP alt
birimlerine, daha sonra olgunlagsma asamasinda ise diger katepsinler (6rn. katepsin B ve
L) tarafindan ikinci bir proteolizle FAA’lere ayristirilirlar (Carnevali vd 2006). Son
zamanlarda beyaz levrekte gergeklestirilmis reseptor baglanma g¢alismalar1 ve ligand
blotlama deney sonuglari, VtgAa ve VtgAb’nin tercihen farkli VtgR formlarina
baglanidig1 ve VtgC’nin ise oosit membran reseptdriinden yoksun oldugunu ortaya
koymustur. Buna gore, VtgC’nin oosit igerisine reseptor kontrollii endositoz sirasinda
diger Vtg formlarmin veya baska proteinlerin yaninda sivi fazda giris yaptigi

sanilmaktadir (Reading vd 2011).

Vtg’'nin VtgR’e baglanmasi sirasinda, Vtg {izerinde bulunan baglanma

bolgesindeki pozitif yiikli rezidii gruplarinin, VtgR ekstraseliiler yapis1 lizerinde
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bulunan 8 rezidiiliik ligand baglanma tekrar gruplar1 (Ligand Binding Repeats;
LBR)’ndaki negatif yiikli rezidiiler ile karsilikli etkilesime gectikleri sanilmaktadir
(Schneider 1996, Nimpf ve Schneider 1998). Ilk ¢alismalar, VtgR baglanma bolgesinin
teleost Vtg’lerde Lv alt birimleri tizerinde bulundugunu gostermistir (Stifani vd 1990,
Hiramatsu vd 2002a). Li ve digerleri (2003) tarafindan gerceklestirilmis daha sonraki
caligmalarda, belli rezidiilerin secici modifikasyonu ile beraber maya iki hibrit yontem
kullanilarak, reseptoriin bazik amino asitlerce zengin HLTKTKDL kisa motifine
baglanma bolgesi tespit edilmistir. Buna gore, tilapia (Oreochromis aureus) Lvl (tilapia
LvHAD) iizerinde yer alan ve bu motif iizerinde koyu fontla belirtilmis lizin (K'®")

rezidiisiiniin baglanmada kritik 6nem tasidig1 bildirilmistir (Li vd 2003).

Tilapia Lvl dizilerinin, beyaz levrek (Reading vd 2009) dahil diger tiirlere ait
Vtg dizileriyle karsilagtirmalari, ‘tam’ Vtg’ler lizerinde yer alan bu varsayilan reseptor
baglanma bdlgelerinin de bazik rezidiilerce zengin oldugunu ortaya koymustur. Bu

karsilastirmalarda ayrica soz konusu motif iizerindeki ilk lizin (tilapiada [K'®'

], diger
tiirlerde [K'7*'™]) rezidiisiiniin tamamen korunmus oldugu belirlenmistir. Ancak beyaz
levrek ve diger tiirlere ait VtgC dizilerinde, lizin rezidiisii yerine glutamin [Q]
bulunmasinin - WpVtgC’nin ovaryum membran reseptdrlerine veya membran
proteinlerine baglanmasindaki basarisizligin nedeni olabilecegi One siiriilmiistiir
(Reading vd 2011). Bu calismadaki sonuglardan da goriilecegi lizere diger tiirlerde
oldugu gibi levrekte de SbsVtgAa ve SbsVtgAb lizerinde varsayilan reseptor baglanma
bolgesinde korunmus [K] rediziisii ve SbsVtgC ilizerinde bunun yerine [Q] rezidiisii
bulunmaktadir. Moronidae tiirleri arasinda (D. labrax, M. americana ve M. saxatilis), 8
rezidiiliik varsayilan reseptor baglanma bolgesi motifi VtgAa ve VtgC i¢in tamamen

korunmus olup SbsVtgAb icin yalnizca bir rezidii ([M] yerine [L])’nin farklilig1 s6z
konusudur (Cizelge 4.5).
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Cizelge 4.5. Levrek vitellojenleri reseptor baglanma bolgelerinin diger teleost

tiirlerindeki bolgeler ile karsilagtirmasi.

Tiire Gore Vitellojen Formu

Reseptor Baglanma

GenBank numarasi

Bolgesi
D. labrax VtgAa LLTKTRDL JQ283441
M. americana VtgAa LLTKTRDL DQV20120
M. saxatilis VtgAa LLTKTRDL HQ846509
P. major VtgAa LLTKTRDL BAE43870
M. cephalus VtgAa LLTKTRDM AB288932
D. labrax VtgAb LLTKTKDL JQ283442
M. americana VtgAb LLTKTKDM DQV20121
M. saxatilis VtgAb LLTKTKDM HQ846510
P. major VtgAb LLTKTKDL BAE43871
M. cephalus VtgAb TVLKTKDL AB288933
D. labrax VtgC TITQVVDV JQ341410
M. americana VtgC TITQVVDV DQ020122
M. saxatilis VtgC TITQVVDV HQ846511
P. major VtgC TITQVVDV BAE43872
M. cephalus VtgC TITQVVDV AB288934
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4.10. Levrek Vitellojen ve Yumurta Sarisi1 Protein Uriinlerinin Kan Plazmasinda

ve Ovaryumda SDS-PAGE ve Western Blot Yontemleri ile Saptanmasi

Bu caligmada Western blot ve kiitle spektrometrisi analizlerinde kullanilmak
iizere, kan plazma ve doku (karaciger ve ovaryum) temini i¢in Orneklenmis,
postvitellojenik (PV) ve ovulasyon (OV) asamasindaki disi levreklere (Cizelge 3.1) ait
plazma E, seviyeleri Sekil 4.8A°da verilmistir. F. PRAT ve A. IBANEZ tarafindan elde
edilmis ve O YILMAZ tarafindan analiz edilerek grafige dokiilmiis olan bu veriler,
plazma E, seviyelerinin PV asamada OV asamaya kiyasla oldukc¢a yiiksek oldugunu
gostermektedir. Ayrica, bu baliklardan PV ve OV asamalarinda alinan ovaryum doku
orneklerini temsil eden histolojik kesitlere ait goriintiiler Sekil 4.8B’de verilmistir.
Burada belirtilen gonad gelisim asamalari Mayer ve digerleri (1988)’ne gore

belirlenmistir.
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Sekil 4.8. Bu c¢alismada kullanilan disi levreklerin kan plazmasindaki 17-estradiol
seviyeleri ve ovaryum histolojik kesit goriintiileri. A. Western blot ve kiitle spektrometri
analizlerinde kullanilan PV (postvitellojenik) ve OV (ovulasyon) asamalarindaki
disilere ait plazma 17f-estradiol (E,) seviyeleri (ng/ml). Diisey kolonlar, N=4 i¢in
kolonlarin igerisinde de sayiyla verilmis olan ortalama degerleri, diisey ayraclar ise
standart hata (SEM)’y1 ifade etmektedir. Uclii asterisk (***), PV disilerinin OV
disilerine gore istatistiki a¢idan 6nemli diizeyde farkli (P < 0.01) E, degerlerini ifade
etmektedir. B. Postvitellojenik (PV) ve OV disilerine ait 6rnek ovaryum doku histolojik
kesitleri. Yatay siyah ¢izgiler 200 um’lik 6l¢egi belirtmektedir.
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4.10.1. Levrek vitellojenlerinin immiinobiyokimyasal ozellikleri

Levrek Vtg cDNA’larindan tiiretilmis peptid dizileri i¢in hesaplanan tahmini
molekiiler agirliklart (SbsVtgAa 181 kDa, SbsVtgAb 186 kDa, SbsVtgC 143 kDa, Sekil
4.9)’nin, beyaz levrek (WpVtgAa ~181 kDa, WpVtgAb ~183 kDa, WpVtgC ~141 kDa;
Reading vd 2009) ve cizgili levrek (StbVtgAa ~182 kDa, StbVtgAb ~185 kDa,
StbVtgC ~143 kDa; GenBank, V.N. WILLIAMS, B.J. READING, N. HIRAMATSU ve
C.V. SULLIVAN, yayimlanmamis) i¢in ayni yolla hesaplanan tahmini degerlerle ¢ok
yakin benzerlikte oldugu goriilmektedir. Bu degerler ayrica beyaz levrek i¢in Hiramatsu
ve digerleri (2002d) tarafindan saflagtirllmis olan denatiire birincil WpVtg
polipeptidlerinin, SDS-PAGE analizlerinde elde ettikleri bulgularla da yakin uyum
icindedir (WpVtgAa ~180 kDa, WpVtgAb ~180 kDa, WpVtgC ~148 kDa). Bu yiiksek
benzerlikler, SbsVtg ile WpVtg ve StbVtg amino asit dizileri arasinda % 93 ile 95
arasinda degisen 6zdeslik ve % 95 ile 97 arasinda degisen benzerlik degerlerinde
yanstyan yiiksek homoloji (Cizelge 4.2)’den dolayr beklenen bir durumdur. Her {i¢
Moronidae tiriinde de VtgAa ve VtgAb arasindaki yliksek benzerlik, bu iki proteinin
beyaz levrekte oldugu gibi (Hiramatsu vd 2002d) levrekte de geleneksel SDS-PAGE
iizerinde birbirinden ayirilamamasini agiklamaktadir. Acantomorph teleostlarda, VtgAa
ve VtgAb arasinda molekiiler agirlik ve biyokimyasal karakteristikler acisindan
belirlenen benzerlikler beyaz levrek (Hiramatsu vd 2002d; Reading vd 2011) ve kefal
(Amano vd 2007a)’de de bu iki proteinin saflagtirilmasi uygulamalarmi oldukga

karmasik hale getirmektedir.

Bu c¢alismada, ¢ farkli levrek Vtg formunun Western blot {izerinde
saptanmasinda kefal Lv (LvAa, LvAb ve LvC)’lerine kars1 gelistirilmis heterolog
antikorlar kullanilmistir. Levrek ve kefal, birbiriyle ¢cok yakin akraba olmayan (Cizelge
4.3) farkli acanthopterygian takimlara (sirasiyla Perciformes ve Mugiliformes) ait iki tiir
olsa da tasidiklar vig cDNA dizileri ve bunlarin transkripsiyonu Vtg protein formlarimin
yakin benzerlik ve alakalari, bu ¢aligmada ortaya konmustur (Sekil 4.5). Kefal anti-Lv
antikorlari, ayrica sistematik olarak uzak diger bir teleost tiir olan Cololabis saira
(Takim;  Beloniformes)’ya ait Vtg’den tiiremis Lv’lerin tamimlanmasi ve

saflastirilmasinda basariyla kullanilmistir (Amano vd 2008c). Benzer olarak, V. moseri
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(Takim: Pleuronectiformes) LvHAa, LvLAa, LvHAb ve LvLAb’ye kars1 gelistirilmis
heterolog antikorlar, yine uzak bir tiir olan Clupea harengus (Takim: Clupeiformes)’ta

karsilik gelen Vtg formlar1 ve bunlarin alt birimleri YP’lerin saptanmasinda

kullanilmistir (Kristoffersen vd 2009).

Western blot protokolii, her bir levrek Vtg formu ve kefal anti-Lv antikoru i¢in
plazma Ornekleri, ovaryum ekstraktlari, E, ile uyarilmig erkek bireylere ait plazma
ornekleri (IP) ve kontrol erkek plazmalar1 (CP)’na goére ayr1 ayri optimize edilmistir
(Sekil 4.10). Bu sayede, tespit edilen immiinoreaktivite 6zgiinliigii miimkiin oldugunca
artirllmigtir. Buna gore her bir antikor, SbsVtg polipeptid monomerleri i¢in beklenen
biiyiikliiklere yakin, kendine 6zgiin immiinoreaktif bant drnekleri sergilemistir. Ayrica,
levrek ile yakin akraba olan diger iki Moronidae tiirii beyaz levrek (Reading vd 20011)
ve cizgili levrek (V.N. WILLIAMS, B.J. READING, N. HIRAMATSU ve C.V.
SULLIVAN, yaymlanmamis) iizerine yapilmis onceki ¢alismalarda, her bir kefal anti-
Lv antikorunun, karsilik gelen Vtg’lere gosterdigi 0zgiin immiinoreaktivite bu
antikorlarin bu calismada kullanilmasina olanak tanimistir. Biitiin bunlara dayanarak,
heterolog kefal anti-Lv antikorlarinin bu calismada levrek Vtg’leri ve bunlarin alt

birimleri YP’lerin tespitinde kullanilmas1 uygun goriilmiistiir.

SDS-PAGE ve Western blot sonuglarinin anlasilmasini kolaylastirmak amaciyla,
her bir levrek Vtg birincil polipeptidleri ve bunlarin YP alt birimlerinin biiytikliikleri
(aa) ve molekiiler agirliklar1 (kDa), her bir YP alt birimine ait dizilerin ilk on rezidii
dizisi ve amino asit dizileri lizerindeki pozisyonlar1 Sekil 4.9°da verilmistir. SbsVtgAa
ve SbsVtgAb birincil peptidlerine ait molekiiler agirliklar, cDNA dizilerinden tiiretilen
amino asit dizileri i¢in, sirasiyla 180.8 ve 185.8 kDa olarak hesaplanmistir. Birincil
SbsVtgC polipeptid icin ayni sekilde hesaplanan molekiiler agirlik 142.8 kDa’dur.
SbsVtgAa’nin tasidigr YP alt birimlerine ait molekiiler agirliklar, LvHAa igin 115.1
kDa, PvAa icin 7.4 kDa, LvLAa i¢in 26.5 kDa, f’cAa i¢in 17 kDa, ve CtAa igin 13.6
kDa olarak hesaplanmistir. SbsVtgAb YP alt birimleri i¢cin bu degerler: LvHAb; 116.4
kDa, PvAb; 10.7 kDa, LvLAD; 26.7 kDa, B’cAb; 17.1 kDa, ve CtAa, 13.8 kDa olarak
hesaplanmistir. SbsVtgC YP alt birimlerine ait molekiiler agirliklar, LvHC ve LvLC
icin sirasiyla 119.1 kDa ve 22.3 kDa olarak hesaplanmistir (Sekil 4.9).

95



96

VtgAb: 1692 aa
(185.8 kDa)

VtgC: 1275 aa
(142.8 kDa)

VtgAa: 1656 aa
(180.8 kDa)

Y 22 Y Y ~\
[ LvH Pv I LvL | B'c Ct [ LvH Pv I LvL | B'c I Ct ] [ LvH LvL ]
Ct Aa l
Ct Ab
QEYRTPNGRL
P 15341656 15701692 | LvHC
QPHNLAPEFA LvLAa 123 aa LvLAb 570- v
1056 aa. 1145-1383 NHINFVPEFS 1181-1418 13.78 kDa 16-1074 2
115.14 kDa 239 aa 16-1076 238 aa 1059 aa.
26.49 kDa 1061 aa. 26.67 kDa 119.13 kDa LvLC
116.35 kDa ) MEGWNSTPEA
1075-1275
201 aa
v B'cAa v B'cAb 22.27 kDa
PvAa AGAAECSFSKE PvAb AHAAECTMVR
KKILAPGLKN 1384-1533 KKILVPGLKN 1419-1569
1072-1144 150 aa 1077-1180 151 aa
73 aa 16.95 kDa 104 aa 17.12 kDa
7.38 kDa 10.69 kDa

Sekil 4.9. Levrek vitellojen formlar1 i¢in yumurta sarisi protein alt birimleri yapisinin sematik gdsterimi. Her bir Vtg formuna ait isimler
(VtgAa, VtgAb veya VtgC), onlar1 takip eden amino asit (aa) bazinda birincil polipeptid uzunluklar1 ve bunlarin hemen altinda parantez
icerisinde verilmis bu polipeptidlerin molekiiler agirliklar1 (kDa) koyu karakterlerle gosterilmistir. Yatay acik gri bloklar her bir Vtg
formunda bulunan YP alt birimini (LvH, Pv, LvL, B'c ve Ct), bu bloklardan asagi dogru uzanan oklar YP alt birimi isim kisaltmalarini, ilk
10 N-ucu amino asit dizisini, sinyal peptid dahil Vtg kodlama dizisi lizerinde bulunduklar1 pozisyonu, YP alt birimi uzunlugunu (aa) ve
amino asit dizisinden yola ¢ikilarak hesaplanan tahmini molekiiler agirligini1 (kDa) ifade etmektedir.



4.10.2. Levrek vitellojen ve yumurta sarisi protein iiriinlerinin kan plazmasinda

saptanmasi

Calismanin basinda, 17B-E, tetiklemesinin kontrolii amaciyla SDS-PAGE
iizerinde aynistirilmis, E, ile uyarilmis erkek levreklere ait plazmalarda ~180 kDa’luk
bir protein bandi saptanmis ve kiitle spektrometrisi analizlerinde, bu bantta levrek
Vtg’lerine ait peptidler tespit edilmisti (Sekil 4.1). Calismanin bu kisminda, SDS-PAGE
iizerinde PV ve OV asamalardaki disi ve E, ile uyarilmis erkek levrek plazma
orneklerinde (IP) bulunan, ancak kontrol grubu o6rneklerinde bulunmayan, ~188-189
kDa, ~138 kDa, ~123 kDa, ve ~112-113 kDa agirliga sahip dort protein bandi tespit
edilmigtir (Sekil 4.10A). Aymi Orneklerde, kefal anti-LvAb antikoru kulanilarak
gerceklestirilen Western blot iizerinde saptanan bantlara ait molekiiler agirliklarin
(sirastyla ~184 kDa, ~136 kDa, ~118-122 kDa ve ~109 kDa), bunlara benzer olduklari
goriilmektedir  (Sekil 4.10C). Western blot {izerinde kefal anti-LvAb’ye
immiinoreaktivite gdsteren ~184 kDa’luk bandin saptanan biiyiikliiglinlin, SbsVtgAb
amino asit dizilerinden hesaplanan molekiiler agirlik (~186 kDa, Sekil 4.9) ile yiiksek
benzerligi, CBB veya immiin boyama (immunostaining) yogunluguna dayanarak,
SbsVtgAb olarak tanimlanmistir. Blot {izerinde tespit edilen diger immiinoreaktif
bantlar, muhtemelen SbsVtgAb ve SbsLvHADb iiriinlerinin yi1gilim veya proteoliz

iriinlerini ya da 6zgiil olmayan baglanmalar1 temsil etmektedir.

Kefal anti-LvAa antiserumu kullanilarak gergeklestirilen Western blot {izerinde,
PV ve OV disilerine ait plazma 6rneklerinde beliren iki bandin biiytikliikleri ~174-175
kDa ve ~112-113 kDa (Sekil 4.10B) olarak tespit edilmistir. Estradiol ile uyarilmis
erkek levreklerde, vitellogenezin yliksek oranda tetiklenmis oldugu ve blot iizerinde
beliren ancak biiyiikliigli tam olarak saptanamayan (iist ve alt smir dlgiimlerinden
tahminen ~146-185 kDa arasinda oldugu belirlenen) biiyiik bir immiinoreaktif bant ile
dogrulanmistir. SbsVtgAa cDNA’sindan tiiretilmis amino asit dizileri i¢in hesaplanan
tahmini molekiiler agirlik (~181 kDa), SbsVtgAb i¢in hesaplanan tahmini degerden
(~186 kDa) yalnizca 5 kDa kiigiik ve SDS-PAGE {izerinde IP, PV ve OV plazmalarinda
beliren protein bantlar1 biiytlikliigl ile benzerdir. Kefal anti-LvAa antikoru kullanilarak

gerceklestirilen Western blot {izerinde, PV ve OV plazmalarinda tespit edilen, bu
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degerlere en yakin biiyiikliikkteki immiinoreaktif bantlarin, ~174-175 kDa olduklari
goriilmektedir (Sekil 4.10B). SDS-PAGE ve Western blot iizerinde, SbsVtgAa
cDNA’sindan tiiretilmis amino asit dizileri i¢in hesaplanan tahmini molekiiler agirligina
daha yakin biiyiikliikte bantlarin belirmemesi agiklanamasa da heterolog kefal anti-Lv
antikorunun biiytlik ihtimalle hafif proteolize ugramis SbsVtgAa molekiilii ile etkilesmis
oldugu sanilmaktadir. Postvitellojenik (PV) ve OV disi plazmalari Western blotu
tizerinde beliren ~174-175 kDa’luk bantlarin, pozisyon olarak SDS-PAGE {izerinde
~188-189 kDa’da beliren protein bantlarinin alt smrlarina  karsilik  geldigi
goriilmektedir. Bu bandin ayrica, ve CP Orneginde reaksiyon vermeyen ancak IP
orneginde tespit edilen ~153-192 kDa’luk bant araligina karsilik geldigi goriilmektedir.
Biitlin bunlara dayanarak, kefal anti-LvAa antiserumu kullanilarak gerceklestirilen
Western blot iizerinde PV ve OV disi plazma 6rneklerinde beliren ~174-175 kDa’luk
bantlar SbsVtgAa olarak tanimlanmistir. Ayrica, bu blot lizerindeki ~112-113 kDa’luk
diger bantlarin, SbsVtgAa proteoliz iiriinleri oldugu sanilmaktadir (Sekil 4.10B).

SDS-PAGE iizerinde PV veya OV disi veya E, ile uyarilmis erkek levrek
plazma Orneklerinde (IP) belirlenen iki protein bandi (~138 kDa ve 123 kDa), ayni
zamanda kefal anti-LvC antikoru kullanilarak gerceklestirilen Western blot {izerinde 1P
orneklerinde saptanan ~140 kDa ve ~123 kDa’luk iki bantla, sirasiyla benzer ve ayni
biiyiikliktedir (Sekil 4.10D). Bu nedenle denatiire olmus SbsVtgC polipeptid
monomerinin molekiiler agirliginin ~138-140 kDa araliginda ve SbsVtgC cDNA’sindan
tiiretilmis amino asit dizileri i¢in hesaplanan tahmini biiyiikliik ile (~143 kDa; Sekil 4.9)
uyum i¢inde oldugu sdylenebilir. Dolayisiyla, Western blot iizerindeki ~140 kDa’luk
koyu bant, SbsVtgC olarak tanimlanmistir. Blot iizerindeki diger bantlarin SbsVtgC’nin
0zgil olmayan proteoliz iiriinleri oldugu tahmin edilmektedir. Postvitellojenik (PV) ve
OV asamalardaki disilere ait plazma orneklerinde, kefal anti-LvC antikoru kullanilarak
gerceklestirilen Western blot {izerinde herhangi bir immiinoreaktiviteye rastlanmamig
olup bu durum disi levrek kaninda bu asamalarda, VtgC seviyelerinin ¢ok diisiik
oldugunu ortaya koymaktadir. Bu bulgular ayrica, ¢alismanin ilerleyen bdliimlerinde
PV asamalarindaki disi plazmalarindan kiitle skeptrometrisi yoluyla elde edilen

bulgularla birbirini desteklemektedir.
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Sekil 4.10. Levrek vitellojenlerinin disi ve estradiol ile uyarilmis erkek kan plazmasinda
SDS-PAGE ve Western blot yoOntemleri ile saptanmasi. Diisey parantezler, tam
molekiiler agirligi saptanamayan yogun, ancak difiize halde boyanmis bantlarin
bliytikliikk araligini ifade etmektedir. Bireysel bantlari isaret eden oklarin yanindaki
sayilar, isaret edilen bandin molekiiler agirligini (kDa) ifade etmektedir. M: Standart,
PV: Postvitellojenik disi plazmasi, OV: Ovulasyondaki disi plazmasi, CP: Negatif
kontrol grubu erkek plazmasi, IP: 17f-estradiol ile uyarilmis pozitif kontrol erkek

plazmasi.
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4.10.3. Levrek vitellojen ve yumurta saris1 protein iiriinlerinin ovaryumda

saptanmasi

Postvitellojenik  (PV) ve OV ovaryum ekstraktlar1 SDS-PAGE ile
ayristirildiginda, bu Orneklerin birinde veya her ikisinde tespit edilen protein
bantlarindan bes tanesinin (~90 kDa, ~77 kDa, ~48 kDa, ~28 kDa ve ~23 kDa; Sekil
4.11A), kefal anti-LvAa antiserumu kullanilarak gerceklestirilen Western blot iizerinde
belirlenen bantlarla (sirasiyla ~93 kDa, ~77 kDa, ~48 kDa, ~27 kDa ve ~23 kDa; Sekil
4.11B) benzer veya ayni biiyiiklikte oldugu gozlenmistir. Belirlenen bant
biiyiikliigiiniin, hesaplanan SbsLvHAa polipeptid molekiiler agirlig: (~115 kDa, Sekil
4.9) ile karsilastirmasi, CBB veya immiin boyama yogunluguna dayanarak, Western
blot lizerinde kefal anti-LvAa antiserumuna immiinoreaktivite gdosteren ~93 kDa’luk
bandin, SbsLvHAa YP alt biriminin sinirlt 6zgiil olmayan proteolizi veya olgunlasma
sirasindaki ayrigma iriinii olabilecegi sonucuna varilmistir (Sekil 11B). Bu bandin,
LvHAa’nin 6zgiil olmayan proteolizi {iriinii veya s6z konusu érnekleme zamaninda (PV
asamada) hali hazirda kismen baslamis olan olgunlasma proteolizi iirlinii oldugu
sanilmaktadir. SDS-PAGE jel iizerinde PV asamasindaki disi gonadinda, ~93 kDa’luk
bandin degil de hemen iizerindeki ~106 kDa’luk bandin saptanmis olmasi, bu bandin
herhangi bir proteolize maruz kalmamis SbsLvHAa alt birimini temsil ettigini ortaya
koymaktadir. Yaklasik 93 kDa’luk protein bandi, PV ovaryum ekstrakti Western blotu
iizerinde immiinoreaktivite gosteren tek bant olsa da OV ovaryum 6rnegi blotunda daha
kiigiik agirliklarda birkag bant daha saptanmistir. Western blot iizerinde, OV ovaryum
ekstraktinda bulunup da PV ovaryumunda bulunmayan SbsLvHAa’den kiigiik ancak
SbsLvLAa’den biiyiik molekiiler agirliga sahip birkag bant (~77 kDa, ~48 kDa, ~46
kDa) daha, oosit olgunlasmast (PV) ile ovulasyon (OV) asamalar1 arasinda
SbsLvHAa’da gerceklestigi diislinlilen proteolize isaret etmektedir. Ancak, s6z konusu
proteolitik parcalanmanin 6rnekleme zamaninda heniiz tamamlanmadigi goriilmektedir.
Postvitellojenik (PV) disi 6rneklerinde bulunmamasinin nedeni anlasilamasa da tespit
edilen bant biiylikligii ve levrek LvLAa’nin cDNA’dan tiiretilmis olan polipeptid
dizilerinden hesaplanan tahmini molekiiler agirhgr (~27 kDa, Sekil 4.9)nin
karsilagtirmasi ile immiin boyama yogunluguna dayanarak, Western blot {izerinde kefal

anti-LvAa antiserumuna reaksiyon veren ~27 kDa’luk bandin, levrek LvLAa’y1 temsil
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ettigi sonucuna varilmigtir. Ancak, bu bantla beraber bunun hemen altinda bulunan ~27
kDa’luk bandin, SbsLvHAa proteolitik iirlinli olma olasilig1 da yiiksektir. Western blot
iizerinde belirlenen SbsLvHAa’nin sinirlt proteolizi ve SbsLvLAa’nin biiyiik oranda
degismemis yapisi, pelajik yumurtalar birakan diger deniz baliklarinda (Matsubara vd
1999, 2003, Reith vd 2001, Finn vd. 2002ab, Sawaguchi vd 2006, Finn 2007ab, Amano
vd 2008, Kolarevic vd 2008) bu asamada neredeyse tamamlanmis olmast beklenen
LvHAa tam proteolitik ayrismasinin, levrekte gerceklesmedigi ihtimalini ortaya

koymaktadir.

SDS-PAGE f{izerinde, PV ovaryum ekstraktinda zayif, ancak OV disi gonad
orneginde koyu halde beliren iki protein bandinin (~106 kDa ve ~90 kDa), ayni
orneklere ait Western blot {izerinde kefal anti-LvAb antiserumuna immiinoreaktivite
gosteren, sirastyla ~113-111 kDa ve ~97-93 kDa’luk bantlara karsilik geldigi
goriilmektedir (Sekil 4.11C). Biiyilik olan (~113-111 kDa) bant ayrica, cDNA tiirevi
amino asit dizilerinden hesaplanan SbsLvHAb molekiiler agirligi ile de uyum
gostermektedir (~116 kDa, Sekil 4.9). Bu nedenle PV ovaryum Western blotu
tizerindeki ~113 kDa’luk bant SbsLvHAD olarak, ~111 kDa’luk bant ise SbsLvHAb nin
hafif proteolize ugramig formu olarak tanimlanmistir. Bu bandin hemen altindaki ~97
kDa’luk bant ise SbsLvHADb nin proteoliz iirlinii olarak tanimlanmistir (Sekil 4.11C).
Bu durum, SbsLvHAb’nin oosit olgunlagmast sirasindaki proteolizinin PV
asamasindaki disilerde Ornekleme sirasinda hali hazirda baslamis oldugu ihtimalini
ortaya koymaktadir. Bunlara yakin biiyiikliiklerde (~111 kDa ve ~93 kDa) tespit edilen
ve OV ovaryum ekstraktinda bulundugu halde PV asamasinda saptanamayan daha
kiiciik molekiiler agirliga sahip diger bantlar (6rn. ~82 kDa, ~71 kDa ve ~68 kDa),
SbsLvHAb’nin oosit olgunlagmasi sirasinda hafif derecede proteolize maruz kaldiginin
gostergesidir. Bu durum, genel olarak pelajik yumurtalar birakan diger deniz
teleostlarinda bildirilen ve LvHADb’nin oosit olgunlagsmasi sirasinda sadece kismi
proteolize ugradigini iddia eden durum ile tutarlilik géstermektedir (Reith vd 2001, Finn
vd 2002ab, Sawaguchi vd 2006, Amano vd 2008¢c). Ornek olarak, V. moseri’de LvAb
biitiin polipeptidinin yaklasik {i¢te birinin proteolize oldugu bildirilmistir (Matsubara vd

1999). Moronidae tiirleri arasinda benzer bir fenomen, ayrica ¢izgili levrek LvHAD i¢in
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(Reading vd 2009) ve hangi Vtg formundan tiiredigi belirtilmeyen M. chrysops LvH
icin (Hiramatsu vd 2002d) bildirilmistir.

Ovaryum ekstraktinin, Western blot iizerinde kefal anti-LvC antiserumuna
gosterdigi immiinoreaktivite sonucu PV ve OV icin tespit edilen, sirasiyla ~114-111
kDa, ~74-76 kDa ile ~24-24 kDa biiyiikligiindeki bant ¢iftlerinin yanisira, sadece OV
ovaryum ekstrakti blotunda bulunan ~35 kDa biiyiikliigiinde koyu bir bant (Sekil
4.11D) tespit edilmistir. Bu bant ciftleri veya teklerinin biiyiiklikleri, SDS-PAGE
izerinde tespit edilen bazi protein bantlarmin biiyiikliigiiyle (sirasiyla, ~106 kDa, ~77
kDa ve ~22-23 kDa, Sekil 4.11A) uyum gostermektedir. Yaklasik 114 kDa’luk bant,
tespit edilen biiytlikliigli ve SbsLvHC polipeptidi i¢in hesaplanan tahmini molekiiler
agirhgr (~119 kDa, Sekil 4.9) ile yakin benzerligi ve immiin boyama yogunluguna
dayanarak, SbsLvHC olarak tanimlanmistir. Bu bant, OV disi gonad ekstraktinda tespit
edilemezken, ~111 kDa’luk bir baska bandin sadece bu Ornekte goze carpmasi,
SbsLvHC nin oosit olgunlagmast sirasindaki ikinci proteolize ugradiginin bir gostergesi
olabilir. Bununla beraber, PV asamalarindaki disilere ait ovaryum ekstraktinda tespit
edilen daha kii¢cliik molekiiler agirliga sahip diger bir bant (~74 kDa), SbsLvHAa ve
SbsLvHAb’de oldugu gibi SbsLvHC’de de oosit olgunlasmasi sirasidnaki YP
proteolizinin PV agamasinda basladigini gostermektedir (Sekil 11D). Ovulasyon (OV)
asamasindaki disi ovaryum ekstraktinda ~111 kDa’da saptanan ve SbsLvHC’nin
proteoliz iiriinii oldugu diisliniilen zayif bir bandin yani sira, ~97 kDa, ~76 kDa ve ~48
kDa’da beliren ancak PV asamasinda bulunmayan diger bantlar, SbsLvHC nin, oosit
olgunlagmas1 sirasinda daha sinirl proteolize ugradigini ortaya koymaktadir. Ovulasyon
asamasindaki (OV) disi ovaryum ekstraktina ait Western blot iizerinde tespit edilen ~24
kDa’luk bant, SbsLvLC cDNA’sindan tiiretilmis amino asit dizileri i¢in hesaplanan
tahmini deger (~22 kDa, Sekil 4.9) ile yakin benzerliginden dolayr SbsLvLC olarak
tanimlanmistir. SbsLvHC’nin yogun proteolizine karsin SbsLvLC’nin ayrigsmadan
biitiin halde kalmas1 yukarida sozii edilen bazi diger acantomorph tiirlerde rastlanana
gore oldukca farkli bir durumdur. Kefalde ve G. affinis’te, VtgC (LvHC dahil)’nin oosit
olgunlagsmas1 sirasindaki proteolizden biiyiik oranda etkilenmemis halde ¢iktig1
bildirilmistir (Amano vd 2007b, Sawaguchi vd 2005b). Ancak V. moseri (Matsubara vd
2003), P. major (Sawaguchi vd 2006) ve Atlantik pisi balig1 (Finn vd2002a)’nda
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VtgC’nin oosit olgunlagmasi sirasinda proteolitik olarak ¢ok az proteolize ugradigi veya
bu calismada levrekte tespit edildigi diizeylerde olmasa da kismi proteolize ugradig:
bilinmektedir. Moronidae tiirleri arasinda VtgC (muhtemelen LvHC)’nin, oosit
olgunlagsmasi1 sirasinda ¢izgili levrekte (Reading vd 2009) kismi proteolize ugradigi
ancak beyaz levrekte herhangi bir degisime ugramadan kaldig1 (Reading ve Sullivan

2011) bilinmektedir.

SDS-PAGE ve Vtg’ye o6zgiin kefal anti-Lv antikorlar1 kullanilarak ovaryum
ekstrakti i¢in gergeklestirilen Western blot bulgular1 biitiin halde degerlendirildiginde,
levrege ait Vtg formlarindan tliremis YP’lerin hepsinin oosit olgunlagsmasi sirasinda
kismi proteolize ugradigi goriilmektedir. Levrekte oosit olgunlagsmasi sirasindaki
proteolizin 6zellikle LvHAa, LvHADb ve LvHC nin siurli parcalanmasini hedef aldigi,
bunun yaninda LvLAa ve LvLC alt birimlerinin biiyiik oranda degismeden kaldig:
sOylenebilir. Western blot iizerinde, LVLAD i¢in hesaplanan tahmini molekiiler agirliga
(~27 kDa, Sekil 4.9) yakin herhangi bir bant tespit edilemediginden, oosit olgunlagmasi
sirasinda  LvLAb alt birimine ne oldugu hakkinda herhangi bir degerlendirme
yapilamamaktadir. Oosit olgunlasmasi sirasinda gerceklesen proteolizin, oosit
hidrasyonu, yumurtanin uygun yiizebilirlik karakteri kazanmasi (Matsubara vd 2003,
Finn ve Kristofferson, 2007, Cerda vd 2007, Babin vd 2007) ve embriyo icin besin
kaynag1 olan FAA havuzu olusumu (Matsubara vd 2003, Finn ve Fyhn 2010, Reading
ve Sullivan 2011)’ndaki 6nemi géz oniinde bulunduruldugunda, levrege 6zgiin olan bu
proteoliz sekli tizerine daha detayli ¢aligmalar yapilmasi faydali olacaktir. Western blot
yontemiyle elde edilen bulgularin dogrulugunun pekistirilmesi agisindan, kan
plazmasinda bulunan, vitellojenden farkli bir standart proteine karsi bir antiserum
kullanilarak yiikleme kontrolii gerceklestirilmesi gerekmektedir. Bunun yaninda,
ovaryum ekstraktt Western blot analizlerinin dogrulugunun pekistirilmesi amaciyla
vitellogenez Oncesi asamada bulunan gonad Ornegi kullanilarak bir negatif kontrol
reaksiyonu gergeklestirilmelidir. Son olarak, asagidaki boliimde anlatilan ve Western
blot sonuclarmi dogrulamak amaciyla PV ovaryum &rnekleri i¢in gergeklestirilmis olan,
Vtg’den tiiremis YP alt birimlerine ait peptid spektralarinin incelendigi kiitle
spektrometrisi uygulamalarinin OV ovaryum oOrneklerinde de gergeklestirilmesi

gerekmektedir.
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Sekil 4.11. Levrek vitellojen ve yumurta saris1 protein {irinlerinin ovaryumda SDS-
PAGE ve Western blot yontemleri ile saptanmasi. Diisey parantezler, tam molekiiler
agirhigl saptanamayan yogun, ancak difiize halde boyanmig bantlarin biiytikliik araligini
ifade etmektedir. Bireysel bantlar1 isaret eden oklarin yanindaki sayilar, isaret edilen
bandin molekiiler agirligin1 (kDa) ifade etmektedir. M: Standart, PV: Postvitellojenik

disi ovaryum ekstrakti, OV: Ovulasyondaki disi ovaryum ekstrakti.
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4.11. Levrek Vitellojen ve Yumurta Sarisi Protein Uriinlerinin Postvitellojenik Disi
Karaciger, Plazma ve Ovaryumundaki Miktarlarinin Kiitle Spektrometre Analizi

ile Saptanmasi

Bu c¢alismada, levrek Vtg’lerinin sentezi, taginmasi ve oosit icerisine alinmast
seviyelerine dair bir fikir edinebilmek amaciyla, bu proteinler ve enzimatik ayrigma
driinleri YP’lerin karaciger, plazma ve ovaryumdaki miktarlar1 ve birbirine oranlar
kiitle spektrometre (nanoLC-MS/MS) analizi ile belirlenmistir. Bunlara ek olarak bu
yontem, levrek Vtg ve bunlarin YP iiriinlerinin yumurta sarisindaki (ovaryum ekstrakti)
varliginin, SDS-PAGE ve kullanilan antikor 6zgiinliigii nedeniyle yalnizca levrek LvH
ve LvL alt birimlerinin belirlenmesi ile sinirli kalan Western blot gibi yontemlerden
bagimsiz olarak ortaya konmasmma yardimci olmustur. Vitellojenlerden tliremis
YP’lerin, biliylimeyi tamamlamig oosit icerisindeki yumurta sarist protein depolarina
oransal katkilar1 hakkinda bilgi edinmek amaciyla kiitle spektrometre analizinde
kullanilmak iizere, PV asamasindaki ovaryum Ornekleri secilmistir. Levrekte yapilmis
onceki ¢aligmalara gore, PV asamasindaki disilerde halen yiiksek olmasi beklenen
kandaki E; seviyeleri ve dolayisiyla hepatik vitellojen sentezi ile kandaki Vtg seviyeleri
(Mafianés vd 1997, Navas vd 1998) bu c¢alismadan elde edilen sonuglarla da
dogrulanmistir (Sekil 4.8A). Kiitle spektrometre analiz yontemleri, daha 6nce kompleks
protein karisimlart igerisinde Vtg’den tiiremis YP’lerin tanimlanmasinda (Reith vd
2001, Kolaravic vd 2008, Kristofferson vd 2009) kullanilmistir. Bu c¢aligmada
kullanilan ve isaretlenmemis (label free) kantifikasyonla elde edilmis verilerin

degerlendirilmesinde ProteolQ gibi basit ama son derece etkili bir metot kullanilmstir.
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Cizelge 4.6. Postvitellojenik disi levrek karaciger, plazma ve ovaryumunda kiitle
spektrometre analizi ile tespit edilen triptik peptidler. Peptidlerin karsilik geldigi her
vitellojene ait yumurta sarisi protein alt birimleri “YP Alt Birimi’, amino asit dizileri
‘Peptid Dizisi’, toplam spektra sayilar1 ‘Total Spektra Sayist’, tespit edildikleri doku
‘Doku’ ve vitellojen dizileri iizerindeki baslangic ve bitis pozisyonlar: (Start-Stop)
kolonlarinda verilmistir. L: Karaciger, P: Plazma, O: Ovaryum.

YP Total
Alt Peptid Dizisi Spektra Doku Start-Stop

Birimi Sayis1i

LvHAa YEALLLGGLPEEGLAK 28 L/P/0 34-49
VLISAAAQNIYMLK 32 L/P/0 58-71
LVEPELFEYSGIWPK 1 0 72-86
LTSALAAQLMIPIK 4 P/0 96-108
MSAPEGISTMVLNVYR 36 P/0 119-134
GILNVLQLNIK 8 P/0 135-145
TQNVYELQEAGAQGVCK 7 0 147-163
QSLVFLEIQR 24 P/0 260-269
APIVPIQAQYLHR 9 0 270-282
LVEALAINSK 10 0 415-424
EIVLLGYGTMISK 41 L/P/0 433-445
ILPIHGTAAASLPIK 11 P/0 499-513
MIQELALQLYMDK 6 P/0 532-544
TEENLQVASFTYSHMK 4 0 577-592
STAATHASVASACNVAIK 21 0 597-614
TSAYLAGAAADVLEVGVR 2 0 666-683
TEGLQEALLK 7 0 684-693
TEGLQEALLKNPALIDNADR 21 L/P/0 684-703
SLPSSTPLASVYVK 2 0 719-732
FFGQEIAFANIDK 35 L/P/0 733-745
ALIDQAIALATGPSVQTVGR 15 P/0 746-765
IATENAVFISDIALYK 6 P/0 999-1014
QINLSEEEITEGRPILMK 3 P 1053-1070

LvLAa FLGNEVAPTFAIIVR 10 P/0 1186-1200
QYDTMITAETGLVGPSPAAR 39 L/P/0 1263-1282
MAWTELPSALK 18 P/0 1285-1295
VYDYIPASMLAGLIQGK 3 P 1301-1317
DQNSANQLSLTVVATSDR 33 L/P/0 1318-1335
GLTPFDGLADK 2 0 1366-1376

p'cAa YKNEMPLSCYQVLAQDCTDEIK 1 0 1404-1425
TADIDIDLYPK 28 L/P/0 1444-1454
VNGMEIPINNLPYQHPTAK 32 L/P/0 1462-1480

CtAa CYSVEPVLR 3 P 1589-1597

Devami Arkada

106



Cizelge 4.6.’nin Devam1

YP Total
Alt Peptid Dizisi Spektra Doku Start-Stop

Birimi Say1is1t

LvHAb YEALLMGGLPEEGLAR 62 L/P/0 34-49
VLINAASPDTFMLK 74 L/P/0 58-71
LVDPEIFEYSGIWPK 11 P/0 72-86
VFAPAGVSATVLNIYR 33 L/P/0 119-134
GILNIFQLNIK 1 P 135-145
GILNIFQLNIKK 1 P 135-146
TQNVYELQEPGAQGVCK 18 0 147-163
DIGLAYTEK 8 0 195-203
QILTFLEIEK 9 P/0 260-269
QILTFLEIEKTPVMPIR 1 P 260-276
FIELIQLLR 33 L/P/0 333-341
YESTEALWTQFK 4 P/0 345-356
HWILNAVPAIGTHAALR 20 P/0 363-379
EIVMLGYGTLVAK 59 L/P/0 433-445
GETIEELIVALK 23 L/P/0 472-482
VLGNAGHPASLKPIMK 3 0 483-498
LLPGFGSAAAGLPLR 55 L/P/0 499-513
VHIDAVLALR 36 L/P/0 514-523
MIQEMAVQLFMDK 48 P/0 532-544
EKNLQVASFVYSYMK 2 0 578-592
NLQVASFVYSYMK 29 P/0 580-592
NTAPDFASVAAACNVAVK 53 L/P/0 597-614
TYLAGAYADVLELGVR 4 P/0 668-683
TEGVQEALLK 11 P/0 684-693
ANPLSQPLASVYVK 35 L/P/0 719-732
FFGQEIAFANIDK 35 L/P/0 733-745
LQFLPVQGVDK 20 L/P/0 892-904
IATALVDTFAVAR 52 L/P/0 905-917
ITPMIPTEVAAK 4 L/0 927-938
MCAAIETFGIK 10 0 988-998
DSPLYAIIGR 33 L/P/0 1013-1022
HAVMVEVAPAAGPVIEK 4 0 1023-1039
TELEIQVGEK 30 L/P/0 1040-1049
VINMSEEEEILEDK 6 L/0 1057-1070

PvAb MIDVVAPISK 1 0 1126-1135
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Cizelge 4.6.’nin Devam1

YP Total
Alt Peptid Dizisi Spektra Doku Start-Stop

Birimi Sayisi

LvLAb YLANAITPAVTILIR 17 L/P/0 1218-1232
VQGYQIAAYFDR 44 L/P/0 1240-1251
LQVVFANLAENDHWR 29 P/0 1256-1270
TCADGVMLSYHK 5 0 1271-1282
VAWGIECK 3 0 1287-1294
QYETEITAETGLVGQDPAVR 59 L/P/0 1295-1314
MTWDKIPTNMK 2 0 1317-1327
ELSEYLSR 10 P/0 1332-1339
TALEAGIGLAK 40 L/P/0 1340-1350

B'cAb DKLITFNNR 2 0 1429-1437
LITFENNR 2 0 1431-1437
FKNEMPHSCYQVLAQDCSQELK 8 P/0 1439-1460
NEMPHSCYQVLAQDCSQELK 10 0 1441-1460
DQTLEQNLINVK 21 L/P/0 1468-1479
IENIDVDLYPK 30 L/P/0 1480-1490
TENIDVDLYPKDSAIMVK 27 P/0 1480-1497
VNGVEIPISNLPYQHPAGQIQIR 36 P/0 1498-1520

CtAb NAVSYAHSWVLPGK 25 P/0 1582-1595
CYSVEPVLR 3 P 1625-1633
SIDLSETSEAHVACR 16 P 1672-1686

LvHC YEGGVNFGLGAPNLAESGVR 14 0 34-53
DMTITQVVDVSGCR 8 0 176-189
YVYNVKPTEEGGLITQAHGLER 5 0 220-241
EMVLLGVSDTAR 6 0 261-272
VMPYEELEAMWR 2 0 342-353
MFLNMPFSK 10 L/0 418-426
NGNEADMVIALK 12 0 471-482
FLPGVAATPVDLPPR 32 P/0 499-513
DPHSVQDITMSLFLQK 1 0 529-544
SSTPENHFLSTIACNVAVK 10 P/0 597-614
SATNIFPTEIMMK 8 0 653-665
TLQLMELGIR 23 P/0 674-683
ASGQEWFFADINK 1 0 733-745
DFIQNIIR 4 P/0 746-753
YFQATTLGLPLEISK 10 0 791-805
MPLAIPWK 1 0 872-879
KFELDFLPCK 6 0 890-899
FELDFLPCK 1 0 891-899

LvLC MCVDTIVHAHAEAK 2 0 1132-1145
QEVSASVVAASADSIDMK 4 0 1218-1235
IKFPEYTVER 8 0 1236-1245
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Doku Ornegi

Sekil 4.12. Postvitellojenik disi levrek karaciger, plazma ve ovaryumunda kiitle
spektrometre analizi ile tespit edilmis olan VtgAa, VtgAb ve VtgC’ye ait triptik
peptidlerin ters Log transformasyonu gercgeklestirilmis spektra sayilari. Diisey kolonlar
N=4 baliga ait ortalama degerleri, diisey ayiraclar ise ortalamanin standart hata (SEM)
degerlerini gostermektedir. Kolonlarin {izerinde yer alan yatay ayraclar, ortalama
degerler arasinda istatistiki farkliliklart P < 0.05, P < 0.01 veya P < 0.001 6nem
diizeyine gore, sirasiyla (*), (**) veya (***) ile ifade etmektedir. Istatistiksel anlamda
onemli farklilik bulunmayan yerler, NSD (istatistiksel olarak Onemsiz fark; Not
Significantly Different) kisaltmasi ile belirtilmistir. Her bir Vtg formundan tliremis
triptik peptidlerin, farkli dokulardaki ortalama degerlerinin karsilastirmasinda kolonlar
iizerinde yerlestirilen kiiglik harf karakterler kullanilmigtir. Buna gore farkli harfler,
istatistiksel anlamda 6nemli farkliliklar1 ifade etmektedir.
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Postvitellojenik disi karaciger, plazma ve ovaryum O&rneklerinin, nanoLC-
MS/MS analizi sonucunda SbsVtgAa’ya ait 33 Gzgiin triptik peptid tespit edilmistir
(Cizelge 4.6). Bu peptidlerin tamami goéz Oniinde bulunduruldugunda, SbsVtgAa
birincil peptid dizisinin (sinyal peptid hari¢) % 30’unu olusturduklar1 goriilmektedir.
SbsVtgAa’ya karsilik geldigi belirlenen bu peptidlerin, 23’{iniin LvHAa, 6’sinin LvLAa
3’lnlin B'cAa ve 1’inin ise varsayilan CtAa alt birimlerinin tiirevi olduklar tespit
edilmistir (Cizelge 4.6). Bu peptidlerin ¢oguna, PV asamadaki disilere ait plazma ve
ovaryum Orneklerinde rastlanirken, bunlarin yalnizca kiigiik bir kismina karacigerde
rastlanmigtir. SbsVtgAa’ya ait peptidlerin karaciger, plazma ve ovaryumdaki ortalama
spektra sayilart (Normalized Spectral Counts; N-SC)’nin logaritmik transforme
degerleri (LoglO[y + 1], y = N-SC) arasinda istatistiki olarak 6énemli diizeyde farklar
oldugu gozlenmistir (Sekil 4.12). Buna gore, peptid N-SC degerlerinin ovaryumda
plazmadan (P < 0.05), plazmada ise karacigerden daha yiiksek oldugu (P < 0.01)

belirlenmistir (ovaryum >>plazma>karaciger, Sekil 4.12).

Postvitellojenik disi karaciger, plazma ve ovaryum orneklerinde, SbsVtgAb’ye
ait 55 ozgiin triptik peptid tespit edilmistir (Cizelge 4.6). Toplamda bu peptidlerin,
SbsVtgAb tam peptid dizisinin % 43.6’sm1  olusturduklar1  goriilmektedir.
SbsVtgAb’den tiiremis bu peptidlerin, 34’iiniin LvHADb, 1’inin PvAb, 8’inin 'cAb ve
3’{iniin ise varsayilan CtAa alt birimlerine ait olduklar1 ortaya konmustur (Cizelge 4.6).
LvHADb’den tiiremis peptidlerin yaklasik % 42’sinin her {i¢ doku tiiriinde de yliksek
oranda bulundugu, geri kalanlarin ise yalnizca plazma ve ovaryum oOrneklerinde tespit
edildigi goriilmektedir. SbsVtgAa’dan tiiremis peptidlerde oldugu gibi, SbsVtgAb’den
tiremis peptidlerin karaciger, plazma ve ovaryumdaki ortalama N-SC logaritmik
transforme degerleri (LoglO[y + 1], y = N-SC) arasinda istatistiki olarak énemli (P <
0.001) diizeyde farklar oldugu belirlenmistir. Buna gore, ortalama normalize peptid
spektra sayilariin (N-SC) ovaryumda plazmadan daha yiiksek oldugu, plazmada ise
karacigerden daha yiiksek oldugu belirlenmistir (ovaryum >>plazma>karaciger, Sekil

4.12).

SbsVtgC’den tiiremis olan toplam 21 peptidin, 18’inin LvHC ve 3’iiniin

LvLC’ye ait oldugu, bunlardan sadece bir tanesinin karacigerde bulundugu, geri kalan
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peptidlerin % 80’inin yalnizca ovaryumda bulundugu ve SbsVtgC tam peptid dizisinin
% 22.1’ini olusturdugu belirlenmistir. Diger levrek Vtg formlarindan tiiremis
peptidlerde (SbsVtgAa ve SbsVtgAb) oldugu gibi, SbsVtgC’den tiiremis peptidlere ait
karaciger, plazma ve ovaryumdaki ortalama N-SC logaritmik transforme degerleri
(LoglO[y + 1], y = N-SC) arasinda istatistiki olarak énemli (P < 0.001) diizeyde farklar
oldugu goriilmiistiir. Buna gore, ortalama normalize peptid spektra sayilarinin (N-SC)
ovaryumda plazmadan daha yiiksek oldugu (P < 0.001), plazmada ise karacigerden daha
yliksek oldugu (P < 0.05) belirlenmistir (ovaryum >>plazma>karaciger, Sekil 4.12).

Kiitle spektrometre analizleri, levrek Vtg’leri ve bunlardan tiiremis YP’lerin PV
asamasindaki disilere ait karaciger, plazma ve ovaryumdaki varligimi dogrulamistir
(Cizelge 4.6). Biitlin 6rnek tiplerindeki bulgular, levrek Vtg veya bunlardan tiiremis YP
seviyelerinin karacigerde en diisiik, kan plazmasinda orta diizeyde ve ovaryumda en
yliksek oldugunu gostermistir (Sekil 4.12). Karacigerden sentezlendikten hemen sonra
Vtg’lerin kana salindig1 ve biiylimekte olan oosite tasinarak YP formunda depolandig:
diisiiniildiiglinde, bu bulgular beklenen bir durumu ifade etmektedir. Tespit edilen
triptik peptidler, PvAa hari¢ levrek Vtg formlarina ait biitiin YP alt birimlerini temsil
etmekte olup bu peptidlerin dizileri olgun Vtg protein dizilerinin biiyiik bir kismini
olusturmaktadir. Yumurta saris1 protein alt birimlerinin tahmini biiytikliikleri (Sekil 4.9)
ile tespit edilen triptik peptid sayis1 (Cizelge 4.6) arasinda pozitif bir iligski oldugu goz
ontinde bulunduruldugunda, ~7 kDa biiytikliiglindeki PvAa alt birimine ait herhangi bir
triptik peptid tespit edilememesi olduk¢a normal bir durumdur. Bu bulgularla, her bir
levrek Vtg formuna ait YP alt birimlerinin (PvAa hari¢), PV asamasindaki disilere ait
gonadlarda yumurta saris1 depolarina katkilar1 da dogrulanmistir (Cizelge 4.6). Biitiin
bunlar gdz oniine alindiginda, her ii¢ levrek Vtg’inin de YP’lerine ayrigmak iizere oosit

icerisine alindig1 net olarak goriilmektedir.

Ornek tipine bagh olarak, SbsVtgAa’dan tiiremis YP’lere gore 2-5 kat arasinda
daha yiiksek miktarlarda bulundugu tespit edilen SbsVtgAb’nin levrekte bulunan
Vtg’ler arasinda baskin form oldugu goriilmektedir (Sekil 4.12). SbsVtgC yan {iriinii
YP’lerin, kan plazmasinda ve karacigerde SbsVtgAb YP’lerinde gore, sirasiyla 22 ve
113 kat daha az seviyelerde bulunduklari gozlenmektedir. Bu durum, VtgC’nin

111



karacigerden sentezinin ve dolayisiyla kana salgilanmasinin, levrekte oogenezin PV
asamasinda olduk¢a sinirli oldugunu ortaya koymaktadir. Tespit edilen 21 adet
SbsVtgC triptik peptidinden yalnizca bir tanesine (tespit edilen toplam peptid sayisinin
yalnizca % 5°i) karacigerde rastlanirken, bunlarin hepsine birden ovaryumda
rastlanmistir (Cizelge 4.6). Bunun yaninda, SbsVtg yan iiriinii peptidlerin ovaryumdaki
seviyelerinin diger 6rnek tiplerine gore oldukca yiiksek ve SbsVtgAb peptidlerinin
1/3’1 oraninda oldugu bariz goriilmektedir (Sekil 4.12). Bu bulgular, SbsVtgAb’nin
bliylimeyi tamamlamis levrek oositinde Vtg’den tiiremis YP’lerin % 54.5’ini
olusturarak oosit YP birikimine baskin bir katilim gosterdigini ortaya koymaktadir.
Ancak burada ayrica, SbsVtgAa ve SbsVtgC’nin de sirasiyla % 27.3 ve % 18.2 gibi

onemli oranlarda katilim gosterdigi de goriilmektedir.

Giliniimiize kadar incelenmis diger acanthomorph teleostlardan Atlantik pisi
baligi (Finn vd 2007), V. moseri (Sawaguchi vd 2008), kefal (Amano vd 2008ab) ve
mercan (Sawaguchi vd 2006)’da da kan dolagim1 ve/veya oosit YP depolarinda, temel
katilmi saglayan Vtg formunun VtgAb oldugu ancak VtgAa’nin da bu birikimlerde
onemli diizeyde katkilar1 oldugu gdzlenmistir. Ornegin, asir1 derecede yiizebilme
yetenegine sahip yumurtalar birakan (pelagophil) C. rupestris’te, VtgAb ve VitgC
formlarinin oosit YP depolarina katkisi ¢ok az seviyelerde olup VtgAa diger formlara
gore onemli bir farkla yumurta sarisinin temel kaynagini olusturmaktadir (Kolaravic vd
2008). Yukarida adi gegen biitiin bu tiirlerde VtgAa’dan tiiremis YP’leri ozmotik olarak
oosit hidrasyonuna ve yumurtanin ylizebilirlik karakteri kazanimina yardimci olmak
amaciyla yogun bir proteolizle FAA’lere ayrisirlar. Bunun yaninda VtgAb’den tiiremis
temel YP olan LvHAD, yalnizca smirli bir proteolize maruz kalir. Bu durum oosit
icerisindeki VtgAa/VtgAb oraninin, FAA havuzu biiyiikliigiinii kontrol ettigini ve
paralog Vtg formlarindan her birinin maruz kaldig1 farkli proteoliz derecelerini
yansittigin1 gostermektedir. Yiizebilirligi yiiksek yumurtalar birakan tiirlerde, VtgAa ve
VtgAb’nin oositlerde belli oranlarda depolandigi bilinmektedir. Bunun yaninda diger
baz1 tiirlerin, VtgAa/VtgAb oranlarin1 yumurta yiizebilirligini kontrol edecek sekilde
yumurtlama ortaminin tuzluluguna goére ayarlayabildigi 6ne siiriilmiistiir (Matsubara vd

2003, Sawaguchi vd 2006).
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Cogu teleostta VtgC, oosit olgunlagmasi sirasinda ugradig kiiciik ¢apli proteoliz
ve dolayisiyla yumurta FAA havuzuna veya yiizebilirligine sinirhi katkilar1 nedeniyle
daha 6nemsiz bir Vtg formu olarak degerlendirilmistir (Matsubara vd 2003, Hiramatsu
vd 2006, Finn ve Kristoffersen 2007, Reading vd 2009, Reading ve Sullivan 2011). Bu
sonuca, vitellojenik oosit igerisindeki Vtg tipine 6zglin LvH (LvHAa:LvHAb:LvHC)
oranlarina dayanarak varimistir. Kefalde bu oran 4:13:1 iken, V. moseri’de 9:15:1
olarak bildirilmistir. Ayrica LvHC nin, kefalde oositlerdeki toplam LvH birikiminin %
54’Und, V. moseri’de ise % 4’lnl olusturdugu belirtilmistir (Amano vd 2008a,
Sawaguchi vd 2006). Kefal oositlerinde belirlenen, V. moseri’dekine gore daha diisiik
LvHAa ve daha yiiksek LvHC seviyelerinin, kefalin aci sularda yumurtlamasi ve
oositlerinin follikiil olgunlagsmasi sirasinda hacimce yalnizca % 171 artisa neden olan
orta Olgekte bir hidrasyona ugramasiyla iliskili oldugu bildirilmistir (Greeley vd 1986).
Bunun yaninda, V. moseri oositlerinin hacimce % 314 (Matsubara ve Koya 1997),
yliksek yiizebilirlige sahip yumurtalar birakan diger tiirlere ait oositlerin ise hacimce %
260-643 (Greeley vd 1986) oraninda artisina neden olan ciddi hidrasyonlara ugradigi
bildirilmistir. Bu bilgilere gore kefalde Vtg tipine 6zgii LvH oraninin, LvHAa alt
biriminin ozmotik olarak aktif FAA havuzuna katkilarim1 sinirlayacak sekilde adapte

oldugu soylenebilir.

Sekil 4.12°de, karaciger i¢in verilmis olan normalize spektra sayilarinin ters
Logl0 [(N-SC) +1] ortalama degerlerine gore, Vtg formlarindan tiiremis peptidlerin
karacigerdeki miktarlart arasinda  yaklastk ~ 22.0:113.0:1.0 gibi  bir
SbsVtgAa:SbsVtgAb:SbsVtgC iligki oldugu belirlenmistir. Buna gore, karacigerde
SbsVtgAb’den tiiremis peptidlerin, SbsVtgAa’dan tiiremis peptidlerden yaklasik 5 kat
daha yiiksek seviyelerde bulundugu, buna karsin SbsVtgC’den tiiremis peptidlerin ¢ok
diisiikk seviyelerde bulundugu gézlenmektedir. Plazma i¢in bu degerler 7.6:22.6:1.0
olarak belirlenmigtir. SbsVtgAb’den tiiremis peptidlerin, plazmada SbsVtgAa’dan
tiiremis peptidlerden ~3 kat daha yogun bulundugu ve SbsVtgC’den tiiremis peptidlerin
ise plazmada da c¢ok az seviyelerde bulundugu goriilmiistir. Ovaryumda
SbsVtgAa:SbsVtgAb:SbsVtgC orani, 1.5:3.0:1.0 olarak belirlenmistir. SbsVtgAb’den
tiiremis peptidlerin ovaryumda SbsVtgAa’dan tiiremis peptidlerden yaklasik 2 kat daha
yogun bulundugu, buna karsin SbsVtgC’den tiiremis peptidlerin ovaryumda
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SbsVtgAa’dan tiiremis peptidlerin yarisi1 ve SbsVtgAb’den tiiremis peptidlerin 1/3’ini

olusturacak seviyelerde bulundugu tespit edilmistir.

Bu calismada, PV asamasindaki levrek ovaryum ekstraktinda belirlenen triptik
peptidlerin normalize edilmis spektral sayilarina dayanarak, Vtg formuna 6zgli oran
(VtgAa:VtgAb:VtgC) 1.5:3.0:1.0 olarak ortaya konmustur. Burada VtgC’den tliremis
YP (6ncelikli olarak LvHC)’lerin, oosit igerisindeki toplam YP’lerin % 18.0’ini
olusturdugu goriilmektedir. VtgC’den tiiremis YP’lerin, ovaryumda bu derece yiiksek
oranlarda bulunmalar1 yalnizca levrege 6zgii bir durum degildir. Benzer sekilde, G.
affinis’te vitellojenik oosit icerisindeki YP’lerin yaklasik % 25’inin VtgC’den tiiredigi
bildirilmistir (Sawaguchi vd 2005ab). Denizde yasayan ve pelajik yumurtalar birakan
tiirlerin oositlerinin olgunlagma asamasinda, in vivo olarak % 250 (Mayer vd 1990) veya
in vitro olarak % >271 (Sorbera vd 1999) gibi 6nemli oranlarda hidrasyona ugradigi
bilinmektedir. Bu tiirlerden biri olan levrekte, oosit olgunlagsmasi sirasinda Vtg’den
tiiremis YP’lerinin ikincil proteolizi sonucunda oldukga biiyiik bir FAA havuzuna sahip
oldugu tahmin edilmektedir. Calismada, PV ve OV asamalarindaki ovaryum
ekstraktlarinin, kefal anti-LvC antikoru kullanilarak gerceklestirilen Western blot
analizlerinde, SbsLvHC’ nin oosit olgunlagsmasi1 sirasinda ciddi bir proteolize ugradigi
belirlenmistir. Bu durum, levrekte ve belki de diger baz tiirlerde VtgC iiriinii YP’lerin,
FAA havuzuna ve dolayisiyla da oosit hidrasyonuna onemli katkilar1 olabilecegini
gostermektedir. Bu nedenle, incelenen tiirlerdeki Vtg veya LvH oranlar ile ilgili
yorumlarin, her bir Vtg ve bunlarin tiirevi YP’lerin ugradigi farkli proteoliz diizeyleri

hakkinda edinilecek detayli bilgilere dayanarak yapilmasi gerekmektedir.

Postvitellojenik disilerde, VtgC’nin ovaryum YP depolarima bariz katkilarimin,
karaciger ve kan plazmasindaki oranlarina gore nispeten yiiksek olusu oldukga ilgingtir.
Bu durum, VtgC’nin sentez yeri ve biiylimekte olan oosite giriginin yani sira, VtgC
tirevi YP’lerin oositteki birikim mekanizmalar1 iizerine merak uyandirmaktadir.
Postvitellojenik (PV) asamadaki levrek ovaryumunda VtgC tiirevi peptid miktarlari,
oogenez siiresince gergeklesen birikimin toplamini yansitmaktadir. Ancak, karaciger ve
kan plazmasindaki miktarlar, VtgC’nin PV asamasia 6zgilin sentez oranlarini ve bu

noktada muhtemelen biiylimekte olan oosit igerisine alinmalarindan dolayi, kan
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dolasimindan tasfiyelerini yansitmaktadir. Diger bir deyisle, s6z konusu peptid
miktarlariin PV agsamasinda karacigerdeki VtgC sentezi ve bu noktada kanda
taginmakta olan miktarlarini, ovaryumda ise oosit gelisimi boyunca PV agamasina kadar
olan siire¢ igerisindeki birikimini yansitmaktadir. Bu nedenle, bu ¢alismada VtgC tiirevi
peptidlerin farkli Ornek tiplerinde tespit edilen miktarlarindaki nispi farkliliklar,
oogenez boyunca VtgC sentez, salimim ve tasfiye oranlarindan kaynaklaniyor olabilir.
Tilapia (Oreochromis niloticus, Ndiaye vd 2006) ve O. latipes (Hiramatsu vd 2008)
lizerine yapilmis bazi ¢aligmalar, VtgC’nin vitellogenez tamamlanmadan once
previtellojenik asamada {iretiliyor olabilecegini de One siirmistiir. Ayrica VtgC’nin,
oositin kendisi veya karacigerden baska bir doku tarafindan sentezleniyor olabilecegi
iizerine de spekiilasyonlar mevcuttur. Zebra baliginda, v/gC mRNA’larmin karaciger
disindaki dokulardaki ekspresyon (ekstrahepatik ekspresyon)’u iizerine kanitlar
bulunmaktadir. Ancak, bu balikta in situ hibridizasyon yoOntemiyle yeri belirlenen
bagirsak, ovaryum ve testis gibi dokulara ilisik adipdz hiicreleri (adiposit)’ndeki bu
ekspresyon orani karacigerdekine gore % 10’un altinda kalmistir (Wang vd 2005).
Gokkusagr alabaligi ve zebra baliginda yapilan bir calismada vtgC transkripsiyon
seviyelerinin karacigerdekine oranla 45 kat daha diisiik oldugu ancak, VtgC’nin beyaz
adip6z doku (White Adipose Tissue, WAT) tarafindan {iretildigi ve bu iiretimin
vitellogenezin erken agamalarinda ge¢ doneme gore daha yiiksek seviyelerde oldugu

bildirilmistir (Tingaud-Sequeira vd 2011).

Ovaryumda tespit edilen yiiksek VtgC seviyelerini agiklayabilecek diger bir
olasilik da diger Vtg formlarimin oosit icerisinde plazmadaki seviyelerinden daha
yiiksek birikim oranlarina (VtgAa:VtgAb:VtgC) neden olan segici yeni mekanizmalarin
varlig1 iizerinedir. Bu calismada Vtg tipine gore peptid oranlari kan plazmasinda
7.6:22.6:1.0, ovaryumda ise 1.5:3.0:1.0 olarak tespit edilmistir. VtgC’nin LvH alt birimi
iizerinde yer alan istisnai bir reseptdr baglanma bolgesinin varligt bildirilmisti. Ayrica
Cizelge 4.5’te, levrek ile beraber giiniimiize kadar incelenmis diger Moronidae tiirleri
ve bazi acantomorph teleostlar i¢in, bu bolgelere ait amino asit dizileri karsilagtirilmist.
Bu karsilastirmalar, Reading ve digerleri (2009)’nin bildirdigi {izere, VtgC i¢in bu bolge
iizerinde diger Vtg’lerden farkli olarak reseptor baglanmasi acisindan kritik dneme

sahip lizin yerine glutaminin yer aldigin1 géstermistir. Bu durum, beyaz levrekte diger
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Vtg formlarmin ayni deneysel kosullarda ovaryum membranina veya membran
proteinlerine baglanmasini ancak lizin yerine glutamin tagiyan VtgC’nin baglanmakta
basarisiz olusunu aciklamaktadir (Reading vd 2011). Bu gozlemler, VtgC’nin 6zgiin bir
oosit reseptoriinden yoksun oldugu ve oosite bilinmeyen yollarla, diger Vtg formlarinin
veya baska ligandlarin reseptdr kontrollii endositozuna ilisik olarak sivi fazda, giris
yapiyor olabilecegi ihtimalini ortaya koymaktadir (Reading vd 2009). Ancak bu

senaryo, VtgC tlirevi YP’lerin oosit igerisindeki yogun birikimini agiklamamaktadir.

Levrekte VtgC’nin, oositlerde bu kadar yiiksek seviyelerde birikiminden
sorumlu mekanizmalarin agiklanabilmesi icin, v¢gC transkripsiyon seviyelerinin
karaciger, ovaryum ve diger dokularda saptanmasi gerekmektedir. Bununla beraber,
farkli Vtg tiplerinin ve bunlardan tiiremis YP’lerinin plazma ve ovaryumdaki
seviyelerinin, oogenezin farkli asamalarinda tespiti ilizerine daha detayli calismalar
yapilmasi gerekmektedir. Bu ¢aligmadan elde edilen tam cDNA dizileri (SbsvtgC), vigC
transkripsiyon seviyelerinin farkli dokular ve ovaryum gelisim asamalarinda kantitatif
PCR (gPCR) yoluyla belirlenmesinde primer tasarlanmasina olanak tantyacak ve
kontrol amagh kullanilabilecek niikleotid dizi kaynagini olusturmaktadir. Ayrica bu
calismada elde edilen olgun protein peptid (SbsVtgC) dizileri, farkli gonad gelisim
asamalar1 i¢in VtgC ve tiirevi YP miktarlarinin izotopik olmayan kiitle spektrometrisi
yoluyla plazma ve ovaryumda belirlenmesinde kullanilabilecek veri tabanina kaynak

olusturmaktadir.

Postvitellojenik (PV) asamadaki disi levreklere ait plazma Orneklerinde tespit
edilen ‘tam’ yapidaki Vtg’lere ait triptik peptid oranlart (VtgAa:VtgAb; ~1:3) ile
ovaryum Orneklerinde tespit edilen triptik peptid oranlar1 (~1:2), VtgAa tiirevi YP’lerin
oositteki birikiminin VtgAb tlirevi YP’lerin birikimi ile orantili ve plazmadaki tahmini
VtgAa/VtgAb oranindan yaklasik % 50 daha yiiksek oldugunu gostermektedir.
Vitellojen C’de oldugu gibi, VtgAa tlirevi YP’lerin PV asamasindaki oositlerde daha
yiikksek birikimi, bundan O©nceki asamalarda kanda VtgAa seviyelerinin VtgAb
seviyelerinden daha yiiksek olmasindan kaynaklaniyor olabilir. Sawaguchi ve digerleri
(2008) V. moseri’de, VtgAa:VtgAb plazmadaki oraninda oosit biiylimesi (vitellogenez)

boyunca ~1.0:1.4, oosit biiyiimesi tamamlandiginda (PV asamada) ise ~3.2:1.0 degerleri

116



gosteren tersi bir durum bildirmistir. Bu durum, kan dolasiminda Vtg oranlarindaki
degisimin tiirler arasinda farklilik gosterebilecegini ortaya koymaktadir. Ancak V.
moseri’de, follikiildeki Vtg formuna o6zgii LvH oranlarmin (LvHAa:LvHAD)
plazmadaki VtgAa:VtgAb oranlarindaki degisime ragmen oosit biiylimesi sirasinda
~1.0:1:7 degerinde sabit kaldig1 goriilmiistiir. Bu durum, farkli Vtg formlarinin oosit
icerisine birbirinden bagimsiz olarak alinmasini kontrol eden ve muhtemelen reseptor
kontrollii olan bir sistemin varligim1 dogrulamaktadir. Reading ve digerleri (2011),
beyaz levrekte VtgAa ve VtgAb’ye 6zgiil olarak baglanan birbirinden bagimsiz ¢oklu
VtgR sisteminin varligin1 ortaya koymus, bunlarin miktarlarinda aktivite ve
hassasiyetlerindeki farkliliklarin bu iki Vtg’nin oosit igerisindeki seg¢ici birikimini
etkileyebilecegini belirtmistir. Farkli Vtg formlarmin oogenezin farkli agamalarinda
plazma oranlarinin degisimi ve YP’lerin oosit igerisindeki birikim oranlari1 iizerine
yapilabilecek ¢aligmalar, ¢oklu VtgR’lerin miktarlar1 ve islevlilikleri hakkinda detayli
bilgi saglayacaktir. Sonug olarak, bu bilgiler yukarida bahsi gecen biitiin olasiliklari

aydinlatmaya yardimci olacaktir.
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5. SONUC ve ONERILER

Bu calisma, levrekte c¢oklu Vtg sistemi lizerine bildirilen ilk raporu teskil
etmektedir. Burada, son yillarda diger Moronidae tiirlerinde ve diger birgok
acanthomorph teleost tiiriinde kesfedilmis olan iki paralog VtgA formu ve fosvitinsiz
bir Vtg formu levrek i¢in ortaya konmustur. Buna goére, homolog olan {i¢ farkli levrek
Vtg proteini (SbsVtgAa, SbsVtgAb ve SbsVtgC) ve bunlari kodlayan genlerin tam
cDNA dizileri (SbsvtgAa, SbsvigAb ve Sbsvtg(C) ile beraber bunlarin levrek kaninda ve

oositlerindeki varligi, birbirini dogrulayan farkli yontemlerle ortaya konmustur.

Levrekte ayrica, bu ti¢ farkli Vtg formuna ait cDNA dizilerinden yola ¢ikilarak
elde edilen tahmini polipeptid dizileri ve YP alt birim yapilar1 belirlenmistir. Bununla
beraber s6z konusu Vtg alt birimleri, lizerinde yer alan olasi sinyal peptid, birincil
enzimatik ayrigma ve reseptor baglanma bolgeleri ile amino asit kompozisyonlar1 gibi
yapisal ve olasi1 fonksiyonel ozellikleri bakimindan analiz edilmistir. Bu analizler ve
onceki caligmalardan edinilen bilgiler dogrultusunda, levrekte ve diger teleostlarda
bulunan her bir Vtg formu ve tiirevleri YP’lerin, 6zel fonksiyonlar1 hakkinda fikir
edinilmistir. Buna gore, VtgC’nin diger Vtg formlarindan farkli bir alt birim yapisina ve
reseptdr baglanma bolgesine sahip oldugu belirlenmis, dolayisiyla oosit igerisine
muhtemelen reseptor kontrollii endositozun disinda bir yolla alindigma dair yargiya
vartlmigtir. Ayrica, diger tam yapidaki Vtg formlarina ait alt birimler ilizerindeki
varsayilan fosforilasyon ve glikolizasyon bdlgeleri, poliserin ve korunmus sistein
dizilerinin, olgun Vtg molekiiliiniin yapisal stabilizasyonunda ve oosite lipid

taginmasindaki rolleri iizerine bilgi edinilmistir.

Her bir Vtg formunun, PV asamasindaki disi levrek kan plazmasindaki varligi,
Western blot analizi nanoLC/MS/MS analizleri gibi birbirini tamamlayici ve
dogrulayict iki yontem ile ortaya konmustur. Western blot analizleri ayrica ovulasyon
asamasindaki levrek gonad ekstraktinda her bir Vtg’den tliremis Lv YP alt birimlerinin
varligimi tespit etmede kullanilmigtir. Postvitellojenik (PV) ve ovulasyon (OV)
asamasindaki ovaryum ekstraktlarina ait Western blotlarinin karsilastirilmalari, her ii¢

Vtg formunun da yumurta YP depolarina katkilari oldugunu ortaya koymustur. Bu
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durum, kiitle spektrometre analizi ile de dogrulanmistir. Bu yontemden edinilen
bulgular, her ti¢ Vtg LvH alt biriminin de oosit olgunlagmasi sirasinda kismi ayrismaya
ugradigini géstermistir. Bu gozlemler levrege 6zgii bir YP proteoliz modelinin varligina
isaret etmektedir. Buna gore her bir Vtg’nin yapisinda bulunan YP alt birimlerinden
ozellikle LvH (SbsLvHAa, SbsLvHAb ve SbsLvHC)’in oosit olgunlasmasi sirasinda
kismi bir proteolize ugradig1 ve biiyiik ihtimalle oosit hidrasyonunda ozmotik etmen ve
embriyo gelisiminde besin kaynagi olarak gorev yapan FAA havuzlarina katildig:
tahmin edilmektedir. Ancak, bu modelin varlig1 ve isleyisinin daha detayli calismalarla
deneysel olarak dogrulanmasi gerekmektedir. Bu ¢alismada ayrica, PV asamasindaki
disi levrek karaciger, kan plazmasi ve ovaryum oOrneklerinin kiitle spektrometre
analizleri, SbsVtgAb’nin bu tiirde baskin Vtg formu oldugunu ve oosit YP depolarina
en ¢ok katilimi sagladigmmi ortaya koymustur. Bu ydntem ayrica SbsVtgAb kadar
olmasa da SbsVtgAa ve SbsVtgC’nin de YP birikimine 6nemli katkilart oldugunu

gostermistir.

Bu calismadan elde edilen bu bulgular biitiinii ile, kiiltiir sartlarindaki levrekte
oogenez ve yumurta kalitesi iizerine gelecekte yapilabilecek calismalara temel
olusturacak bilgi ve araglar temin edilmistir. Sicaklik, fotoperiyot, beslenme ve stress
gibi faktorlerin vitellogenezi ve katepsin gen ekspresyonu seviyelerini olumsuz
etkiledigi diger tiirlerde bildirilmis olsa da bu olumsuzluklarin ¢oklu Vtg sistem {izerine
etkileri daha Once incelenmemistir. Yetistiricilik sartlar1 veya cevresel sartlardaki
herhangi bir olumsuzlugun, vitellojen sisteminin isleyisini de etkileyecegi varsayilacak
olursa, bu aksamalarin levrekte yumurta kalitesini diistirlip diisiirmeyecegi incelenmeyi

bekleyen diger konular arasindadir.

Ancak, levrekte yumurta kalitesi iizerine herhangi bir ¢alisma planlanmadan
once, bu tiirde ¢oklu Vtg sistem iizerine tamamlayici temel ¢alismalar gergeklestirilmesi
daha uygun olacaktir. Buna gore vitellojenden tiiremis YP’lerin ovulasyona ugramis
yumurtadaki oranlarinin  dogru yorumlanabilmesi amaciyla, her bir vtg gen
transkripsiyonunun ne zaman ve ne oranda gerceklestiginin kantitatif PCR (qPCR)
yoluyla belirlenmesi faydali olacaktir. Bu amagla kullanilacak primerler, bu ¢alismadan

elde edilen Vtg cDNAlar1 kullanilarak tasarlanabilir. Benzer olarak, tireme dongiisii
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boyunca plazma vitellojen seviye profilleri ve Vtg’den tiiremis YP’lerin oranlarindaki
degisikliklerin, oosit ve yumurta ekstraktlariin kiitle spektrometre analizi ile
karsilagtirilmasiyla ortaya konmasi oosit olgunlasmasi sirasindaki ikinci proteoliz
hakkinda daha saglikli yorumlar yapilmasina olanak taniyacaktir. Bu analizlerin
gerceklestirilmesinde, bu calismadan elde ettigimiz ii¢ farklt Vtg cDNA dizileri, veri
tabanini  olusturmak lizere kullanilabilecektir. Biitin bu temel c¢alismalar
tamamlandiktan sonra, elde edilen yeni bilgiler ve metodlar kullanilarak yumurta
kalitesi ¢aligmalari, disilerden biyopsiyle alinacak postvitellojenik oosit ve ovulasyona
ugramis yumurtalarin kiitle spektrometre analizleri ile karsilagtirllmalar1 sonucu
gerceklestirilmelidir. Ayrica yetistiricilik kosullarinda herhangi bir degisiklik ve
uygulamanin yumurta kalitesini olumsuz etkilemesi halinde ¢oklu vitellojen sistemin

islevselligini degerlendirmek i¢in de ayni yol izlenebilir.

Bu ¢aligmadan elde edilen Shsvtg dizileri, yukarida bahsi gecen kantitatif PCR
ve kiitle spektrometre analizlerine dayali ¢alismalarin yiiriitiilebilmesi i¢in gerekli alt
yapiy1 olusturmaktadir. Biitlin olarak elde edilen bulgularla bu ¢aligma, diinya genelinde
en onemli deniz tiirlerinden biri olan levrekte, oogenez ve yumurta kalitesi temelinde
yatan vitellogenezin molekiiler detaylari iizerine fonksiyonel ¢alismalara saglam bir

zemin hazirlamistir.
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OZGECMIS

Ozlem YILMAZ 1978 yilinda Hatay’da dogdu. Ilk, orta ve lise &grenimini
Hatay’da tamamladi. 1996 yilinda girdigi Cukurova Universitesi Su Uriinleri
Fakiiltesi’nden 2000 yilinda Su Uriinleri Miihendisi olarak mezun oldu. Eyliil 2000-
Haziran 2004 yillar1 arasinda Cukurova Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii Su
Uriinleri Miihendisligi Anabilim Dali’nda Yiiksek Lisans 6grenimini tamamladi. Bu
sirada YILMAZ, 2003-2004 egitim-6gretim yilinda kullanilmak tizere Milli Egitim
Bakanlig1 aracilifiyla Yunanistan Hiikiimeti tarafindan Tiirk vatandaslara verilen, 9
aylik aragtirma bursunu kazanarak Yiiksek Lisans tez ¢alismalarint HCMR (Hellenic
Centre for Marine Research, Crete, Greece)’da gerceklestirdi. Yiiksek Lisans egitimini
tamamladiktan sonra, CIHEAM (International Center for Advanced Mediterranean
Agronomic Studies) tarafindan verilen International Master’s in Aquaculture
programina katilmak iizere tam burs kazandi. Bu program i¢in tez caligmalarin1 IATS
(Instituto de Acuicultura de Torre de la Sal, Castellon de la Plana, Spain)’da
gerceklestirerek ikinci Yiiksek Lisansi’n1 2006 da tamamlayan YILMAZ, 2006 yilinda
Akdeniz Universitesi Fen Bilimleri Ensititiisii Su Uriinleri Miihendisligi Anabilim
Dali’nda doktora egitimine basladi. Mayis 2007°de ayn1 anabilim dalinda, Arastirma
Gorevlisi kadrosu aldi. Kasim 2008-Ocak 2009 tarihleri arasinda Akdeniz Universitesi
Erasmus Ogrenci Degisim Programi kapsaminda tez konusu iizerine arastirmalar
yapmak tizere, li¢ ay ICMAN (Insitituto de Ciencias Marinas de Andalucia, Cadiz,
Spain)’da burslu olarak bulundu. YILMAZ, Kasim 2010-Ocak 2011 tarihleri arasinda
COST (European Cooperation in Science and Technology) LarvaNet STSM (Short
Term Scientific Mission) kapsaminda kazandigi {i¢ aylik bursla yine ayni birimde,
bilimsel calismalar yiiriitmek iizere bulundu. Kasim 2011°de Akdeniz Universitesi Fen
Bilimleri Enstitiisii Arastirma Gorevliligi’nden ayrilan YILMAZ, son olarak Temmuz
2011-Kasim 2012 tarihleri arasinda Fulbright Visiting Researcher statiisiinde, doktora
tez konusu lizerine ¢aligmalar yiiriitmek tizere NCSU (North Carolina State University,
Raleigh, NC, USA) Biyoloji B6liimii’nde bulunmustur.
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