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KARAKAYA BARAJ GOLU BAZI BALIKLARININ KAN SERUM
PROTEINLERININ ELEKTROFORETiIK MODELLERIi UZERINE TAKSONOMIK
BiR CALISMA
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A Taxonomical Study on Electrophoretic Pattern of Blood Serum Protein of Some
Fish of Karakaya Dam Lake

Summary: In this study, an electrophoretic comparison of serum blood proteins of two species of fish, Capoeta trutta
and Capoeta capoeta umbla, were carried out. Study was carried between june and october in 1997. Using the Ran-
dom Sampling Method, 92 C. capoeta umbia and 86 C. trutta which the same age and sex were used. The iden-
dification of species and subspecies were done though their metric and meristic characteristics. While 16 band pat-
tern was observed in C. trutta, the number of protein bands for C. capoeta umbla was 11. From the electrophoretic
mobility 8 bands of species gave similar pattern, but the rest was seen to be different. As a result, we concluded that,
there is a %50 similarity between C. trutta and C. capoeta umbla based on their serum blood proteins.
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Ozet: Bu aragtirma haziran ile ekim 1997 tarihleri arasinda gergeklestiriidi. Aragtirmada, yaglan ve cinsiyetleri ayn
olan 92 adet Capoeta capoeta umbla ve 86 adet Capoeta trutta kullanildi. S6z konusu baliklarin metrik ve meristik de-
gerlerine gore klasik olarak tir ve alt tOr tespiti yapildi. C. frutta ve C. capoeta umbla'larin kan serum proteinlerinin
SDS-Poliakrilamid Jel Elektroforez (SDS-PAGE) yontemi ile incelenerek yapilan tiir ve alt tir ¢caligmasinda, C. trut-
fa'da 16, C. capoeta umbla'da ise 11 protein bandi tespit edildi. C. trutta'nin elektroforegraminda diger tire gore 8
farkl protein bandi gbzlendi. Bunun yani sira 8 adet protein band bu iki balik arasinda benzerlik gosterdi. SDS-PAGE
ile elde edilen verilere gbre, C. trutta ve C. capoeta umbla arasinda elektroforegamda olusan protein bantian ba-
kimindan %50'lik farklilik tespit edilmis ve bunun taksonomik agidan énemli oldugu sonucuna variimigtir.

Anahtar kelimeler: Balik , SDS-PAGE , Serum Proteinleri

Girig

Gunumuze degin baliklarda yapilan tak-
sonomik c¢alismalar daha c¢ok morfometrik 6l-
¢Umler, anatomik karakterler, renk ve karyotipleri
zerinde yapiimigtir (Kuru 1975, Kalkan ve Erdemli
1996). Ancak bu ydntemler bazi baliklarda, tak-
sonomik agidan bilim adamlanni zorluklara so-
kabilmektedir. Morfometrik oranlarda istatistiki giig-
likler, anatomik karakterlerde ¢ok ender de olsa
bir tdrin bireyleri arasinda, yakin bir tir icin be-
lirleyici karakterler ortaya gikabilir. Baliklarin temel
renkleri genetik kontrol altinda olmasina ragmen,
bir baligin renginin yagama ortamina ve cinsiyetine
gére degismesinden dolayr degisken bir ka-
rakterdir. Bu yonteminde zorlugu, baligin mu-
hafazasi sirasinda kullanilan fiksatif maddelerden
dolayi renginin solmasidir (Demir 1992).

Son yillarda s6z konusu bu glglikler elekt-
roforez teknigi ile tarlerin proteinlerinin (gogunlukla

enzim) benzerliklerinin ve farkhliklarinin incelenmesi

ile agilmaya caligiimaktadir. Tarlerin bulundurdugu
proteinlerin benzerligi, genetik benzerligin bir dlgtsi
olmas! nedeni ile bu teknikle taksonomik agidan
onemli sonuglar elde edilebilir(Mukhopadhyay ve
ark. 1987, Theophilus ve Rao 1988, Khan ve Gadru
1988, Komagata ve ark.1991).

Bu amagla, proteinlerin tarler arasinda po-
limorfizm gostermesinden yararlanarak, SDS-PAGE
yoéntemi ile Capoeta capoeta umbla ve Capoeta
trutta’larin kan serum proteinlerinin analizi ile bu iki
turin akrabalik dereceleri incelenmeye galigildi.

Materyal ve Metot
Baliklarin temini i¢in karakaya baraj gélindeki
atabay feribot iskelesi ve imamh kdyl mevkii is-
tasyon olarak segildi. Arastirma igin segilen ba-
liklarin ozellikle saghk durumlannin iyi olmasina dik-

kat edildi. Elde edilen 6rnekler metrik ve meristik

olgtmler icin bidonlarla canli olarak laboratuara ge-
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tirildi ya da yerinde kuyruklari kesilerek kan alind.
Kan alimi sonrasi, baliklar diger analizler icin %
4’lok formaldehit igeren bidonlarda muhafaza edi-
lerek laboratuara getirildi. Numuneler musluk suyu
altinda temiziendikten sonra metrik ve meristik 6l
gumler, yas ve cinsiyet tayininde kullaniidi. Daha
sonra % 35-40 etil alkol igceren cam kavanozlara ali-
narak muhafaza edildi.

Baliklanin kuyrugu kesilerek kan alinmasi yon-
teminde kuyruk kesimi sonrasi baligin dorsal aor
damarindan yaklasik 2-3 ml kan alindi ve la-
boratuara getirildi. Bu kan numuneleri +4°C ve 3000
rpm'de 10 dk santrifuj edilerek serumun ayrilmasi
saglandi. Analizi daha sonra yapilacak numunelere
proteolitik aktiviteyi inhibe etmek igin son kon-
santrasyonlan 10 ve 0,1 mM olacak sekilde eti-
lendiamintetraasetikasit (EDTA) ve fenil metil sul-
fonil florir (PMSF) ilave edilerek —-20°C ‘de
saklandi. Numunelerin protein konsantrasyonlan bi-
dret (Robert ve Michael 1993) yontemi ile lgilda.

SDS-PAGE islemi Laemmli (1970) ve O'Farrell
(1975) metotlarina gbre yapildi. Proteinler, 12x8 cm
boyutlarinda ve 1 mm kalinhiginda slab jelde separe
edildi. Slab jel, proteinlerin stoklandig yogunlastirici
ve daha sonra da proteinlerin separe edildigi ayrici
jel kisimlarindan meydana gelmektedir.

Ayirict jel (% 10 Akrilamid igeren) elektroforez
isleminden 12 saat once hazirlanarak polimerize
edildi ve bir gece buzdolabinda saklandi. Yo-
gunlagtinic jel ise (% 4 Akrilamid igeren) elekt-
roforez igleminden 2 saat 6nce hazirlanarak po-
limerize edildi. Her numune ve standart % 10
gliserol, % 2 merkaptoetanol (2-ME), % 2 sodyum
dodesil silfat (SDS), % 0.01 brom fenol blue (BPB)
iceren numune tamponu ile kanstirlarak protein
konsantrasyonlari sirasi ile 2 pg/ul ve 0,5 pg/ul'e
ayarlandi. Daha sonra numuneler ve standartlar
kaynar suda 3 dk bekletilerek proteinlerin de-
natirasyonu saglandi.

Yogunlagtinci jelde her line 20 mikrolitre nu-
mune ve standart uygulandi. Brom fenol blue jelin
en alt kismina gelinceye kadar jele 200 voltiuk ge-
rilim verildi. Elektroforez iglemi sonrasi jeller, %
0.125 commassie blue R-250, % 40 metanol ve %
7 asetik asit bulunan boya g¢ozeltisi igerisinde 12
saat bekletilerek boyandi. Jeldeki fazla boya % 5
metanol ve % 7.5 asetik asit iceren ¢bzeltide 24
saat bekletilerek dekolore edildi. Elektroforez uy-
gulamasinda protein standardi olarak, sigir albimini
(66.2 kD), yumurta albtmini (45 kD), tripsinojen (24
kD) ve lizozim (14.3 kD) kullanildi.

Proteinlerin molekdl aglrllidan Weber ve ark.
(1972) metoduna gére hesaplandi. BPB'nun uy-

Logaritmik Molekuler Agirhk (kD)

gulama noktasindan elektroforez sonuna kadar git-
tigi mesafe bir birim kabul edildi ve molekul agirhg
bilinen standart proteinlerin gé¢ mesafeleri bununla
mukayese edilerek her protein igin bir rélatif Rf de-
geri bulundu. Bu Rf degerlerine karsilik gelen mo-
lekll agiriklan logaritmik bir grafige yerlegtirilerek
diz bir edri ve elde edildi. Molekdl agirhg bi-
linmeyen protein bantlarinin  molekdl agirliklar
sekil1’deki grafikten hesaplandi.
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$ekil 1. Standart proteinlerin kalibrasyon egrisi
Bulgular

Capoeta trutta ve Capoeta capoeta umbla'larn
kan serum proteinlerinin SDS-Poliakrilamid Jel
Elektroforez yontemi ile incelenerek yapilan tir ve
alt tar ¢caligmasinda Capoeta trutta'dan 16 serum
protein bandi, Capoeta capoeta umbla'dan 11
serum protein bandi elde edildi. Bu galismada, Ca-
poeta truttalann 8 protein bandi, Capoeta capoeta
umbla'lanin protein bantlarindan farklilik gosterdi.
Sekil 2'de a,b,c,d,e,f,g,h ile gbsterilen farkli protein
bantlarinin molekiler agiriiklart zikredildikleri siraya
gore kD cinsinden 135, 113.2, 96.8, 61.6, 52.5,
346, 12.5 ve 9.5'dir. Bunun yani sira 8 protein
bandi bu iki balik arasinda benzerlik gosterdi. C.
fruttalarda pre-albumin bantlar oldukga net go-
rllGrken Capoeta capoeta umblalarda pre-albumin
2 bandi gériilmedi ve pre-albumin 1 bandi bu balikta
oldukg¢a belirsiz olarak gértldi. C. trutta'lann yik-
sek molekul agirhkh globulin bantlarindan biri (bant-
b), C. capoeta umblad'lardaki ayni hizada bulunan
protein bandindan daha koyu olarak boyandigi goz-
lendi. Ayrnica C. truttalarda gbzlenen 3 albumin
band! (bant-c,de) C. capoeta umbla'larda go-
rilemedi.
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Sekil 2. Capoeta trutta ve Capoeta capoeta umbla'min
SDS-PAGE yéntemiyle elde edilen serum proteinlerinin
elektroforegami. 1.2.3.4. Line'lar Capoeta capoeta
umbla'min serum proteinleri, 5. Line standart proteinler.
6.7.8.9. Line'lar Capoeta trutta’mn serum proteinleri.

Tartisma ve Sonug

" Elektroforez teknigi baglangigta, insanlarda
serum proteinleri, lipoproteinleri, izoenzimleri ve
hemoglobin tiplerinin incelenerek birgok hastaligin
teghis ve tedavisinin takibi amaci ile kullanilmigtir
(Burtis ve Aswood 1996). Daha sonra gida ala-
ninda &zellikle et mamdillerinin kalite kontroli ve
iceriginin tespitinde elektroforez teknigi ile ¢ok
onemli sonuglar elde edilmigtir (An ve ark.1988 ve
1989, McCormick 1992). Son zamanlarda ise bu
teknigin taksonomik aragtirmalarda kul-
lanilabilecegi ve onemli agihmiar getirecegi ifade
edilmistir (Mukopadhyay ve ark.1987, Schreiber ve
ark. 1992, Theophilus ve Rao 1998). Bu aras-
tirmada, C. trutta ve C. capoeta umbla'nin serum
proteinlerini SDS-PAGE teknigi ile incelenerek
elde edilen veriler literatirlerin 1g1ginda yo-
rumlanmaya galigiimistir.

Bu caligmada; C. trutta ve C. capoeta
umblalarin albumin, pre-albumin-1 ve pre- al-
bumin-2 bantlan, Ney ve Smith'in (1976) Lepomis
macrochirus kan proteinleri (izerine yapmis oldugu
¢ahisma ve Menzel'in (1970) Notripis baliginin kan
proteinleri Gzerine yapmig oldugu ¢aligmalara gore
tanimlandi. Summertelt'in (1964) yapmis oldugu bir
galigmada, elektroforezde en yavas hareket eden
fraksiyonun globulin oldugu tespit edilmigtir. Ayni
aragtinci Notemigonus crysoleucas'in kan serum
proteinlerini analiz etmis ve en yavas hareket eden
fraksiyonu euglobin olarak isimlendirmistir. Yine
Menzel (1970), Notripis cyprinidae'nin kan serum
proteinlerini elektroforetik olarak analiz ederek en
yavag go¢ eden protein fraksiyonunun globulin ol-
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dugunu gostermigtir. Ney ve Smith'in (1976) aras-
tirma sonuglar, Summerfeltin (1964) galismasini
teyit etmistir. Yukandaki literatlrler baz alinarak ¢a-
lismamizda elde edilen elektroforegramda en yavas
hareket eden serum protein, globulin fraksiyonu ola-

‘rak kabul edilmis, bunun yanisira serum protein

fraksiyon-2 albumin bandi olarak dikkate alinmisgtir.
Yine ayni aragtiricilar albumin bandinin iki fraksiyon
halinde bulunabilecegini belitmigler ve serum pro-
tein fraksiyon-3'de albumin igerigi olarak kabul et-
miglerdir. Yine serum protein fraksiyon-4 ve 5'de
transferin ve pre-albumin igerikleri gdzlenmistir.
Normalde kandaki albumin proteini G¢ farkh fonk-
siyona sahiptir (Murray ve ark. 1992). Bunlar; kanin
osmatik basincinin diizenlenmesi, mevcut diger pro-
teinlerin yapisinin korunmasi ve birgok maddenin
kanda taginmasinin saglanmasidir. Ney ve Smith'in
(1976), Lepomis macrochirus Uzerinde yaptiklan
aragtirmada elektroforezde en hizli gé¢ eden frak-
siyonun pre-albuminier oldugunu gdzlemlediler.
Pre-albuminlerin tiroid hormonlari, tiroksin (T4), tri-
idotironin (T3) tasinmasi ve baglanmasinda gorevli
olduklari, transferrinin ise demir taginmasinda go-
revli olduklari belirtilmistir.

SDS-PAGE ile yaptigimiz galigmada, sekil 2'de
goraldugl gibi Capoeta trutta ve Capaeta capoeta
umbla arasinda 8 adet protein bandi farklilik gos-
terdi. Ayrica 8 adet protein bandi da benzerlik gés-
terdi. Molekil agirhigi en blylk olan globulin bandi
135 kD ve molekdl agirhg en kig¢lk olan pre-
albumin bandi ise 9,5 kD molekil agiriginda idi. Bu
iki balik arasindaki en buyik farklar molekil agir-
liklan 45 kD ve 9,5 kD olan albumin protein bantlari
arasinda gézuktd.

Capoela trutta ve Capoeta capoeta umblalar
molekul agirliklar bayik olan globulin bantlan ara-
sinda sadece iki bant (a,b) farkli gorildu ve bu fark-
lihkta Capoeta trutta'ya ait bantlarin C. capoeta
umbla'ya gbre daha koyu boyanmasidir. Komagata
ve arkadasglannin (1988), Hypomesus nipponensis
ile yapmig oldugu analizde ayni tlre ait erkek ve
digi baliklarda istisnasiz 30'dan fazla protein bandi
gbzlendigini belitmis ve molekdl agdiriklari 94 kD
Uzerinde olan (¢ protein bandinin farkl oldugunu
gozlemigtir. Calismamizda bu bilginin 1$1§1 altinda
ayni cins ve ayni yastaki bireyler kullaniimigtir. Yine
Ura ve arkadaslan (1994), Oncorhyncus masouda
parr ve smoltlarin serum profillerini western blotting
ile Dbirlegtirimis iki yénli SDS-PAGE ve Kkar-
silastirmali Imminelekroforez (CIE) ile analiz etmig
ve parr ve smoltlarin protein bantlan arasindaki fark-
larin genelde disik molekdl agirlikh protein bant-
lannda oldugunu gbézlemiglerdir. Yaptigimiz c¢a-
lismada Capoeta trutta ve Capoela capoela
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umbla'lann protein bantlar arasindaki farklarin
bayuk bir kismi dusik molekdl agirlikli protein bant-
larrnda gozlendi.

Theophilus ve Rao’'nun (1998), Channa ge-
nusuna ait G¢ tarin serum proteinleri (zerine yap-
tiklar elektroforetik galigmalarda Gg¢ tlrin hepsinde
de baglica 10 protein fraksiyonu elde etmigler ve
bunun her bir tlr igin ylksek derecede Kka-
rakteristik modeller oldugunu gdstermiglerdir. Bu
arastincilar bu baliklardan elde edilen elektroforetik
farklarin énemli oldugunu belirtmiglerdir. Schreiber
ve arkadaglan (1992), omurgasiz bir hayvan olan
Priapulida’nin 4 turinGn kan proteinlerini in-
celeyerek ¢ok énemli taksonomik sonuglar elde et-
miglerdir. Khan ve Gadru (1988), Cyprinidae fa-
milyasina ait bazi baliklann kan serum proteinleri
Uzerinde yaptiklan elektroforetik ¢caligmada SDS-
PAGE yontemi ile tir ve alttir tespitinin ya-
pilabilecedini belitmiglerdir. Yine Mukhopadhyay
ve ark. (1987), bazi tath su kemikli baliklarinin
serum proteinleri Gzerinde yaptiklan elektroforetik
¢alismada 6nemli biyosistematik veriler ortaya koy-
muglardir. LI (1991), disi Cyprinus carpio, erkek
Ctenopharyngodon idella ve bu bireylerin hib-
ritlerinin serum proteinlerini poliakrilamid jel elekt-
roforezi ile analiz etmis ve her bir ebeveynin elekt-
roferogram tiplerinde farkliliklar bulmustur.

Capoeta trutta ve Capoeta capoeta umbla
tord  baliklarin  serum  proteinlerinin - SDS-
Poliakrilamid Jel Elektroforez ydntemiyle in-
celendigi bu ¢aligmada énemli farkliliklar elde edil-
migtir. Serumdaki her proteinin bir veya birden
fazla gen tarafindan kodlandig dikkate alindiginda,
bu iki tarin elektroforegraminda gbzlenen bu farkli
protein bantlarinin taksonomik agidan énemli ol-
dugu ve taksonomik arastirmalarda  kul-
lanilabilecedi sonucuna varilmigtir.
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